Spontanni vapnikova propustnost iontového kanalu P2X receptoru po
zaméné konzervovaného tyrozinu v 1. transmembranové doméné

Posudek skolitele na diplomovou praci Mariana Ruperta

Marian Rupert k obhajobé predklada svoji diplomovou praci nazvanou ,,Spontanni vapnikova
propustnost iontového kanalu P2X receptoru po zaméné konzervovaného tyrozinu v 1.
transmembranové doméné*, kterou vypracoval na Fyziologickém tstavé AVCR, v Laboratofi
bunécné a molekuldrni neuroendokrinologie pod mym vedenim.

Diplomova prace Mariana Ruperta se zabyva studiem vztahu mezi strukturou a funkci
rekombinantnich P2X receptort, které se vyskytuji pfedev§im v nociceptorech, nervovych
bunkach, hladkych svalech a v bunikach imunitniho systému. P2X receptory jsou ATP-
aktivované iontové kanaly propustné pro Na’, K'a Ca' ionty. Pfi opakované nebo
dlouhodobé¢ stimulaci vy$$imi koncentracemi agonisty nékteré P2X receptory desensitizuji a
uzaviraji por iontového kandlu, a jiné se naopak stavaji propustné pro vétsi organické
molekuly, coz je provazeno sensitizaci receptoru. Neni dosud piesné znamo, jakym
mechanismem dlouhodoba ptitomnost ATP vede k zavirani nebo naopak dilataci iontového
kanalu, a jak transmembranové domény ovliviiuji tyto dva stavy. Cilem prace bylo zjistit, zda
u mutantnich P2X receptort, které vznikly zdménou jediného konzervovaného rezidua v prvni
transmembranové doméné, a které maji vyrazné zvySenou citlivost k agonistim a sniZenou
rychlost desensitizace, nedochdzi ke spontannimu otevirani poru iontového kanalu.
Studentovi se podafilo prokazat, Ze u dvou ze Ctyt studovanych typt P2X receptorit zaména
konzervovaného tyrozinu v prvni transmembranové doméné vede ke spontannimu vstupu
Ca"™ do buiiky v nepiitomnosti agonisty, coz lze interpretovat jako spontinni otevirani
iontového kanalu. Jeho prace naznacujee dilezitou tlohu této aminokyseliny v procesu
dilatace a vlivu na stabilizaci uzavieného stavu iontoveho kanalu, pfedev§im u P2X2 a P2X4
receptoru. Student ke studiu potkanich P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 receptorovych kanalt
pouzil metody molekularni biologie a vapnikového imagingu. Divokyt typ a mutace P2X
receptort studoval v transfekovanych imortalizovanych GnRH neuronech, které nemayji
exprimované endogenni purinergni P2 receptory. Pracoval samostatné, b&hem svého studia
provedl a dokon¢il fadu méfeni, které vyhodnotil a praci sdm sepsal. Pfi findlnim zpracovani
prace spéchal a v praci se vyskytly nékteré drobné formalni chyby, které vSak kvalitu prace
nikterak neovlivnily.

Povazuji Mariana Ruperta za nadaného, pracovitého a pfedev§im motivovaného studenta,
ktery ma skuteCny zijem o experimentalni praci. Béhem studia se naucil kromé
mikrofluorimetrické metody také techniku patch clamp. Je seCtély v oblasti odborné literatury,
rychle se uc¢i nové metody, a je také trpelivy a pii praci mimotaddné zru¢ny. Domnivam se, ze
splnil vSechny pozadavky, aby mohl svoji diplomovou praci obhajit. Praci navrhuji
klasifikovat znamkou ,,velmi dobre*.
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