Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Jitky Skrabalové:
Vliv chronického piisobeni morfinu na funkci signalnich systému tfizenych trimernimi G-
proteiny v srdci potkana

Diplomova prace Be. Jitky Skrabalové si klade za cil zjistit pfipadné zmény
v hladinach a aktivitach signalnich proteinti souvisejici s ptisobenim morfinu v membranach
myokardu. Prace je klasicky ¢lenéna do kapitol Uvod, Literarni prehled, Cile, Material a
metody, Vysledky, Diskuze a Zavér.

V uvodni ¢asti jsou shrnuty dosavadni poznatky v problematice opioidni signalizace
s diirazem na piisobeni morfinu. Pfehledné je zpracovana signalizace pfes GPCR, trimerni G
proteiny a jejich efektorové molekuly. Z hlediska SirSiho vyznamu sledované problematiky je
popsano i kardioprotektivni plisobeni opioidi, piedev§im morfinu, véetné predpokladanych
molekularnich mechanism.

Kapitola Metody je vcelku peclivé zpracovana, stejné jako Vysledky, kde fazeni a
logika provadénych pokust jasné sleduje cestu ke splnéni stanovenych cild. V Diskuzi jsou
pak dosazené vysledky, piipadné dil¢i neuspéchy diskutovany s literaturou a vysledky jinych
badatelskych skupin.

Na praci lze pfedevSim ocenit samotny vybér tématu, které je veskrze velice aktualni
jak z hlediska vyzkumu aplikovaného (ptisobeni opioidu, signalizace v srde¢ni tkani), tak i
zakladniho — prace se dotyka podstaty vyznamnych regula¢nich procest v signalnich cestach
trimernich G proteinil. Stanovené cile jsou hledanim odpovédi na jasné formulované otazky:
- jak dlouhodobé¢ podavani morfinu ovlivituje expresi a aktivitu hlavniho efektoru opioidnich
receptort — adenylylcyklazy - a jak se méni exprese OR a s opioidni signalizaci souvisejicich
[-adrenergnich receptorii.

Autorka ocividné uspésné zvladla zminované metody, at’ uz se jedna o separaci
membranovych frakei, stanoveni proteini, SDS-PAGE, western blot, stanoveni aktivity AC ¢i
vazebné studie receptoru, véetné nasledného zpracovani ziskanych udaji. Z celého textu
vyplyva, ze dobfe rozumi danému tématu a snadno dokaze porovnavat vlastni vysledky
s liter&rnimi Udaji a interpretovat je v rdmci SirSiho kontextu dané problematiky. Navic
ziskané vysledky jsou jednoznacéné piinosné a piedevs§im pozorované zvyseni aktivity a
mnozstvi AC ¢i navySeni mnozstvi B-AR po dlouhodobém podavani morfinu interpretované
jako upregulace stimula¢nich a downregulace inhibi¢nich drah si budou zadat dalsiho
doplnéni a vynalozeni experimentalniho tsili, které vSak vyrazné presahuje ramec jedné
diplomové préce.

Ptes velice ptfiznivy dojem z celé prace mam nékolik pfipominek a dopliujicich
otazek:

Ptipominky:

- Obr. 1 — v popisu uvedeno, Ze se morfin sklada z benzenového jadra, ale — jedna se o
fenanthrenovou kostru doplnénou o dalsi dva cykly

- Popis obr. 2 — chybi upfesnéni citace (chybi rok vydani citované prace)

- V celém textu je pomérné malo citaci, mnozstvi je sice dostacujici, ale uvedeni vice zdrojii
by celkovému dojmu pomohlo — napi. odstavec na str. 14 o roz¢lenéni GPCR do jednotlivych
podskupin je zcela bez citace

- Citace téméf zcela chybi u uvedenych metod. Piisobi to, jako byste si veskeré metody sami
vyvinuli.



- Co znamena formulace (str.15), Ze : ,, .. tyto proteiny (RGS) maji na své RGS doméné protein
aktivujici GTPazu, ten po interakci s aktivovanym Go hydrolyzuje GTP na GDP..“? Jaky je vztah
mezi RGS proteinem a RGS doménou, jak vypadaji?

- U popisu Laemmliho vzorkového pufru chybi hodnota pH

- Nékdy ve vysledcich chybi konkrétni hodnoty zmén sledovanych parametrii (napt. snizeni
mnozstvi k-OR, uveden je pouze graf a ilustra¢ni imunoblot).

Otazky:

Pti popisu desensitizace zminujete vazbu arrestinii na GPCR. Maji arrestiny i pfimou ulohu
v signalizaci pfes GPCR smérem k aktivaci jinych signélnich drah?

V literarnim piehledu uvadite, Ze v myokardu se nachazi jen AC IV-VII, ale jini autofi (napf.
Ostrom 2003) zminyji 1 AC I a III. Proc€ jste se zabyvali pouze dominantnimi isoformami AC V a
VI?

Uvadite, zZe frakci hrubych membran jste mimo jiné izolovali hodinovou centrifugaci pii 300 000
g. To jsou hodnoty, pfi kterych si sedaji i multiproteinové nemembranové komlexy, jako
polyribosomy i samotné ribosomy. Nestacily by na isolaci membranové frakce mnohem mirn¢;si
podminky s tim, Ze membrany vami ziskané by byly ¢ist$i?

PiSete, Ze jste pii imunoblotu nepouzivali u protilatek proti 6 a k-OR na blokovani mléko, a tato
uprava vam umoznila detekci receptorti. Neméli jste potom problém se zCernanim ¢i
»Zaspinénim* blota?

Pro¢ jste vazebné pokusy pro zjisténi mnozstvi receptori ve tkani pouzivali jen pro 3-adrenergni
receptory, a ne pro OR?

V Diskuzi tvrdite, Ze jste nepozorovali internalizaci receptoru. Z vysledku ale nikterak nevyplyva,
Ze byste internalizaci pozorovat mohli — nikde od sebe neoddélujte frakce plazmatickych a
intracelularnich membran, krom¢ mitochondrii. Mate diikaz, Ze vami na Percollu izolovana frakce
plazmatickych membran neobsahuje i membrany endozomalni (pfipadné jiné — ER, GA,
lysozomy,..)?

Pres uvedené piipominky piedlozenou praci povazuji za velice kvalitni a jednoznacné ji
doporucuji k obhajobé s navrzenym hodnocenim vyborng.

V Praze dne 13.9.2011 RNDr. Vladimir Rudajev, PhD



