Oponentsky posudek doktorské diserta¢ni prace
Nazev prace: Molekularni mechanismy synchronizace fetalnich cirkadidnnich hodin
Molecular mechanisms of entrainment of the fetal circadian clocks
Autor prace: Mgr. Vendula Luzna
Pracovisté: Univerzita Karlova Piirodovédecka fakulta
Studijni program: Molekularni a bunécné biologie, genetika a virologie
Vedouci prace: doc. PharmDr. Alena Sumova, CSc., DSc.

Oponent: prof. PharmDr. Frantisek Staud, Ph.D.

Piedlozena disertacni prace Mgr. Venduly Luzné je zaméfena na osvétleni molekularnich
principil nastaveni cirkadiannich hodin v placenté a plodu v pribéhu t€hotenstvi. Ve své praci,
ktera logicky navazuje na dosavadni vyzkum $kolitelky doc. Sumové, se autorka konkrétné
zameétila na objasnéni podstaty matefskych signalt a jejich vlivu na synchronizaci rytmt ve
fetalnich suprachiasmatickych jadrech (SCN). Ke svému vyzkumu vyuzila moderni védecké
metodiky a jako modelové organismy zvolila mys a potkana. Protoze fetalni cirkadianni hodiny
jsou schopny specificky reagovat na riizné zmény v mateiské signalizaci, vénuje se autorka
sledovani vlivu nékolika chronobiologicky relevantnich molekul na cirkadianni systém ve
fetoplacentarni jednotce. Mezi hlavni vysledky ptedlozené prace patii zjisténi, ze nékteré Casti
placenty disponuji funkénim hodinovym mechanismem a ze jsou pod vlivem synchroniza¢nich
signalti zkoumanych molekul, konkrétné glukokortikoida, dopaminu a melatoninu. Jedna se o
velmi zajimavé téma, na kterém ve svété pracuje fada vyzkumnych tymu, ale dosud zdstava
z velké miry neobjasnéno.

Diserta¢ni prace Mgr. Venduly Luzné je psana v anglickém jazyce s klasickym ¢lenénim.
V tvodni ¢asti autorka shrnuje soucasny stav poznani feSené problematiky a detailné Ctenare
seznamuje s fyziologii cirkadiannich rytmd, architekturou a vyvojem SCN a ve stru¢nosti také
s placentou. Text je psan v anglickém jazyce, velmi ¢tivou a srozumitelnou formou s minimem
preklept nebo neptesnosti. Prezentované informace jsou logicky provazané do smysluplného
celku. Kladn¢ hodnotim praci s literaturou, kde autorka cituje jak starsi prace z 80. let minulého
stoleti az po ty nejaktudlng;si.

Vysokou odbornost disertace a kvalitu ziskanych vysledkd dokladaji publikace in extenso, ve
kterych autorka uvetejnila dosazené vysledky. Jedna se o jednu revialni praci a tii prace
experimentalni, vSechny publikované v zahrani¢nich odbornych €asopisech se souhrnnym IF
> 13. U vSech originalnich praci je Mgr. Luzna prvni autorkou a jeji podil na publikacich je
zasadni.

Diskuse je vedena velmi kvalitnim zpGsobem, autorka zde dava svoje vysledky do SirSiho
kontextu, porovnava je s pracemi jinych tymu, spekuluje nad vyznamem dosazenych vysledkt
a také kriticky pfizndva slabiny a nedofeSené otazky, ¢imZ otvira mozZnosti a sméry dalSiho
vyzkumu.



K piedlozené préci ani k jejim vysledkim nemdm zasadni piipominky, pouze nésledujici
dotazy, poznamky a naméty do diskuse v ramci obhajoby:

1. Pokud jde o expresni studie, opirate se pievazné¢ o kvantifikaci genové, nikoliv
proteinové exprese. Jakym zpusobem se v TTFL (transcriptional-translational feedback
loops) projevuji translac¢ni/post translacni modifikace?

2. Jakou roli hraje v této problematice epigenetika?

3. Placenta je v mnoha ohledech pohlavné dimorfni organ. Muze tento fakt, tedy pohlavi
plodu, hrat n¢jakou roli konkrétn¢ ve vasich studiich a obecné v TTFL?

4. V publikacich €. 3 a 4 pozorujete cirkadianni rytmy na maternalni/decidudlni strané
placenty. Pokud by mélo dojit k jejich pienosu na plod, jaké jsou soucasné teorie, které
by toto vysvétlovaly na molekularni/bunééné urovni?

5. Na strané 29 disertace a stran¢ 59 publikace ¢. 4 uvadite, ze melatonin a dopamin, volné
ptelozeno ,,jsou transportovany V téméf nemetabolizované formé pies placentu, aby
dosahly plodu“. U melatoninu je to, sohledem na lipofilitu molekuly a absenci
placentarniho metabolismu, logické a védecky dokumentované, u dopaminu jsem touto
informaci ptekvapen.

o Mizete uvést z jakych pavodnich zdroju jste tuto informaci ziskala?

o Jakym transportnim mechanismem piechazi dopamin z matky do plodu pies
apikalni a basalni membranu syncytiotrophoblastu?

o Jaké jsou dostupné informace k placentarnimu metabolismu dopaminu, napf.
MAO a/nebo COMT?

6. V experimentech s placentarnimi explanty pouzivate dopamin v koncentraci 100uM.
Pro¢ jste zvolila tuto koncentraci? Fyziologické koncentrace na periferii jsou vyrazné
niz8i. Nezkouseli jste také koncentracni zavislosti?

7. V publikaci ¢. 3 na strané 13 uvadite ,,We found that, in the maternal part of the rat
placenta, the expression of Hsd11b2, the gene encoding the enzyme HSD2, which is
involved in placental barrier function, also exhibits daily variation..... Therefore, the
presumed rhythm in HSD2 activity might provide temporal control for the maternal GC
levels passing through the placenta, and may serve as a potential mechanism preventing
undesirable influx of excess GCs to the embryo at an improper time of day.” Toto
tvrzeni se mi zda piili§ zjednodusené. Vzala jste v potaz, ze:

o HSD11b2 exprimovana v maternalni ¢asti placenty (decidua) nema zasadni vliv
na materno-fetalni transport glukokortikoidi? K tomu slouzi HSD11b2
exprimovana ve fetalni ¢asti placenty, syncytiotrophoblastu - jak u ¢lovéka,
Bernal et al., 10.1016/0022-4731(80)90140-5), tak u potkana (Burton et al.,
10.1095/biolreprod55.5.1023).

o Placenta exprimuje obé formy HSD11b — 1 a 2 a tyto formy recipro¢né méni
Svoji expresi Vv prubéhu téhotenstvi (Vagnerova et al.,
10.1177/1933719108319161)?

o Hladiny glukokortikoidl v plazm¢é béhem dne vyrazné osciluji?



Zaveér:

Svou disertacni praci doklada autorka rozsahlé teoretické znalosti i praktické dovednosti,
schopnost pracovat s odbornou literaturou, ziskavat nova experimentalni data pomoci
modernich metod molekularni biologie a tato nasledn¢ prezentovat v kvalitnich odbornych
casopisech. Prace tak spliiuje pozadavky kladené na doktorské prace v oboru a odpovida
pozadavkiim Zakona o vysokych $kolach (111/1998 Sh.). Jednozna¢né doporucuji, aby tato
prace byla pfijata jako podklad pro dalsi fizeni k udéleni titulu Ph.D.

V Hadci Kralové dne 2021-05-14
Prof. PharmDr. Frantisek Staud, Ph.D.
Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové



