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Spontdnnf vilpnikov6 propustnost iontovdho kan6lu P2X receptoru po zdmEnl
konzervovan6ho tlrozinu v I .transmembranovd domdnd

Souhrn
PiedloZen6 pr6ce se zabyv| studiem transmembr6novych domdn purinergnich

iontovych kandlt, kde piedchozi elektrofyziologick6 vysledky poukiizaly na rilohu
konzervovan6ho tyrozinu pro funkdni vlastnosti iontovdho kan6lu. PiedloZend data
dokumentuji vliv studovan6ho tyrozinu na spontiinni v6pnikovou propustnost ndkterych typti
P2X receptorri. DrileZitfm faktem je, 2e byl vylouden vliv ATP na vznik zminlnd, spont6nnf
propustnosti. Vzhledem k poloze zkoumand AK, existenci strukturnich dat homologri a
zndmym faktrim o kinetice P2X receptoni lze souhlasit s v prSci popsan6 piedstavE o
mechanismu destabilizace uzavien6ho staw iontov6ho kan6lu mutaci konzervovan6ho
tyrozinu.

PiedloZen6 pr6ce splriuje form6lnf poZadavky kladend na diplomovou pr6ci. BohuZel
je nutno konstatovat, Le ze zcela nepochopitelnych drivodri, je druh6 diist liter6rniho fvodu
zatinna pieklepy a jinymi tiskovymi chybami. Podobnou vytku pak musim takd vznest i
k d6sti hodnocenych dat a zptsobu jejich grafick6 prezentace v kapitole Vfsledky. NicmdnE
pr6cejako takov6 je zaloLena na dostatedn6m podtu mdienf, kterdjednoznadnl odpovidaji na
definovand experimentSlni otfuky. Kritickd vyhodnoceni vysledkri spolednd s piipojenlfm
homolognim modelem pak popisuje moZnou rilohu konzervovandho tyrozinu a zSrovei
ukazuje na dal5f moLny smEr vyzkumu.

Liter6rni rivod
Literilrni rivod md rozsah 25 stran vdetn6 7 pievzatych obr6zkfr opatienjch

odpovidajicfm popisem. Piehled je napsdn srozumitelnE a pokryv6 celou problematiku ATP
zprostiedkovand signalizace od popisu metabolismu ATP k podrobndmu piehledu jfm
aktivovan;fch receptorfi. VdtSf d6st textu je pak zamdiena odpovfdajic(m zptsobem na P2X
iontov6 kanilly jejich strukturu, farmakologii a kinetiku. ProtoZe se jedn6 o velmi Sirokou
t6matiku, odpovid6 tomu i rozsah citovanych praci kter;fch je vice jak 150. Av5ak, jak jsem
jiZ uvedl na zad6tku, druh6 polovina liter6rniho fvodu je zattLena iadou zbytelnych
tiskovych chyb, kter6 uviidim v piiloze posudku.

Metody
Na Sesti stran6ch jsou dobie popsiiny jednotlivd pouZitd metody, vdetnE principu pro

mdieni zmEn intracelul6rni hladiny vdpniku pomoci Fwa-2.

V:isledky
V;isledky jsou iazeny do sedmi celkt/pokusri, kterd nejprve ukazuji moZnost mdiit

piedpokkidand imdny v intracelul6rnf hladind v6pniku u P2X receptoni pomoci metody Ca2*-
imaging ve zvolendm bunEdn6m syst6mu. N6slednE jsou piedloLena data dokumentujfci vliv
tyrozinu v TM1 na spont6nni v6pnikovou propustnost jednotlivych typti P2X receptoru.
Posledni diist pak dokl6d6 nezilvislost pozorovanych zmdn na ATP, respektive jeho vazbE na
receptor.

Diskuze
Text vdetn6 dvou privodnich obr6zkri piehlednd hodnoti dosaZend vysledky a stavi je

do kontextu s jiL znhmymi fakty, kter6 byly ziskiny pievdlnE elektroffziologickym mEienfm.
Autor se pak pomoci homologniho modelov6ni snaiiukdzat na moZnou molekul6rnf podstatu



pozorovan6ho jevu a na zhvdr pieklid6 novy kineticklf model P2X-Y43A mutace, ktenj'
zohlediuje molny vznik oteviendho stavu receptoru bez vazby ligandu.

Piipominky a ot6zky k pr6ci
Textov6 chyby uv6dim v piiloze. D6le bych mdl ty'to piipominky k nEkter;fm

formulacim: str. 3 ,, maji v organismu Sirokou distribuci" zamlnit za napi. jsou v5eobecnE
rozSfteny, str. 20 pojmem ,,nedefinovatelnymi" je asi my5leno bez zjevnl sekund6rni
struklury di doposud neurdendoo, str. 29 zaEdtek kapitoly P2X5 opakovani jednd

vdty/informace 2x, str. 30 druh;i odstavec kapitoly P2X6 opakovani jednd vEty/informace
2x, str. 44 a 60 vyznam vEty o ,,selektivitd BzATP", ten je skutednd v rodinl P2X receptoru
specifickfm agonistou typu 7, av5ak v souvislosti s pokusem, kdy je aplikov6n ien na P2X7
receptory, nelze vyvozovat nic o jeho selektivitd vfrdi jinfm typrim P2X receptorri.

Kzilznamttm mdieni bundk a sloupcovjm grafitm m6m pak n6sledujici: aL na jedny
(prvn| z|znam majf v5echny ostatni Spatn6 vloZeny pifpadnd piikopirovany popisek pro
vertik6lni osu, u obr. 238 dokonce chybi pro horizontdlni/dasovou osu by bylo l6pe
dodrZovat jednotny systdm dEleni osy, diile obr. 11 md v legendE navic jeden popisek, obr.
144 - pod vodorovnou osou m6 by GTl. Obecnd ke grafitm, asi by bylo vhodndj5f v popisce
svisld osy neuvildEt procenta na dvE desetinn6 mfsta a d6le by bylo moZn6 zvtilt u nEkterych
grafir posunuti pruniku osy x s osou y napi. na hodnotu 40Yo,tak aby byly piipadn6 zmlny
graficky ditelndjSf.

