Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Mariana Ruperta

Sponténni vapnikova propustnost iontového kandlu P2X receptoru po zaméné
konzervovaného tyrozinu v 1.transmembranové doméné

Souhrn

PiedloZenad prace se zabyva studiem transmembranovych domén purinergnich
iontovych kandld, kde predchozi elektrofyziologické vysledky poukézaly na tlohu
konzervovaného tyrozinu pro funkéni vlastnosti iontového kandlu. PredloZena data
dokumentuji vliv studovaného tyrozinu na spontanni vdpnikovou propustnost nékterych typd
P2X receptorii. Dillezitym faktem je, Ze byl vyloucen vliv ATP na vznik zminéné spontanni
propustnosti. Vzhledem k poloze zkoumané AK, existenci strukturnich dat homologl a
znamym faktim o kinetice P2X receptorti lze souhlasit s v praci popsané piedstavé o
mechanismu destabilizace uzavieného stavu iontového kandlu mutaci konzervovaného
tyrozinu.

PtedloZena prace splituje formalni pozadavky kladené na diplomovou praci. BohuZel
je nutno konstatovat, Ze ze zcela nepochopitelnych divodd, je druhé €ast literarniho avodu
zatizena preklepy a jinymi tiskovymi chybami. Podobnou vytku pak musim také vznést i
k &asti hodnocenych dat a zpiisobu jejich grafické prezentace v kapitole Vysledky. Nicméné
prace jako takova je zaloZena na dostateném podétu méfeni, kterd jednoznaéné odpovidaji na
definované experimentalni otdzky. Kritické vyhodnoceni vysledkli spolecn€ s ptipojenym
homolognim modelem pak popisuje moznou ulohu konzervovaného tyrozinu a zirovefi
ukazuje na dal$i mozny smér vyzkumu.

Literarni uvod

Literarni Gvod ma rozsah 25 stran vdetn€¢ 7 prevzatych obrazki opatienych
odpovidajicim popisem. Pfehled je napsan srozumitelné a pokryva celou problematiku ATP
zprosttedkované signalizace od popisu metabolismu ATP k podrobnému piehledu jim
aktivovanych receptord. V&tsi &ast textu je pak zaméfena odpovidajicim zpilisobem na P2X
iontové kanaly; jejich strukturu, farmakologii a kinetiku. ProtoZe se jedna o velmi Sirokou
tématiku, odpovida tomu i rozsah citovanych praci, kterych je vice jak 150. AvSak, jak jsem
jiz uvedl na za&atku, druhd polovina literdarntho uvodu je zatizena fadou zbyte¢nych
tiskovych chyb, které uvadim v ptiloze posudku.

Metody
Na Sesti strandch jsou dobfe popsany jednotlivé pouzité metody, v€etné principu pro
méfeni zmén intracelularni hladiny vapniku pomoci Fura-2.

Vysledky
Vysledky jsou fazeny do sedmi celkii/pokusi, které nejprve ukazuji moZnost méfit

pfedpokladané zmény v intracelularni hlading vapniku u P2X receptorti pomoci metody 5
imaging ve zvoleném bun&&ném systému. Nasledné jsou pfedlozena data dokumentujici vliv
tyrozinu v TM1 na spontanni vapnikovou propustnost jednotlivych typli P2X receptort.
Posledni &ast pak doklada nezavislost pozorovanych zmén na ATP, respektive jeho vazbé na
receptor.

Diskuze

Text v&etné dvou pivodnich obrazkd prehledné hodnoti dosazené vysledky a stavi je
do kontextu s jiz znamymi fakty, které byly ziskany pfevazné elektrofyziologickym méfenim.
Autor se pak pomoci homologniho modelovani snaZi ukézat na moZnou molekularni podstatu



pozorovaného jevu a na zavér preklada novy kineticky model P2X_Y43A mutace, ktery
zohledfiuje mozny vznik otevieného stavu receptoru bez vazby ligandu.

Piipominky a otdzky k préci

Textové chyby uvadim v piiloze. Déale bych mél tyto pfipominky k n€kterym
formulacim: str. 3 ,, maji v organismu Sirokou distribuci zaménit za napf. jsou vSeobecné
roziffeny, str. 20 pojmem ,nedefinovatelnymi“ je asi mysleno bez zjevné sekundarni
struktury & doposud neurdené®, str. 29 zaCatek kapitoly P2X5 opakovani jedné
véty/informace 2x, str. 30 druhy odstavec kapitoly P2X6 opakovani jedné véty/informace
2x, str. 44 a 60 vyznam véty o ,.selektivité BZATP*, ten je skute¢né v rodiné P2X receptord
specifickym agonistou typu 7, avak v souvislosti s pokusem, kdy je aplikovan jen na P2X7
receptory, nelze vyvozovat nic o jeho selektivité vii¢i jinym typtim P2X receptord.

K zaznamtim méfeni bunék a sloupcovym grafim mam pak nésledujici: az na jediny
(prvni) zdznam maji vSechny ostatni Spatné vloZeny piipadné prikopfrovany popisek pro
vertikalni osu, u obr. 23B dokonce chybi, pro horizontédlni/Gasovou osu by bylo lépe
dodrzovat jednotny systém déleni osy, dale obr. 11 mé v legendé navic jeden popisek, obr.
14A - pod vodorovnou osou mé byt GT1. Obecné ke grafiim, asi by bylo vhodné&jsi v popisce
svislé osy neuvadét procenta na dvé desetinnd mista a dale by bylo mozné zvéZit u nékterych
grafii posunuti priniku osy x s osou y napf. na hodnotu 40%, tak aby byly pfipadné zmény
graficky CiteIn&jsi.

