Posudek na dizertacni praci
Mgr. Vojtécha Vavry

Funk¢ni uloha P2X receptora v supraoptickych jadrech hypotalamu
potkana a strukturné-funkc¢ni vlastnosti rekombinantnich P2X receptoru.

Disertacni prace Vojtécha Vavry byla vypracovana v ramci programu postgradualniho
studia Fyziologie zivoCichii na PfF UK na oddéleni bunééné a molekuldrni
neuroendokrinologie ve Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky pod vedenim
RNDr. Hany Zemkové CSc. Disertace prezentuje Ctyfi puvodni prace a jeden piehledny
¢lanek v relevantnich impaktovanych ¢asopisech. Konkrétni podil prace Vojtécha Vavry na

jednotlivych autorskych publikacich je uveden na str. 8.

V doprovodném textu na 33 stranach, uvadi autor ctenafe do soucasného stavu
problematiky purinergni signalizace a podrobné popisuje strukturu a funkci receptorit P2X ve
vybranych ¢astech nervového systému. V zavéru textu formuluje hlavni tkoly své dizertaéni

prace a v kapitole vysledky seznamuje o vysledcich jednotlivych originalnich ¢lankd.

Tyto prace se zabyvaji funkéni tlohou neurondlnich receptortt P2X v supraoptickych
jadrech hypotalamu potkana. Autofi potvrdili pfitomnost podtypd receptori P2X v
supraoptickych neuronech, jejich vyznam pro elektrickou aktivitu neuroni a synapticky
ptenos. Podrobné byla feSena otazka funk¢nosti vazebného mista receptoru P2X4 pro
agonistu a pro alostericky modulator ivermektin a vyznam pfitomnosti konzervovanych
aromatickych aminokyselin v prvni transmembranové doméné receptort P2X a tloha péti

konzervovanych cysteinovych pari v ektodoméné receptoru P2X4.

Clanek v Neuroscience fesi piitomnost jednotlivych podtypt purinergnich receptort
P2X v neuronech supraoptického jadra. Studie prokazala pre-synaptické a extra-synaptické
receptory P2X2 a P2X4, které moduluji uvoliiovani glutamatu a GABA a kontroluji
elektrickou drazdivost téchto neuroni.

V dal§im c¢lanku je studovana tuloha konzervovanych cysteini v ektodoméné
receptoru P2X4, které tvoii disulfidické mustky SS1 - SS5, prostfednictvim zamény za
threonin nebo arginin. Bylo zjisténo, ze pritomnost SS1, SS2 a SS4 je vyznamna pro strukturu
vazebného mista pro ligand, zatimco SS5 je lokalizovdna blize k transmembranovym
doménam a je dulezitd pro otevirani kanalu P2X4.

V ¢lanku v J. Neurochem. byl studovan funkéni vyznam nékterych konzervovanych



aromatickych aminokyselin v prvni transmembranové doméné receptori P2X. Prace ukazala,
ze aromatické zbytky v horni ¢asti transmembranové domény receptorit P2X jsou dulezité pro
funkéni konformaci struktury receptorii. Nejvyznamnéj$i z nich je konzervovany tyrosin,
ktery ovliviiuje otevirani/zavirani iontového kandalu a soucasné i specificitu vazby agonisty.

Studie vazebnych podminek selektivniho modulatoru ivermektinu na receptor
P2X4 se soustiedila na zdménu aminokyselin v prvni a druhé transmembranové doméné
rekombinantniho krysiho receptoru P2X4 za alaniny a cysteiny. Elektrofyziologicka data byla

ziskana na bunécné linit HEK293 po expresi mutantnich receptorii.

Vysledky disertacni prace pln€¢ odpovidaji vytéenym cilim. Grafické zpracovani
ptedlozené prace je na velmi dobré Grovni a odpovida pozadavkim na obsahovou a formalni

stranku.
Otazky oponenta:

1. V rodin¢ savéich receptori P2X vykazuje zna¢nou senzitivitu k ivermektinu pouze
receptor P2X4. Autor zaroven cituje prace, které ukazuji, ze se ivermektin pouziva jako 1ék
pii parazitickych onemocnénich, kdy moduluje také glutamatem otvirany chloridovy kanal,
a nckteré dalsi ligandy otevirané kandly. Vyskytuje se na téchto kanalech obdobna
sekvence aminokyselin, jako je na vazebném misté pro tuto lipofilni latku u P2X4
receptoru?

2. Jsou znamy genetick¢é poruchy v zastoupeni aminokyselin ve struktufe purinergnich

receptord, kli¢ovych pro jejich funkci?

Zaverem konstatuji, ze Mgr. Vojtéch Vavra prokazal schopnosti pro védeckou praci.
Ptedlozil kvalitni disertacni praci, ve které fesil aktualni téma tykajici se struktury a funkce
purinergnich receptorii. Doporucuji, aby mu v ptipadé kladného hodnoceni v oponentnim

fizeni byl udélen titul PhD.
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