K samotnym vysledkrim bych mEl n6sledujici dotazy:
1/ Nikde v kapitole Metody a ani Vysledky jsem nena3el, jak6 statistick6 metoda byla

pouLita,jak statisticky vyznamn6 jsou pozorovand zmdny? Bylo by vhodn6 doplnit.
2/ Pii pohledu na piedloZend z{nnamy jednotliv;fch mEienf se zdit, Ze vstupni hladina

intracelul6rniho viipniku neni vZdy stejn6. Napi. pro pokusy s P2X3 se zda blit mnohem
vy55i. Jednii se pouze o kolis6ni v r6mci metody di jednotliq.fch bunddnych kultur GT1
neurontt a nebo zde snad hraje ndjakou roli i typ transfekovandho receptoru?

3l lakym zprisobem probihalo vyhodnocov6ni vysledkri? Grafy neobsahuji 26dnd
chybovd risedky pro ionomycin, kterym, jak uv6dite, zji5fujete maximdlni hladinu v6pniku.
Jde jen o tiskovou chybu nebo to znamend to, Le v5echny bufiky dosrihly vZdy maxim6lnf
(pro V65 systdm di nastavenf pokusu) detekovatelnd hodnoty, proti demuZ vSak hovoii
chybov€ risedky vzdznamech mdieni. V;i5e uvedenemhvyznam napi. pro gra$ v obr. 11,
l8 a 22, kde u nEkter;fch aplikaci jdou hodnoty (chybovd risedky) pies maxim6lni hladinu
stanovenou ionomycinem.

4/ VaSe zLznamy zietelnE dokl6daji spont6nnf otevndni nEkterych P2X kan6hi.
Piesto, jak si vysvEtlujete variabilitu mezi jednotlivymi experimenty? Napi. obr. I I P2X-WT
po aplikaci 30uM ATP dosahuje t6mdi maxima, ale v obr. 14 je stejnd kombinaci receptor
ligand pitiazena jen hodnota okolo 75%.

5/ Prod jste u v piipadE pokusri s inhibitorem P2X receptoni zkr6til jednotlivd doby
aplikacf oproti v5em ostatnim pokusrim?

6/ Prov6dEl jste takd mdienf naP2X3 receptorech, kterd, jak s6m uv6dite, desenzitizuji
v i6du desitek milisekund, a tak mohou byt pro zvoleny typ Caz* imaging ,,neviditelnd". Jak6
indicie V6s piesto vedly k mEienf tohoto typu receptoru?

V diskuzi je naznadena moLnd interakce Tyr43 v TMI s llle331 v TM2. Co je

zn6mo o funkci Ile331? Hodl6te testovat tuto AK podobn6 jako Tyr43? Piemy5lel jste o
jinych moZnostech, jak testovat interakce T3r43 s AKs v TM2, napi. pomoci cys. mutaci?
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Piiloha - piehled chyb v textu

/ Ve zkratk6ch chYbi AMII PIP2
V5eobecn6 drZet styl Obr. 1 bez druh6 teEky za dislem anebo obr6cend

V3eobecnd nezapominatodsadit text v nadpisu za dislem a tedkou, dvojtedky v Metod6ch

str. 13 v kapitole 1.6 tieti apilt! i6dek odsazenf
str. l5 chemicky ndzev pro NMDA a nebo ned6vat ten pro AMPA, ktery je stejn6 Spatnd

naPs6n
obr.4 font Pro TM2
obr. 5 misto jsou uvedeno jdou
str. 20, piedposledni vdta tedka pied ,,a"
obr. 6 myslim, Le je zde poprvd uvedena zl<ratka AMK a tak doplnit jeji vysvEtlenf

str.23 4i. opravit na aminokyselinami
str.Z4piedposledni i6dek -P2X2Bjako str. 26, velikost disel, h6dek nad d

str. 25 if. pZXt mezera,5i. vfce, 7i. di,fjti,12i. fosforylaci sjednotit uZitiPIP2 a PI(4,5)P2

str.26slova - zl<racovdni,zptrsobuji zrychleni, mEieni vltrhnuti, mdieni zcel6,bthni,

prodluZuji
str.27 Eirkazaslovem ganglii, slova - transmembr6novych, oblasti A-vl6ken, neuront,

nervri
str. 28 chybi pomldka N-metyl..., slova - propouSti mensi, vyloudenf

str.29 Cl- iontY - font
str. 30 sPojit ne-vYtv6ii
str. 31 slova - vdst, kationtt
str.32NMDG zl<ratkauvedena jiZ na str.28, slova - mriZe, lyze, modelfi, kan6lti, stavti

str. 33 OA-OB-fonf pro A,B, 2x dvE tedky na konci vdty, 2x slovo bylo, slova - mtiZe'

kinetickf, navrLeny, recptor/y, receptorfi
str. 35 d6rkazaGnRH, cm2-font
str. 38 2x do, slovo - softwarem
str. 39,,ostatnich aby" nahradit ,,ostatnich, tak aby"
str.43 slovo jiZ
str. 44 slovo P6ru
str. 56 2i.naim!!eni- extra i
str. 60 tedka hned za pwnim slovem, zkratkaAMK uLfta jrt diive (obr. 6 )' kde uvdst

vYsvdtlenf
str. 64 tedka na konci prvniho odstavce


