Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Ivety Bartonové

»VIiv_ morfinu na expresi a distribuci alfa a beta podjednotek trimernich G-proteinu
v myokardu potkana®.

Cilem diplomové prace bylo analyzovat hladiny sledovanych heterotrimernich G-proteint
v srde¢nim svalu pii  dlouhodobém podavani morfinu a ovéfit také potencionalni
kardioprotektivni 0¢inky chronického puisobeni morfinu pii navozené ischemii myokardu
laboratorniho potkana.

Piedlozena diplomova prace je standardné ¢lenéna do jednotlivych tematickych kapitol
a podkapitol, v¢etné Givodu a zavéru. Rozsah prace je 65 stran vetné seznamu pouZité literatury,
z ¢ehoz teoreticky ivod ma 18 stran, pouZita metodika je popsana na 12 stranach, vysledkim
a diskuzi je vénovano 15 stran.

Literarni piehled je zpracovdn pomérné piehledné a shrnuje informace o opioidnich
receptorech a heterotrimernich G-proteinech vcetné jejich klasifikace, signalnich drah a
vysvétleni pojmu a procesu desenzitizace. Dalsi ¢ast pojednava o morfinu a opioidnich latkéch
obecné. Zavér teoretického tivodu je vénovan popisu ischemie myokardu, jejim projeviim a
diisledkim a moznym kardioprotektivnim t¢inktim opioidu.

Cile prace jsou formulovany ptehledné, avSak pomérné velmi strucné.

V praktické ¢asti prace je uveden zpusob, jakym byla provadéna aplikace morfinu riznym
skupindm laboratornich zvirat podle velikosti davky a délky podavéani, dale je popsana metoda
pro studium citlivosti myokardu ke vzniku infarktu — model srdce in situ a postup stanoveni
velikosti infarktu u sledovanych skupin zvitat. V dalsi ¢asti je popsana izolace plasmatickych
membran ze vzorkd srde¢ni tkané na percollovém gradientu, separace membranové frakce
a cytosolu a metoda identifikace jednotlivych t¥id G-proteint technikou imunoblot a jejich
kvantifikace v pfipravenych vzorcich.

Vysledky provedenych experimentd jsou prezentovany ve form¢ imunobloti detekovanych
G-proteinu ve vzorcich srdce sledovanych skupin zvifat. Kvantitativni vyhodnoceni blotd je
zpracovano Vv nekolika grafech, které ukazuji vliv ptisobeni morfinu na distribuci podjednotek G-
proteinit u jednotlivych skupin experimentalnich zvifat. V dalSi ¢asti jsou ukdzany vysledky
analyzy vlivu dlouhodobého podavani morfinu na rozsah poSkozeni pii navozené ischemii
myokardu.

V diskuzi se autorka vénuje piehlednému shrnuti dosazenych vysledki prace, jejich
srovnanim s dostupnymi literdrnimi 0daji a moznému vysvétleni pfipadnych odlisnosti.

Vysledky prace ukazuji, Ze dlouhodobé podavani morfinu neovlivnilo expresi sledovanych
podjednotek G-proteint v plasmatickych membranach izolovanych z myokardu potkana

s vyjimkou mirného snizeni hladiny Gga proteinu. Yznamnym se jevi potvrzeni moznosti
kardioprotektivniho u¢inku morfinu v zavislosti na davce a délce podavani. Je tieba také ocenit
casovou narocnost diplomové prace z hlediska provedeni vSech experimentt.

Ptipominky:

Formalni troven prace je relativné dobrd a odpovida pozadavkiim na diplomovou préci,
pieklepy a gramatické chyby se prakticky nevyskytuji, nékteré formulace a slovni spojeni jsou
v8ak pon€kud neobratné ¢i nejasné. Déle lze vytknout anglicky popis v nékterych pouzitych
obrazcich, které autorka pievzala ze zahranicnich zdroji — v ¢esky psané praci by podle mého
nazoru tyto popisky mély byt uvedeny Cesky. Rovnéz pii odkazu na literaturu by mél byt
pouZzivan v ¢esting tvar ,, Novak a kol.“, pfipadné ,,...a spol.“, nikoli ,, Novak et al.*.

