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  Předkládaná diplomová práce zjišťuje roli leptinu a dopaminu v hormonální 

synchronizaci fetálních centrálních hodin uložených v suprachiasmatických jádrech (SCN) 

hypothalamu myšího fétu. Chod fetálních hodin byl studován in vitro v tkáňových 

explantátech SCN transgenních myších embryí, kde je hodinový gen Period 2 (Per2) fúzován 

s genem pro luciferázu (mPer2Luc). Srovnáním parametrů bioluminiscenčních rytmů (jako je 

fáze, amplituda, perioda a mesor) před a po podání leptinu a dopaminu v různých fázích      

24-hodinového cyklu byl stanoven vliv těchto hormonů na produkci Per2 proteinu tj. na chod 

fetálních cirkadiánních hodin.       

Práce obsahuje 71 stran a zahrnuje všechny náležité části: abstrakt, úvod, cíle práce, 

materiál a metody, výsledky, diskusi, závěr a seznam použité literatury. Práce je psaná           

ve slovenštině. 

Úvod o rozsahu 20 stran detailně popisuje anatomii, organizaci a molekulární 

mechanismy savčích cirkadiánních hodin. Dále pojednává o ontogenezi cirkadiánního 

oscilátoru během prenatálního vývoje a seznamuje čtenáře se současnými poznatky                 

o ovlivnění synchronizace fetálních hodin různými faktory působícími na matku jako jsou 

světelný režim a režim v příjmu potravy, které mohou ovlivňovat hormonální profil matky. 



Toto aktuální téma je autorkou zpracováno velice čtivě a je doplněno o vhodnou 

fotodokumentaci a názorná schémata.      

Cíle práce jsou jasně specifikovány a vedou k odpovědi na základní hypotézu, zda 

exogenní aplikace leptinu a dopaminu moduluje fetální hodiny. 

Metodická část práce dokládá, že si autorka osvojila jak manipulaci s tkáňovými 

explantáty, tak práci s luminometrem LumiCycle 32 (Actimetrics, USA) a bioluminiscenčním 

mikroskopem Luminoview LV200 (Olympus, Japan). Zvláště oceňuji, že autorka zvládla 

náročnou statistickou a srovnávací analýzu získaných dat v programech Prism and Python. 

Všechny použité metody a postupy jsou detailně popsány a obohaceny schématy 

připravenými v programu BioRender. Lze vytknou pouze to, že u popisu použitých roztoků   

se udává spíše výsledná molarita jednotlivých složek než jejich objem nebo hmotnost 

v daném objemu. Dále postrádám bližší popis transgenního kmene myši mPer2Luc a vysvětlení 

principu bioluminiscence.  

Výsledky srovnávající fázi, amplitudu, periodu a mesor bioluminiscenčních rytmů 

před a po podání leptinu a různých koncentrací dopaminu v několika časech cirkadiánního 

cyklu jsou doplněny o dobře zpracované názorné grafy. Textová část je plná statistických 

údajů, které jsou ale vzhledem k charakteru práce nutností.      

V diskusi autorka shrnuje získaná data a srovnává je s dosavadními výsledky, přičemž 

fundovaně odpovídá na otázky, které vyvstaly. 

Závěrem nutno zmínit, že získané výsledky, přestože nejsou zcela jednoznačné, přináší 

hodnotný vhled do studované problematiky ontogeneze cirkadiánních rytmů. Práce rovněž 

hodnotí vhodnost použitých metod k dalšímu výzkumu. Studentka si osvojila práci                

na moderních analytických přístrojích, provedla řadu časově náročných experimentů a jejich 

statistické vyhodnocení. Rovněž k sepsání diplomové práce přistoupila s velkou pečlivostí. 

Z textu je patrné, že zpracování problematiky věnovala značné úsilí a nastudovala velké 

množství odborné cizojazyčné literatury (115 literárních zdrojů). Předkládaná práce svým 

obsahem i formou nejen splňuje, ale i převyšuje požadavky kladené na diplomovou práci, 

proto ji doporučuji k obhajobě a hodnotím známkou výborně.  

K předkládané diplomové práci mám následující připomínky a dotazy a prosím 

autorku o jejich komentář:  

1) Vzhledem k tomu, že diplomová práce je založena na měření bioluminiscence                      

u explantátů transgenních myší mPer2Luc, prosím, autorku o bližší popis této transgenní 

linie a principu bioluminiscence.   



2) V diskusi autorka zpochybňuje existenci rytmických Per2 oscilací ve studovaném 

vývojovém stádiu E17 myší s tím, že rytmická exprese Per2 byla v dřívějších studiích 

pozorována až od 6. dne postnatálního vývoje. Domnívá se, že sledované oscilace Pre2 

mohou být způsobené přípravou a manipulací s explantáty. Proč nebyla oscilace 

v produkci Per2 ověřena imunohistochemicky tj. pomocí protilátky proti Per2 ještě před 

započetím in vitro bioluminiscenčních experimentů?      

3) Výsledky z luminometru ukazují, že aplikace leptinu nemá vliv na modulaci fáze 

cirkadiánních hodin v E17 fázi fetálního vývoje, ale vede k poklesu relativní amplitudy 

rytmu. Tento pokles amplitudy je však menší než v kontrolních vzorcích. Je toto snížení 

amplitudy důkazem, citlivosti SCN k leptinu? Může být, že receptory pro leptin nejsou 

ve studované fázi prenatálního vývoje ještě aktivní? Zná autorka bližší informace o typu 

leptinového receptoru a signální dráze jeho působení v buňce?  

4) Např. u působení dopaninu přes receptor Drd1 spřažený s G-proteinem, jehož aktivace 

vede k produkci cAMP a aktivaci protein kinázy A, která fosforyluje cAMP response 

element-binding protein (CREB), lze aktivitu receptoru potvrdit např. 

imunohistochemicky protilátkou proti fosforylovanému CREB. Další možností by mohlo 

být zhotovení buněčné kultury z buněk SCN v dané fázi vývoje a sledovat aktivaci 

receptoru pomocí změny konformace GFP značeného G-proteinu. Bylo by možné 

podobným způsobem potvrdit i aktivitu receptoru pro leptin? 

5) Pro snímání bioluminiscence v mikroskopu LV200 autorka uvádí: „Ďalším negatívnym 

faktorom bola zvýšená pohyblivosť E17 SCN v porovnaní s dospelými (založené             

na osobnom pozorovaní na oddelení), čo zhoršilo sledovanie konkrétnych oblastí záujmu      

v rámci analýzy“. Jakým způsobem byly vzorky do mikroskopu aplikovány? Bylo 

podložní sklo ošetřeno nějakou přilnavou látkou jako je např. polylysin, který by pohybu 

vzorku po krycím skle bránil?  

6) Autorka zmiňuje, že byl příslušný hormon aplikován vždy přímo na explantát, což 

způsobilo problémy s lomem světla. To znamená, že explantát nebyl zcela pomořen        

do média? Nedocházelo, tak k jeho předčasnému odumírání? A jak byla při kapání 

hormonu na povrch explantátu zajištěna jeho identická koncentrace v celé ploše 

explantátu? Byla bioluminiscence snímána pouze z jedné roviny ostrosti nebo z několika? 

Prosím o detailnější popis metodiky.       

                                                    

 

V Českých Budějovicích dne 25.5.2023       .................................................................     

                                                                                   Mgr. Hana Sehadová, Ph.D.    