K samotnym vysledkim bych mél nasledujici dotazy:

1/ Nikde v kapitole Metody a ani Vysledky jsem nenasel, jaka statistickd metoda byla
pouzita, jak statisticky vyznamné jsou pozorované zmény? Bylo by vhodné doplnit.

2/ P¥i pohledu na piedloZené zdznamy jednotlivych méfeni se zdd, Ze vstupni hladina
intracelularniho vépniku neni vzdy stejnd. Napf. pro pokusy s P2X3 se zda byt mnohem
vy$3i. Jedna se pouze o kolisani v ramci metody &i jednotlivych buné¢nych kultur GT1
neurond a nebo zde snad hraje n&jakou roli i typ transfekovaného receptoru?

3/ Jakym zpiisobem probihalo vyhodnocovani vysledkti? Grafy neobsahuji zadné
chybové tise¢ky pro ionomycin, kterym, jak uvadite, zjistujete maximdlni hladinu vapniku.
Jde jen o tiskovou chybu nebo to znamena to, Ze vSechny buiiky doséhly vZdy maximalni
(pro V&3 systém &i nastaveni pokusu) detekovatelné hodnoty, proti ¢emuZ vSak hovofi
chybové usecky v zdznamech méfeni. VySe uvedené md vyznam napt. pro grafy v obr. 11,
18 a 22, kde u nékterych aplikaci jdou hodnoty (chybové tsecky) pfes maximdlni hladinu
stanovenou ionomycinem.

4/ Vase zéznamy zreteln& dokladaji spontanni otevirani né&kterych P2X kanald.
Presto, jak si vysvétlujete variabilitu mezi jednotlivymi experimenty? Nap¥. obr. 11 P2X-WT
po aplikaci 30uM ATP dosahuje tém& maxima, ale v obr. 14 je stejné kombinaci receptor
ligand pfifazena jen hodnota okolo 75%.

5/ Pro¢ jste u v piipadé pokust s inhibitorem P2X receptort zkrétil jednotlivé doby
aplikaci oproti vS§em ostatnim pokusim?

6/ Provadél jste také méfeni na P2X3 receptorech, které, jak sém uvédite, desenzitizuji
v fadu desitek milisekund, a tak mohou byt pro zvoleny typ Ca”" imaging ,,neviditelné*. Jaké
indicie Vas ptesto vedly k mé&feni tohoto typu receptoru?

V diskuzi je naznadena mozna interakce Tyr43 v TM1 s Ille331 v TM2. Co je
znamo o funkci Ile331? Hodlate testovat tuto AK podobné jako Tyr43? Pfemyslel jste o

jinych moZnostech, jak testovat interakce Tyr43 s AKs v TM2, napt. pomoci cys. mutaci?
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Priloha — prehled chyb v textu

Ve zkratkich chybi AMK, PIP2

Vieobecné drzet styl Obr. 1 bez druhé tecky za Eislem anebo obracené

Vieobecng nezapominat odsadit text v nadpisu za &islem a teckou, dvojtecky v Metodach
str. 13 v kapitole 1.6 t¥eti a paty fadek odsazeni

str. 15 chemicky nazev pro NMDA a nebo neddvat ten pro AMPA, ktery je stejn€ Spatn¢
napsan

obr. 4 font pro TM2

obr. 5 misto jsou uvedeno jdou

str. 20, predposledni véta tecka pred ,,a“

obr. 6 myslim, Ze je zde poprvé uvedena zkratka AMK a tak doplnit jeji vysvétleni

str. 23 4¥. opravit na aminokyselinami

str. 24 predposledni fadek — P2X2B jako str. 26, velikost Cisel, haéek nad ¢

str. 25 1F. P2X1 mezera, 5¢. vice, 7F. &asti, 12F. fosforylaci, sjednotit uziti PIP2 a PI(4,5)P2
str. 26 slova - zkracovani, zptisobuji zrychleni, méfeni, vytrhnuti, méfeni z celé, bréni,
prodluZuji

str. 27 ¢arka za slovem ganglii, slova - transmembranovych, oblasti, A-vladken, neuront,
nervi

str. 28 chybi pomI&ka N-metyl..., slova - propousti mensi, vylouceni

str. 29 CI ionty - font

str. 30 spojit ne_vytvari

str. 31 slova — vést, kationtd

str. 32 NMDG zkratka uvedena jiZ na str.28, slova - miiZe, lyze, modeld, kanald, stavl
str. 33 OA-OB-fonf pro A,B, 2x dvé tecky na konci véty, 2x slovo bylo, slova — miiZe,
kineticky, navrzeny, recptor/y, receptoril

str. 35 ¢arka za GnRH, cm2-font

str. 38 2x do, slovo - softwarem

str. 39 ,,ostatnich aby* nahradit ,,ostatnich, tak aby*

str.43 slovo jiz

str. 44 slovo poru

str. 56 2F. na i zvySeni - extra i

str. 60 tetka hned za prvnim slovem, zkratka AMK uZita jiz dfive (obr. 6), kde uvést
vysvétleni

str. 64 te¢ka na konci prvniho odstavce