V teoretickém uvodu se vyskytuje nékolik nepiesnosti, napf.:



str. 13 - u kappa opioidnich receptorl jsou znamy 3 podtypy nikoli pouze 2 a neni uvedeno,
Vv které ¢asti CNS se tyto receptory Vyskytuji.

str. 13 - nespravné oznaceni jednoho z agonistii kappa opioidnich receptorti, spravné je U69593.

str. 15 - formulace ,,Doba aktivity G-proteinti vyvolana vytvoienim jednoho komplexu ligandu
S receptorem je piiblizné 10 sekund“ — chybi zde odkaz na citovany zdroj a neni tGpln¢ jasné, co
pfesné chtéla autorka fici, protoze vétSina udaju o kinetice G-proteinové aktivace uvadi data
v tadech desitek az stovek milisekund.

V metodické ¢asti pii popisu izolace membran lze doporucit uvadét udaje o rychlosti
centrifugace v nasobcich tihového zrychleni ,,g* a nikoli v otackach, nebot’ neni uveden pramér
pouZivaného rotoru. V popisu metody pro stanoveni obsahu bilkovin chybi vysvétleni zkratky
»,BCA" — bicinchoninova kyselina (tato neni uvedena ani v seznamu zkratek obecn¢) a metoda
neni popsana dostate¢né uplng, napf. u pouzitych roztoki A, B a C je uvedena pouze navazka
v mg, ale nikoli objem pfipravovanych roztokd. Z didaktického hlediska by také bylo vhodné
vysvétlit princip metody. V metodice chybi podrobnéjsi popis méfeni frekvence komorovych
arytmii v prubéhu ischemie.

Pii popisu aplikace morfinu autorka neuvadi, kolik zvifat bylo pouzito v jednotlivych
experimentélnich skupindch. Tento tUdaj se nenachazi ani v ¢&asti popisujici vysledky
experimentl. Také udaje o tom, jakym zpisobem bylo provedeno statistické zpracovani
vysledku, jsou pouze obecné nebo nelplné, napt. pii kvantifikaci podjednotek G-proteind je
uvedeno: ,,Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych pokusi®, ale jiz neni specifikovano, které
pokusy ma autorka na mysli — zda se napf. jednalo o 3x opakovanou izolaci membran nebo o 3x
provedeny imunoblot z jedenkrat piipravenych membran. U experimentd sledujicich vliv
morfinu na odolnost myokardu vii¢i ischemii neni uvedena velikost testovanych souborti hodnot
vubec — napft. pocet srdci, pocet fezu.

Pfes uvedené piipominky lze fici, Ze Bc. Iveta Bartoiiové splnila zadané cile diplomové
prace. Tuto diplomovou praci doporucuji k obhajobé a navrhuji klasifikaci velmi dobfe.

V Praze 2. 9. 2011 RNDr. Lenka Roubalova, Ph.D.

Dotazy k obhajobg¢:
1) Vite, podle ¢eho byly odvozeny nazvy mi, delta a kappa 3 typt opioidnich receptori?

2) Z jakého divodu byly zvoleny pravé davky Img a 10mg/kg/den pii aplikaci morfinu
laboratornim potkanim?

3) Které z uvedenych experimentd, metod a postupu jste provadéla Vy osobné — vzhledem k
Casové narocnosti prace?

4) Jak si vysvétlujete odlisnost ve vlivu chronické stimulace morfinem na velikost infarktu, kdy
bylo zaznamendno signifikantni sniZzeni poskozeni pfi podavani morfinu v délce 28 dnt, na
rozdil od vyskytu ischemickych arytmii, kdy doSlo vyznamnému snizeni pti aplikaci morfinu po
10 dnd, avSak pfi aplikaci po 28 dnil toto snizeni vyskytu arytmii vymizelo?



