Oponentsky posudek na doktorandskou disertaéni praci ,,Sledovani vliva stresu a ddinku
psychotropik na hladiny podjednotek trimernich G proteind a bun&éné funkee in vitro a
in vivo v kontextu depresivnich onemocné&ni®.
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Diserta¢ni prace MUDr Marka Péva se sklada ze dvou &asti. V prvni sleduje viiv
imobilizacniho stresu a in vivo selektivni inhibice dopaminergnich D2 receptord sulpiridem a
neselektivni inhibice a-adrenergnich receptorti fentolaminem na koncentrace vybranych a-
podjednotek (Gai, Gas, Gaq) a podjednotky B heterotrimerickych G-proteinti v buné&énych
membranach z mozku mys$i a mononuklearnich bungk izolovanych ze sleziny. V pokusech in
vitro sleduje funkéni vlastnosti mononukledrnich bungk, izolovanych ze sleziny (cytotoxickou
aktivitu buné&k “natural killer” a uvoltiovani cytokint interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-
4), tumor necrosis factor-a (TNF-a) a interferon-y (INT- v)). V druhé &asti prace zkouma
akutni a chronicky vliv antidepresiv s riznym mechanismem uéinku (tricyklicka antidepresiva
Jako nespecificke inhibitory vychytavani aminovych mediatord, specifické inhibitory
pfenaSece pro serotonin, blokatory serotoninovych a ap-adrenergnich receptord a inhibitor
monoaminooxiddzy) na expresi vybranych a-podjednotek a podjednotky B v bunéénych
membranach izolovanych z buné&k potkani gliomové linie C6 in vitro a chronicky vliv
vybranych antidepresiv po podavéni in vivo na tyto proteiny v membrénach pfipravenych
z mozku, sleziny a brzliku laboratorniho potkana.

Prace je predkladana in extenso. Vychazi z experimentélnich vysledkt publikovanych
v impaktovanych €asopisech Journal of Neuroimmunology (FiSerova A., Starec M.,.... Pav M.
et al., 2002) a Neuroendocrinology Letters (Pav M., Kovati H., Kovaid F. et al., 2009).
Hlavnimi nalezy prvni ¢asti prace jsou imobilizadnim stresem vyvolané zvyS$eni koncentraci
podjednotek heterotrimerickych G-proteinti Gas a Gaq v membréanéach z celého mozku a
v membranach izolovanych z mononuklearnich bunék ze sleziny a podobny profil jejich
ovlivnéni podanim inhibitor dopaminergnich D2 a a-adrenergnich receptorii. Ve funké&nich
pokusech to je inhibice cytotoxické aktivity bunék ,,natural killer™ u stresovanych zviiat,
kterou podani fentolaminu snizuje kdezto podani suipiridu ji zabrafiuje. Uginek fentolaminu je
smysiem podobny u stresovanych i nestresovanych zvitat (ij. zvyseni cytotoxické aktivity pfi
srovnani s prisluSnymi kontrolami), zatimco sulpirid u nestresovanych zvifat cytotoxickou
aktivitu snizuje kdeZto u stresovanych zvifat vyrazné zvysuje. Dale je to stresem vyvolané
sniZeni uvolfiovani cytokint IL-2 a [L-4 a zvySeni uvoltiovani TNF-a z mononuklearnich
bunék izolovanych ze sleziny a riizné ovlivnéni uvolfiovani IL-2, [L-4, INFy a TNF-o,
podanim fentolaminu a sulpiridu iz vivo. Druhé &ést prace pfinasi zjisténi, Ze inkubace
gliomovych bun€k C6 po dobu 24 h (akutni piisobeni) nebo 120 h (chronické piisobeni)

v pFitomnosti testovanych Idtek ma na koncentrace podjednotek Gag, Gas a Gai stejny nebo
podobny i¢inek u imipraminu (nema zadny vliv), citalopramu, sertralinu mirtazapinu a
moclobemidu (nema Zadny vliv). U fluoxetinu nachazi sniZzeni Gaq u akutniho kdezto zvyseni
u chronického plisobeni a u mianserinu zvy3eni Gog u akutniho piisobeni, které mizi u
chronického piisobeni. Chronické podavani citalopramu a moclobemidu laboratornim
potkaniim vyvolava zvySeni Gos a Gai v mozkovych membranach. V pfipadé citalopramu je
tento uinek podobny akutnimu i chronickému Géinku in vitre u bungk C6 kdezio
moclobemid in vifro Zadny G¢inek nema. Stejny GEinek jako v mozku mé4 citalopram i

v membranach z celé sleziny, ale ne v membranach z celého brzliku.

Vysledky prvni série pokusi prokazuji u¢ast dopaminergni signalizace na
imobilizanim stresem vyvolanych zménach koncentraci proteini, které se Gdastni pienosu
signalu na membréandch izolovanych z mozku a bilych krvinek ze sleziny. Dale prokazuji vliv




dopaminergni signalizace na funkci (uvolfiovani cytokinii, cytotoxicka aktivita) bilych
krvinek izolovanych ze sleziny. Vysledky druhé série pomoci pokusti in vitro na gliomovych
burikéch ukazuji na novy mechanismus ucinku specifickych inhibitori serotoninového
prenadece fluoxetinu, citalopramu a sertralinu a antagonisty adrenergnich a serotonergnich
receptorti mirtazapinu na koncentraci podjednotek G-proteinti. Mechanismus patrné nesouvisi
s blokadou aminovych prenadeéi, protoZe tricyklicka antidepresiva Zadné u¢inky nevykazuji,
&i zvy$enim hladiny neuromediatord, nebot’ buiikky C6 mediatory nesyntetizuji a neuvoliiuji a
inhibitor monoaminoxidazy rovnéZz nema uginek. Citalopramu po chronickém podavani
potkantim i# vivo ma uéinek vykazujici obdobny profil zmén exprese membranovych Gas a
Gai podjednotek v mozkové kiife a slezing, ale ne v brzliku. V souvislosti s témito vysledky
je zajimavé, Ze analog mirtazapinu mianserin nema in vitro zadny uéinek a ze moclobemid,
ackoliv in vitro nema zadny Giéinek, mé in vivo smyslem i velikosti stejny ucinek jako
citalopram. ‘

Vlastni text disertaéni prace ma 103 stranek. Uvod, ktery zahrnuje i 5 schematickych
obrazkii a 4 tabulky, ma celkem 48 stranek. Metody jsou popsany na 11 strankach. Vysledky,
které zahrnuji 18 vysledkovych grafii, jsou popsany na 17 strankach, a diskuse na 27
strankéch. Text obsahuje vice nez 700 citaci. Cely text rpi $patnou srozumitelnosti, ktera je
zpiisobena mnoZstvim prekliept, pouzivanim zkratek, které nejsou definovany v seznamu
zkratek, pouzivanim slangu a v&t, které pisobi dojmem doslovného piekladu z anglického
originalu v&etn& slovosledu a tudiz nemaji logickou Eeskou stavbu. DalSim divodem obtizné
srozumitelnosti je rozviaénost celého textu, ktery navic nepfili§ dobfe rozliduje mezi Givodem,
metodami, vysledky a diskusi. Podle mého nézoru by srozumitelnosti disertacni prace
prospélo vyrazné zkraceni nebo i iplné vynechani &asti, které se netykaji ptimo
experimentélni prace a interpretace vysledkd (napfiklad v fivodu vypisovani kritérii
diagnostickych znakd depresivni epizody) a srozumiteln&jsi vyjadreni vysledkl. Ohromné
mnoZstvi citaci a rozebirani hypotéz, které s viastni experimentélni praci souvisi jen velmi
volng, plisobi dojmem feSeni ohromného mnoZzstvi problémd, ve kterém zanikaji viastni
zajimavé vysledky.

Zaver:

Disertaéni prace piinasi zajimavé vysledky, které jsou dilezité pro odhalovani
patofysiologickych zmén pfi vzniku deprese, a objastiovani mechanismi G&inku latek, které
jsou pouzivany pfi 1é&b& deprese. Jeji slabou strankou je, Ze je napsana jen velmi tézko
srozumitelnym, nepeélivym a zbyte&né mnohomluvnym zplisobem. Vysledky pokusi a jejich
interpretace viak byly otistény v impaktovanych mezinarodnich ¢asopisech po oponentuie
nezavislymi odborniky v dané oblasti. Potvrzuje to pfedpokiady autora pro samostatnou
tvofivou praci a udéleni titulu PhD. Vzhledem k tomu doporucuji jeji obhajeni.
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