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1. Zvolené téma: Disertacni praci Mgr. Radky Bolehovské Ize chdpat jako soucast systematického
bazalniho vyzkumu, ktery mapuje roli, resp. funkce UCP2 proteinu v energetickém, bunécném a
celkovém metabolismu. Jde o téma velmi vyznamné a aktualni, které daleko presahuje hranici
fundamentalniho vyzkumu, nebot plsobeni UCP2 je ddvano do souvislosti s homeostazou bazalniho
metabolismu, s ochranou proti tvorbé reaktivnich kyslikovych radikal(, se zanétem, s termogenni
regulaci, s oxidaci volnych mastnych kyselin apod. Tyto procesy pak maiji pficinou souvislost s fadou
zejména komplexnich onemocnéni, jako je aterosklerdza, diabetes mellitus 2.typu, metabolicky
syndrom, obezita, oxidativni stres nebo nadorové bujeni. V soucasnosti ostatné existuje celd rada
asociacnich a jinych klinickych studii, které studuji napf. vztah genovych polymorfism{ UCP2 k DM
2.typu, obezité, ale také k riziku ischemické cévni mozkové prihody, syndromu polycystickych ovarii,
k zanétlivym markertim apod.

Sledovani zakladnich regulac¢nich mechanizmd, které ovliviiuji expresi UCP2 proteinu in vivo, je
nezbytnym predpokladem pro blizsi studium plsobeni téchto metabolickych prenasedd vnitini
mitochondridlni membrany.

2. Zvolené metody: Pro naplnéni hlavniho cile disertacni prace, kterym bylo studium indukce exprese
mMRNA UCP2 v jaterni tkani potkana na bazi molekularné biologickych metod, byla zvolena strategie,
ktera zahrnovala testovani indukce genové exprese na modelu mGPDH. Tento modelovy pfistup mi
pfipada jako velmi vhodné zvoleny, protoZze umoznil vyhodnotit expresi mRNA vzhledem k enzymové
aktivité a ,,proteinové hmoté” GPDH, coz by v pfipadé UCP2 neslo realizovat. Zvoleny postup dale
umoznil optimalizovat Ci ovérit zvolené ¢asové schéma sledovani kinetiky zmény exprese mRNA.
Optimalizaci a zavedeni vlastniho metodického postupu hodnotim velmi pozitivné: PCR v redlném
Case je pro kvantifikaci templatu nejvhodné;jsi metodou volby, ¢ehoz se hojné vyuziva v rutinni
diagnostické praxi. Také optimalizace izolace, reverzni transkripce a vybér housekeepingového genu
pro relativni kvantifikaci templatové mRNA byla provedena velmi peclivé a z mého pohledu zcela
spravné.

Obecné Ize o pouzitych pokusnych schématech a zvolenych technikach a metodach konstatovat, ze
byly provedeny s maximalni peclivosti a poloZily dobry predpoklad pro nasledné spravné
vyhodnoceni namérenych dat. Zavedenim a optimalizaci kvantitativni PCR v redlném Case pro detekci
kinetiky exprese mRNA UCP2 u vzorkl jaterni tkané potkana byl zaroven naplnén hlavni cil disertacni
prace.

3. Vysledky prace, jejich vyznam:
Na predloZené disertacni prdci si cenim zejména nasledujicich skutecnosti:

- zavedeni modelového systému indukce biogeneze mGPDH po jedné a vice davkach poddavani T3,
nasledné sledovani kinetiky mRNA a aplikace tohoto postupu pro sledovani exprese mRNA UCP2,

- ovéreni kinetiky zmény exprese mRNA UCP2 s originalni davkou T3 (postup je pavodni a dfive
nepublikovany), soubézné sledovani hladin tyroidnich hormoni v séru,



- optimalizace molekuldrné biologickych metod, zejména pak optimalizace vstupniho mnoZstvi RNA,
reverzni transkripce, vybér housekeepingového genu, zavedeni standardni kfivky pro kvantifikaci a
celkovou optimalizaci rtPCR (zde bych vyzdvihnul také skutecnost, Ze namisto pracnéjsi a ekonomicky
naroc¢néjsi varianty kitové RT byla zvolena home-made metoda),

- sledovani zmény exprese mUCP2 po parciadlni hepatektomii, kdy jiZz po 3 hodinach dochazi
k maximalni indukci UCP2 transkriptu,

- spoluprace s védeckou instituci- oddélenim Bioenergetiky Fyziologického tstavu Akademie véd CR-
pfi stanoveni mnoZstvi mGPDH za pomoci western blotu a RNA mGPDH za pomoci northern blotu.

Vysledky prace ukazaly, Ze po aplikaci jedné davky T3 dochazi ke dvojnasobnému zvyseni mRNA
UCP2, nicméné po 3 davkach doslo ke statisticky nevyznamnému zvySeni oproti jedné davce. Zvyseni
UCP2 transkriptu je vysvétleno pravdépodobnym zvysenim energetického vydeje a metabolizmu,
které je regulovano tyroidnimi hormony béhem odpraZzeni oxidativni fosforylace.

Prace tak prispéla k objasnéni kinetiky zmény exprese mRNA UCP2, kterd byla indukovana T3 a
CasteCnou hepatektomii. Nové zavedené a optimalizované molekuldrné biologické postupy jsou
vyuzitelné v rdmci dalSiho vyzkumu na poli sledovani exprese mRNA UCP2. Z pohledu vyznamu této
jejich zavér( a naznaceni dalsiho smérovani vyzkumu v kapitole 6. (pljde napt. o studium UCP2 jako
fyziologického ochranného mechanismu proti zvysené produkci reaktivnich kyslikovych radikal?).

4. Cile prace, jejich naplnéni
Hlavni cile disertacni prace uvedené v kapitole 3. Cile prace byly naplnény bezezbytku.

5. Formalni zpracovani (jazyk, srozumitelnost textu, obrazk(, literatura a jeji citovani): Predkladana
prace obsahuje celkem 142 stran, v€etné tabulek, grafti, obrazk( a seznamu citované literatury. Jeji
¢lenéni i obsah zcela odpovidaji zvyklostem a potfebam disertacni prace. Teze jsou napsany podle
soucasnych jazykovych trend(. Tabulky, obrazky a grafy jsou kvalitné zpracovany, dobte popsany a
vhodné pfispivaji k celkové srozumitelnosti podavanych informaci. Pravopisnych chyb jsem v textu
nasel jen zanedbatelné mnozstvi. Celkem 205 citaci z odborné literatury svédci o velmi peclivém
zpracovani tématu, nechybi odkazy na zcela aktualni literarni prace.

Prehled publikac¢nich ¢innosti, ktery je uveden v bodé 11 autoreferatu disertacni prace, svédci o
¢inorodé aktivité autorky jak na poli bazalniho, tak i klinického vyzkumu. Za pozornost jisté stoji i Site
zpracovavanych témat a preneseni teoretickych poznatk( do rutinni diagnostiky a péée o pacienta.

Zavér:

Predkladana prace je hodnotn3, v ceském pisemnictvi ojedinéla, s fadou plivodnich védeckych a
metodologickych feSeni. Prace bezezbytku odpovida sou¢asnym védeckym trendlim. Autorka Mgr.
Radka Bolehovska v ni prokazala schopnost samostatné védecké ¢innosti.

Proto tuto praci doporucuji k obhajobé.

Zarovendoporucuji,aby byl autorce po Uspésné obhajobé prace udélen titul doktor, ve zkratce
Ph.D., dle zdkona o vysokych skolach.
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