Posudek oponenta na kandidatskou praci Ing. Ireny Jelinkové: Studie o u€inku ivermektinu na

purinergni P2X, receptor.

Pfedkladana prace ma standardni ¢lenéni na Literarni prehled, Cile prace, Material a metody,
Vysledky, Diskusi, Zavér a Literaturu a ma 86 stran. Literarni prehled se velmi podrobné
zabyva rodinou P2X kanall napfed obecné a pak specialné podtypem P2X,. Jednotlive
podtypy receptorli jsou porovnany jak z hlediska struktury, tak z hlediska odli$nosti ve
farmakologii, funkci a vztahu struktura-funkce. Dale jsou v Uvodu rozebrany viastnosti
ivermektinu a jeho Uc€inky na rlizné receptory se zamérenim P2X, receptory. Metody jsou
standardni a specifikuji jak pouzité molekularné biologicke, tak elektrofyziologicke a
mikroskopicke techniky, které jsou vS§echny na velmi vysoké urovni. Cile prace jsou stanoveny
jasné a konkrétné.

Cilem prace bylo identifikovat aminokyseliny, které se podileji na ucinku ivermektinu na P2X4
receptor pomoci cilené mutageneze a postupné zamény aminokyselin. Napfed byl podrobné
proméren a analyzovan ucinek ivermektinu na aktivaci a deaktivaci pfirozeného P2X,
receptoru. Jako voditko pro vyhledavani oblasti, dalezitych pro modulace ivermektinem bylo
pouzito porovnani s receptorem P2X;aa P2X3g, které jsou nejsou ivermektinem ovlivnény.
Byly prostudovany vlastnosti chimerickych receptor(, kombinujicich ¢asti receptorti P2X; a
P2X4 aby byly identifikovany ¢asti fetézce dulezité pro citlivost k ivermektinu. Cilenou
mutagenezi byly pak postupné nahrazeny v§echny aminokyseliny obou transmembranovych
domén a vybrané aminokyseliny extracelularni domény. U kazdé varianty receptoru byla
sledovana jeho aktivace ucinkem ATP, deaktivace a modulace uc¢inkem ivermektinu a
vysledky byly porovnavany s ptvodnim receptorem. Byla identifikovana fada aminokyselin,
které jsou nutné bud k aktivaci receptoru vlivem ATP nebo k modulaci ivermektinem.
Zajimavym vysledkem je porovnani lokalizace aminokyselin, dalezitych pro aktivaci kanalu
vlivem ATP a pro modulaci kanalu vlivem ivermektinu, na kruhové helikalni projekci
transmembranovych oblasti. Shlukovani podobné citlivych aminokyselin na opaénych stranach
struktury podporuje predstavu o helikalnim usporadani fetézce a sou¢asné naznacuje i jeho
orientaci v celém receptoru. Dale to naznacuje, Zze vazebné misto pro ivermektin je
lokalizovano bud pfimo v membrané, nebo v jeji bezprostiedni blizkosti.

Prace je celkové peclivé napsana, dosazené vysledky jsou velmi hodnotné a diskuse vysledk
je velmi podrobna. Prace je zaloZzena na velkém mnozZstvi experimentalnich dat ziskanych na
rozsahlém souboru chimérickych a mutovanych receptorl a jeji dil¢i vysledky jiz byly
publikovany v mezinarodnich ¢asopisech. To samo ukazuje na kvalitu prace a aktualnost

studované problematiky.



Pripominky:

V praci se pouziva oznaceni ,receptory citlivé ( necitlivé ) k mutagenezi toto oznaceni
povazuji za ponékud nestastné protoze oznacuje jen vliv na aktivaci receptoru ATP a ne
vliv na modulaci vlivem ivermektinu.

Na str. 40 jsou drobné nepresnosti ve vzorcich - k vypoctim byly pouzity spravné vzorce,

ale v textu chybi na F. 16 zavorka a na i.21-22 chybi v exponentech zaporné znaménko.

1) Pfi porovnavani aktivace receptord riznymi latkami jsou rozliSovani Gplni (ATP) a
CastecCni agonisté (napf. apmethylenadenosin ATP). Jak je déleni agonistli spolehlivé,
kdyZ i odpovéd uplnych agonisti maze byt do rizné miry potencovana vlivem
ivermektinu?

2) Ve vysledcich se nékolikrat zmifiuje ovlivnéni vazby ivermektinu vlivem mutaci. Mysli
se tim skute¢né ovlivnéni kvantitativné zjisténé vazby ivermektinu, nebo ovlivnéni

modulaénich ucinkd ivermektinu?



Drobné pfipominky a otazky na pfilozeném listé nijak nesnizuji vysokou uroven prace. Autorka
prokazala schopnost samostatné védecke prace a splnila pozadavky kladené na disertacni
praci a proto si dovoluji doporucit praci k dalSimu Fizeni.
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