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Piedkladana diplomova prace zjist'uje roli leptinu a dopaminu v hormonalni
synchronizaci fetalnich centralnich hodin uloZenych v suprachiasmatickych jadrech (SCN)
hypothalamu mySiho fétu. Chod fetalnich hodin byl studovan in vitro v tkanovych
explantatech SCN transgennich mysSich embryi, kde je hodinovy gen Period 2 (Per2) flzovan
s genem pro luciferdzu (mPer2). Srovnanim parametrii bioluminiscenénich rytmi (jako je
faze, amplituda, perioda a mesor) pied a po podani leptinu a dopaminu v rtiznych fazich
24-hodinového cyklu byl stanoven vliv téchto hormont na produkci Per2 proteinu tj. na chod
fetalnich cirkadiannich hodin.

Préace obsahuje 71 stran a zahrnuje vSechny nélezité Casti: abstrakt, ivod, cile prace,
materidl a metody, vysledky, diskusi, zavér a seznam pouzité literatury. Prace je psana
ve slovensting.

Uvod o rozsahu 20 stran detailné popisuje anatomii, organizaci a molekularni
mechanismy savcich cirkadiannich hodin. Déle pojednéva o ontogenezi cirkadidnniho
oscilatoru béhem prenatalniho vyvoje a seznamuje ¢tenaie se sou¢asnymi poznatky
o ovlivnéni synchronizace fetalnich hodin riznymi faktory piisobicimi na matku jako jsou

svételny rezim a rezim v piijmu potravy, které mohou ovliviiovat hormonalni profil matky.



Toto aktualni téma je autorkou zpracovano velice ¢tivé a je doplnéno o vhodnou
fotodokumentaci a ndzorna schémata.

Cile prace jsou jasné specifikovany a vedou k odpovédi na zékladni hypotézu, zda
exogenni aplikace leptinu a dopaminu moduluje fetalni hodiny.

Metodicka ¢ast prace doklada, Ze si autorka osvojila jak manipulaci s tkdnovymi
explantaty, tak praci s luminometrem LumiCycle 32 (Actimetrics, USA) a bioluminiscen¢nim
mikroskopem Luminoview LV200 (Olympus, Japan). Zv1asté ocenuji, Ze autorka zvladla
naro¢nou statistickou a srovnavaci analyzu ziskanych dat v programech Prism and Python.
Vsechny pouzité metody a postupy jsou detailné popsény a obohaceny schématy
pripravenymi v programu BioRender. Lze vytknou pouze to, zZe u popisu pouzitych roztokii
se udava spise vysledna molarita jednotlivych slozek nez jejich objem nebo hmotnost
v daném objemu. Dale postradam blizsi popis transgenniho kmene mysi mPer2“¢ a vysvétleni
principu bioluminiscence.

Vysledky srovnavajici fazi, amplitudu, periodu a mesor bioluminiscenc¢nich rytmi
pted a po podani leptinu a riznych koncentraci dopaminu v nékolika ¢asech cirkadianniho
cyklu jsou doplnény o dobte zpracované ndzorné grafy. Textova Cast je plna statistickych
udaji, které jsou ale vzhledem k charakteru prace nutnosti.

V diskusi autorka shrnuje ziskand data a srovnava je s dosavadnimi vysledky, pfi¢emz
fundovan¢ odpovida na otazky, které vyvstaly.
hodnotny vhled do studované problematiky ontogeneze cirkadidnnich rytmi. Prace rovnéz
hodnoti vhodnost pouzitych metod k dalSimu vyzkumu. Studentka si osvojila praci
na modernich analytickych pftistrojich, provedla fadu ¢asoveé naro¢nych experimentd a jejich
statistické vyhodnoceni. Rovnéz k sepsani diplomové prace piistoupila s velkou peclivosti.

Z textu je patrné, Ze zpracovani problematiky vénovala zna¢né usili a nastudovala velké
mnoZstvi odborné cizojazycné literatury (115 literarnich zdrojti). Pfedkladana prace svym
obsahem 1 formou nejen splituyje, ale 1 pfevySuje pozadavky kladené na diplomovou préci,

proto ji doporucuji k obhajobé a hodnotim zndmkou vyborné.

K predkladané diplomové praci mam nasledujici pfipominky a dotazy a prosim
autorku o jejich komentar:
1) Vzhledem k tomu, Ze diplomova prace je zaloZena na méfeni bioluminiscence

u explantatl transgennich mysi mPer2“¢, prosim, autorku o bliZsi popis této transgenni

linie a principu bioluminiscence.



2)

3)

4)

5)

6)

V diskusi autorka zpochybiiuje existenci rytmickych Per2 oscilaci ve studovaném
pozorovana az od 6. dne postnatalniho vyvoje. Domniva se, Ze sledované oscilace Pre2
mohou byt zpiisobené piipravou a manipulaci s explantaty. Pro¢ nebyla oscilace

v produkci Per2 ovérena imunohistochemicky tj. pomoci protilatky proti Per2 jesté pred

zapocetim in vitro bioluminiscen¢nich experimenti?

Vysledky z luminometru ukazuji, ze aplikace leptinu nema vliv na modulaci faze
cirkadiannich hodin v E17 fazi fetalniho vyvoje, ale vede k poklesu relativni amplitudy
rytmu. Tento pokles amplitudy je v§ak mensi nez v kontrolnich vzorcich. Je toto snizeni
amplitudy ditkazem, citlivosti SCN k leptinu? MiiZe byt, ze receptory pro leptin nejsou
ve studované fazi prenatalniho vyvoje jesté aktivni? Zna autorka blizsi informace o typu

leptinového receptoru a signdlni draze jeho plisobeni v burice?

Napt. u pusobeni dopaninu pies receptor Drd1 spfazeny s G-proteinem, jehoz aktivace
vede k produkci cAMP a aktivaci protein kinazy A, ktera fosforyluje cAMP response
element-binding protein (CREB), lze aktivitu receptoru potvrdit napf.
imunohistochemicky protilatkou proti fosforylovanému CREB. Dal$i moznosti by mohlo
byt zhotoveni bunécné kultury z bunék SCN v dané fazi vyvoje a sledovat aktivaci
receptoru pomoci zmény konformace GFP znaceného G-proteinu. Bylo by mozné

podobnym zptisobem potvrdit i aktivitu receptoru pro leptin?

Pro snimani bioluminiscence v mikroskopu LV200 autorka uvadi: ,,Dalsim negativnym
faktorom bola zvySena pohyblivost E17 SCN v porovnani s dospelymi (zaloZené

na osobnom pozorovani na oddeleni), o zhorSilo sledovanie konkrétnych oblasti zdujmu
v ramci analyzy“. Jakym zpisobem byly vzorky do mikroskopu aplikovany? Bylo
podlozni sklo oSetfeno né&jakou ptilnavou latkou jako je napt. polylysin, ktery by pohybu
vzorku po krycim skle bréanil?

Autorka zminuje, Ze byl pfisluSny hormon aplikovan vzdy pfimo na explantat, coz
zpiisobilo problémy s lomem svétla. To znamend, Ze explantat nebyl zcela pomoten

do média? Nedochézelo, tak k jeho pred¢asnému odumirani? A jak byla pii kapani
hormonu na povrch explantatu zajiSténa jeho identicka koncentrace v celé plose
explantatu? Byla bioluminiscence snimdna pouze z jedné roviny ostrosti nebo z n¢kolika?

Prosim o detailnéj$i popis metodiky.
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