Oponentsky posudok
doktorandskej dizertatnej prace Mgr. Martina Sladka ,,Expression of clock genes in
the rat suprachiasmatic nucleus and liver: effect of photoperiod and

development*

Predkladana dizertacna praca je venovana ontogenéze rytmickej expresie niektorych
hodinovych génov u altricialneho potkana. Cirkadianna organizacia biologickych procesov
predstavuje fundamentalnu reguldciu pritomnt na vSetkych irovniach existencie zivej hmoty.
V poslednych rokoch sa tomuto fenoménu venuje celosvetovo velka pozornost’, ¢o ilustruju aj
pocetné Studie publikované v najprestiznejSich vedeckych ¢asopisoch. Tejto oblasti sa venuje
aj predkladand doktorandskd dizertatna praca Martina Sladka a ako vyplyva z Givodu, jej
zameranie je vysoko aktudne. Praca navizuje na prestiznu chronobiologicku S$kolu
systematicky rozvijanu na Fyziologickom tstave AV CR v Prahe, ako aj dhodobu a bohatu
tradiciu  ontogenetického  pristupu  k $tadiu  fyziologickych  procesov v ¢eskom
a ¢eskoslovenskom biologickom vyskume.

Dizertacia je zalozend na 8 vedeckych pracach publikovanych v uznavanych
medzinarodnych vedeckych ¢asopisoch, z ktorych viaceré predstavuju Spicku v danej oblasti.

Praca prinasa viaceré prioritné vysledky, z ktorych by som chcel vyzdvihnut' presné
zdokumentovanie objavenia sa denného rytmu jednotlivych hodinovych génov. Dal§im
zaujimavym zistenim je definovanie ontogenézy reakcie cirkadidnneho systému na roéznu
fotoperiddu. Posledna praca prezentovanej série je zamerana na periférne oscilatory v peceni
a demonstruje doleZitost” potravného reZimu mladd’at pre nasynchronizovanie rytmickych
procesov v tomto organe. Véc¢Sina vysledkov je zamerana na centralny oscilator lokalizovany
v suprachiamzatickych jadier hypotalamu.

Metodicky je nosnou technikou “in situ“ hybridizacia kI'aCovych hodinovych génov
per 1, per 2, cry 1, bmal 1 a clock. Tato zékladné technika je doplnend imunocytochemickou
detekciou signdlnych proteinov PER 1, PER 2 a CRY 1 a v poslednej §tadii autor vyuzil
kvantitativnu RT- PCR hodinovych génov per 1, per, 2, cry 1, clock, rev-erba a Bmal 1.

Vo vSeobecnosti vSetky prace indikuju postupny vyvin rytmickej expresie
jednotlivych hodinovych génov. Hoci niektoré gény (napr. Per 2) st rytmické uz na 1. denl po
narodeni, cely stbor sa dostadva do oCakavanych fazovych vztahov az po odstave, kedy

mlad’atd zac¢inaji samostatny spdsob Zivota a prijmu potravy.



Praca je napisana inStruktivnym a prehladnym sposobom ajej kladom je aj
skutocnost, Ze je prezentovana v anglickom jazyku. Ocenujem fakt, Zze autor zaregistroval
najnovsie trendy a hypotézy, ktoré maju v tejto oblasti zvycajne vysoky obrat. Pozitivom je
zaradenie inStruktivnych obrazkov, ktoré moézu priblizit' tato naro¢ni problematiku aj
citatel'ovi, ktory uvedenu oblast’ dlhodobo nesleduje. Z formélnej stranky je praca na vysokej
urovni, nasiel som len niektoré nezrovnalosti. V pod’akovani napr. autor d’akuje prof. M.
Hastingsovi, hoci v samotnej praci som nenaSiel zmienku, ¢o bolo realizované v jeho

laboratoriu. V popise obr. nas. 19 je potrebné pridat’ ,,subjektive* day alebo night.

V ramci diskusie prosim dizertanta o stanovisko k nasledovnym otdzkam.

= Na zaklade ¢oho si autor vybral, ktoré hodinové gény bude analyzovat™?

= Ako normalizoval ziskané vysledky v poslednej praci s vyuzitim kvantitativnej real time
PCR? Ako zosuladil dva ,,house keeping* gény?

= Na Statisticki analyzu ziskanych vysledkov autor pouzil ANOVA. Nebolo by vhodné
asponl v kritickych diioch doplnit’ tito metddu analyzou ¢asovych radov alebo kosinorom?

= (Qdraza absencia rytmu hodinovych génov v skorej postnatilnej ontogenéze absenciu
synchronizécie alebo deficit regulacnej zlozky?

=  Moze interferovat’ rytmicky prijem potravy matky, ale aj mlad’at, ktory je pravdepodobne
intenzivnej$i pocas noci, so synchronizacou svetlom?

PredloZenu dizertacnu pracu hodnotim z hl'adiska aktualnosti témy, zvolenych metod a
ziskanych vysledkov vysoko pozitivne. Dizertant preukazal schopnost’ samostatnej vedecke;
prace. Praca spiiia tie najnaro¢nejsie kritéria a je plne kompatibilna s iroviiou doktorandskych
prac na Spickovych pracoviskach v Eurdpe a preto ju doporucujem k obhajobe. Po uspesnej
obhajobe doporucujem udelit’ Mgr. Martinovi Sladkovi akademicktl hodnost’ philosophiae

doctor (PhD) vo vednom odbore ,,Molekularna a bunkové biologia®.
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