FYZIDLOGICKY USTAV AV (R

Oponentsky posudek diserta¢ni prace Mgr. Venduly Nagy Markové:
»Role of B-arrestin in p-opioid and TRPV1 receptor signalling“

Diserta¢ni prace v oboru Fyziologie zivo¢ichi byla vypracovana na Katedie fyziologie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Mgr. Vendula Nagy Markova se ve své praci zabyva studiem tlohy B-arrestinu v signalni draze
p-opioidnich a TRPV1 receptori, které jsou vyznamné zapojeny v mechanismu pfenosu bolesti.
Byl zde sledovéan rozdilny vliv izoforem [-arrestinu na laterdrni mobilitu a internalizaci p-
opioidnich receptorti a vliv na inhibici adenylyl cyklazy. Déle byla zkoumana tiloha B-arrestinu2
v komunikaci a vzajemném ovliviiovani mezi p-opioidnim a TRPV1 receptorem a mozna
interakce a spoluprace mezi TRPV1 a TLR4 receptory. Jako modelovy organismus byla pouzita
bunécna linie HEK293 stabilné exprimujici oznaceny p-opioidni receptor, ptipadné byla
provedena transietni transfekce TRPV 1 receptorem.

Predkladana prace je zpracovana na 80 strandch textu uspofadanych klasickym zplisobem
a zahrnuje teoreticky literarni ivod, cile prace, piehled vSech publikovanych praci autorky,
metodickou ¢ast, vysledky, diskusi a zavérecné shrnuti. Nasleduje seznam pouzité literatury
obsahujicich cca 160 citovanych praci. Jako pfiloha jsou uvedeny 2 puvodni publikace
(s vysokym IF) v plném rozsahu, na nichz je zalozena ptedloZena prace, u jedné z té€chto publikaci
je Mgr. Nagy Markova prvni autorkou. Celkova formalni uprava prace je pomérné dobra, prace
je psana standardni odbornou anglictinou.

V teoretické ¢asti autorka shrnuje soucasné znalosti o B-arrestinu, jeho izoformach a uloze pii
desenzitizaci a internalizaci GPCR, zapojeni do MAPK kindzové signalni dradhy a objasnuje
pojem ,,biased agonist* — preferujici ¢i usmérnovaci agonista. Déle je popsédna struktura a funkce
p-opioidniho a vaniloidniho (TRPV1) receptoru, regulace jejich signalnich drah [B-arrestiny
a dosavadni znalosti o jejich crosstalku, vSe v souvislosti zejména s mechanismem pienosu
bolesti.

Cile prace jsou formulovany stru¢né a konkrétn€ rozepsany pro jednotlivé zdméry vyzkumu.
V metodicke ¢asti jsou podrobn¢ popsany pouzité metody, vysledky jsou uvedeny v ¢lenéni podle
cilt prace. Na cca 10 stranach diskuze autorka pomérné podrobné rozebira dosazené vysledky
provedenych experimenti, srovnava je sdaty dostupnymi v literatufe, formuluje mozné
vysvétlujici hypotézy a naznacuje dal$i mozné sméry vyzkumu v souvislosti s hledanim novych
latek pro 1écbu chronické bolesti a bez vedlejSich negativnich ucinkti. Rozsah diskuze sveédci
o dobré orientaci ve studované problematice. Je tieba také ocenit Siroké spektrum
experimentalnich metodickych piistupti, které autorka v ramci své disertacni prace zvladla.

Nékolik ptipominek k formalni a obsahové strance:
Uvod a diskuze obsahuji minimum pieklept, popisu vysledkti viak mohla autorka vénovat
ponckud vétsi péci — obcas zde chybi ve véte slovo ¢i se naopak vyskytuje 2x za sebou, obrazky
jsou piekopirované beze zmény z publikovanych ¢lankt, obr. 9 je Spatn€ ofiznut — chybi zde
legenda, obrazek 15B je chybné citovan v textu jako 7B (str.59) . Tabulka 1 je také prekopirovana
jako obrazek a je pomérné€ Spatn¢ Citelna. Statistickému zpracovéani a vyhodnoceni vysledkl
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jednotlivych experimentli je vénovan pouze kratky odstavec, bylo by vhodné podrobnéji
zdiivodnit pouzity typ statistického testovani. Pro lepsi piehlednost a orientaci ctenafe by bylo
také vhodné roz¢lenit celistvy text diskuze do jednotlivych kapitol, napt. dle dosazenych vysledki
prace.

Posuzovana prace pres uvedené drobné nedostatky spliiuje zadané cile a pozadavky
izoforem [-arrestinu v signalizaci p-opioidnich receptort, vlivu na funkci adenylyl cyklazy
a vyzkumu role B-arrestinu v komunikaci a spolupraci mezi p-opioidnim a vaniloidnim TRPV1
receptorem.

Mgr. Nagy Markova je spoluautorkou celkem 5 odbornych publikaci v kvalitnich
impaktovanych zahrani¢nich casopisech a ma velmi dobré predpoklady pro samostatnou
védeckou praci. Predkladanou diserta¢ni praci proto plné doporucuji k obhajobeé.

Dotazy:

1) Jakym zplsobem jste stanovili koncentraci p-opioidnich agonistti na 1 uM pfti sledovani
inhibice adenylyl cyklazy?

2) Které membranové izoformy adenylyl cyklazy jsou exprimovany vbunécné linii
HEK293?

3) V kapitole 2.1.7 hovorite o superkomplexech G proteinu, 3-arrestinu a 3-adrenergniho
receptoru. Co soudite 0o mozZnosti, Ze by B-arrestin tvoril podobny preasociovany komplex s
p-opioidnim receptorem a potazmo s G-proteinem?

4) Jak si vysvétlujete, Ze se neméni mobilni frakce p-opioidnich receptorti po knockdownu
obou B-arrestini u HMY-1 bunék, zatimco v pripadé bunék exprimujicich k tomu i TRPV1
mobilni frakce p-opioidnich receptorti i bez aktivace vzrostla po knockdownu f -arrestinu?2
ve srovnani s kontrolami?

V Praze 19.8. 2023 RNDr. Lenka Roubalova, Ph.D.
Fyziologicky ustav AV CR, v.v.i.
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