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Posudek disertacni prace

»Studium aktivace a modulace svalovych nikotinickych acetylcholinovych
receptorupomocibodovych mutaci"

Autor: Mgr. Lucic Svobodova

Pfedlozcna disertacni prace sc zabyva studiem svalovych nikotinickych acetylcholinovych
receptoru (nAChR) pomoci patch-clampu, melody umoznujici mefcni elektrickych proudu
tekoucich pfcs biologicke membrany a vyuzivanc pro studium transportnich proteinu.
Studovany protein, nAChR, patfi mezi tfidu ligandcm oteviranych iontovych kanalu tcsicich
sc dlouholetemu zajmu vedcu i lekafu - fada leciv a jedii pusobi prave pfcs acetylcholinove
receptory.
Prace je sro/umitelne napsana, temef be/, pfeklepu, grafieka kvalita obrazku i grafu je
vyborna. Deleni je klasicke - po livodu shrnujicim soucasny stav poznani nAChR a
vysvetlujicim modcly popisu kinetiky aktivace receptoru ligandem nasleduji vysledky
(rozdelene do dvou vetsich celku) a jcjich diskuse.
Co bylo vlaslnim obsahem cxperimentalni praee: Dve varianty svaloveho nAChR
(embryonalni a dospela) a nektere jejich bodovc mutace byly studovany v transfekovanych
COS bunkach. Mefeni byla provadcna pomoei patch-elampu v konfiguraei snimani z eele
bufiky. Behem experimentu byly aplikovany latky ((+)-tubokurarin, physostigmin,
galanthamin), jejiehz ucinek na nAChR byl studovan pomoci aplikacniho systcmu
vyvinuteho pfimo v laboralofi bunecne neurofyziologie FgU. Byly sledovany dva deje
(aktivace acetylcholinem a nasledujiei desenzitizacc) a jejieh ovlivneni jak typem
exprimovancho receptoru, tak pfidanymi modulatory. Inhibicni kfivky byly analyxovany
dvema mctodami, Cheng-Prusoffovou analyzou a Schildovou regrcsi, jcjichz vysledky byly
srovnany a diskutovany.
Mezi ziskane nove vysledky patfi srovnani kooperativity dospeleho a embryonalniho nAChR,
pozorovani smisene inhibice t+)-tubokurarincm, vliv neutralizace dvou zaporne nabilych
aminokyselinovych rczidui (D 8 , E ) na receptor a eharaktcrizace mechanismu inhibice
physostigminem a galanthaminem.

Behem ohhajohy hych chtela polo/it nekolik ota/ck:
• Proc se v roztoku inimikujiciin Jntracelularni prostfedi pouziva cesium lluorid (chlorid)?
• Na mnoha mistech (napf. obr. 21) ukazujete aktivacni kfivky receptoru. Pfedpokladam, ze
zobrazene kfivky pfedstavuji fit mefeni. Pro kolik hodnot koncentrace ACh bylo mcfeni provadeno?
Jedna se o prumery z nekolika bunek, nebo o mefeni na vybrane buhce?
• S tim souvisi i dalsi ota/ka - jak jsou absolutni hodnoty proudove odpovedi na ACh
reprodukovatelne pro ruzne bunky? Je exprese receptoru po trans! eke i vzdy srovnatclna, nebo se
bunku od bunky lisi?

1 o aktualnosti tohoto tematu svfedCi 422 Clanku zminujicich nikotinicky acetylcholinovy receptor puhlikovanyth
od roku 2008 vcetnfi - PubMed, www.ncbi.nlin.nih.gov. 12.5.2009



ustav I K
Matcmatitko-fy/ikiilni fakulta

KeKar lovuS, 121 16Praha2
Telcfon:+420 22191 1344

fax: +420 22492 2797

• Ovlivnoval nejak (+)-tubokurarin prubeh desenzltlzace reccptoru?

Uvedene otazky povazuji jen jako doplhujici a rozvijejici diskuzi pfi obhajobe. Nezpochybiiuji nijak
ziskane vystedky a zavery prace.

Vysledky ziskane behem doktorskcho studia byly publikovany ve 4 puvodnfch pracich v
mezinarodnich recenzovanych casopisech, do soucasnosti byly l l x citovany. To bezpochyby
staci k uspesnemu dokonceni doklorskeho studia.
Na zaver Ize konstatovat, zc predlozena disertacni prace prokazuje pfedpoklady autorky k
samostatne tvofive vedecke praci a doporucuji proto Mgr. L. Svobodove udelit titul ,.Ph.D."
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