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Obecnia charakteristika prace:

Mgr. Petr Skopek fedi ve své diserta¢ni prici velmi aktualni a dilezité téma, které md
vyznam jak z teoretického, tak i potencidlné praktického hlediska. Zabyva se tilohou neuro-
peptidd, coZ je oblast jen ojedinéle feSend v souc¢asném farmakologickém vyzkumu.
Disertacnf price vychazi ze tif publikaci Mgr. P. Skopka oti§ténych v Casopisech s impakt
faktorem a dal§ich praci autora.

PredloZend disertacni prace ma adekvatni formu i obsah. Sklada se ze 138 stran textu
véetné 72 obrdzki a 4 tabulek, 150 referenci, a je doplnéna autoreferdtem a seznamem
publikaci, které byly podkladem pro sepsani predloZené disertace. Je Clenéna dle bézné
pouZzivaného zplsobu psani védeckého dila, tj. do kapitol Uvod, Hypotézy a Cile price,
Materidl a Metody,Vysledky, Diskuse, Zavéry a PouZita literatura.

Zhodnoceni disertaéni prace:

V obsazném a informativnim fivodu autor uvadi do feSené problematiky, kterou ¢leni
do 6ti oddilii: behavioralni studie, stress, neuropeptidy, oxytocin a oxytocinovy receptor,
atridln{ natriureticky hormon a galaninergni systém. Je piehledné shrnuta problematika
neuropeptidii, jak obecné, tak konkrétné u oxytocinonergniho a galaninergniho systému.
Nizomn4 schémata a instruktivni obrdzky umoZiuji dobrou orientaci v feSené problematice.
Dali{ ¢dst tivodu se tyka stresu, ktery v autorové vyzkumu slouZi jako experimentalni nastroj
pro ovlivnéni regulaci predevsim v CNS, ale i receptorti v dalSich orgdnech, kde piisobi hlavni
studované neuropeptidy, kterymi jsou oxytocin a galanin.

V nésledujici kapitole autor jasné definuje pracovni hypotézy pro vlastni vyzkum,
ze kterych pak jednoznacné vyplyvaji stanovené cile vlastni vyzkumné préce.

Rozsdhld metodicka ¢ast jasné ukazuje, co v§e musel autor zvladnout, aby mohl
predloZit vysledky v prezentovaném rozsahu. Metodickd sekce popisuje zevrubné pouZita
zvifata a zdtraziiuje moZnost vyuZiti potkant s odli§nou aktivitou HPA osy. Vzhledem
k tomu, Ze v experimentalni ¢asti autofi pouZili odlisné tkéné pro sledovani exprese mRNA a
exprese proteind piisluinych geni, bylo nutné vypracovat specifické postupy pro odbér tkani,
tj.srde¢ni oddily a komponenty hypofyzy. V textu disertace jsou zevrubné uvedeny
behavioraln{ studie, které vychdzeji z predchozich praci pracovisté v této oblasti vyzkumu.
Autor velmi vystizn& popsal metodu animélniho modelu akutniho imobiliza¢niho stresu, ktery je
pouzivén na Skolicim pracovisti po fadu let, a pracoval podle protokolu schvileného piislusnou
komisi na 1.LF UK. Disertant zavedl novou metodu imunochistochemického stanoveni genové
exprese sledovanych cilovych proteinti, pfedevsim imunofluorescencni detekcei. Paralelné se




studiemi provadénymi imunofluorescenéné vypracoval imunohistochemickou techniku
vyuZivajici kfenovou peroxiddzu. K potvrzeni specificity pouZivanych protildtek zavedl
metodu Western Blot.

Vysledky tvofi pfevdZnou &ast diserta¢ni price a jsou umistény na 60ti strandch. Jsou
rozélenény do 5ti ¢dsti. V prvni €dsti jsou uvedeny vysledky z behavioralnich studii, kde je
nutné vyzdvihnout zcela prioritni zjiStén{ antistresového a anxiolytického ti¢inku galaninu po
systémovém podani, ktery byl potvrzen souasnym podanim riiznych antagonisti.

V dalf ¢dsti vysledka se autor zabyva plsobenim neuropeptidi v srdei, kde opét
uvadi zcela prioritni vysledky. Potvrzuje na zdkladé identifikace oxytocinového receptoru
v riiznych oblastech srdce jeho zarazeni mezi kardiovaskuldrni hormony. Velmi zajimavy je
vysledek o pohybu oxytocinového receptoru z plasmatické membrany do jadra. Vysledky
ziskané v pokusech s atridlnim natriuretickym peptidem jsou v souladu s literdrnimi ddaji.
Dal§i prioritni ndlez je identifikace galaninu, galanin like peptidu a galaninergnich receptort
v srdei, dosud v literatute nepopsany.

V kapitole sledujici neuropeptidy v jednotlivych oddilech hypofyzy, je vyborné
popsand ulohu oxytocinového a galaninergniho systému a pfedeviim velmi dobfe zpracovand
¢dst vénovand kolokalizaénim studiim jednotlivych sledovanych proteinfl. Velmi mne zaujala
kolokalizace adenohypofysarnich hormonti, piedeviim ACTH s jednotlivymi peptidy.

Je tieba vyzdvihnout detekei oxytocinového receptoru v supraoptickém jadre hypota-
lamu pomoci chiméry oxytocinu s imunoflurescenénim markerem, kterd byla
syntetizovdna na pracovisti autora. |Z ekonomického i odborného hlediska je tfeba ocenit
syntézu pouZivanych peptidii, coZ znamenalo velky finanéni piinos, bez kterého by
nemohly byt provedeny popsané experimenty.

Ve velice zdafilé a rozsahlé diskusi autor vychazi ze znamych literdrnich ddaja, které
diskutuje ve vztahu k vlastnim vysledkiim a ndleziim. Uvédi reprezentativni literdrni pehled
véetné citaci z roku 2013 a zv1asté se vénuje prehledovym ¢linkiim. Na zdkladé vlastnich
hypotéz ukazuje na nékteré ojedinélé nilezy a na smér vyzkumu v této oblasti.

Je mo#no konstatovat, Ze jde o velmi kvalitné zpracovanou disertaci, pro jejiz
zpracovéni bylo nutné zvladnout mnoho novych metod. Po formalni strdnce je disertace velmi
dobfe zpracovina, jednotlivé ¢asti jsou jasné formulovany, jsou srozumitelné a psané dobrym
jazykem. Planované cile a dosazené vysledky odpovidajf zimériim a hypotézim.

K vlastn{ disertaci nemam Zadnych kritickych pozniamek a vyhrad.

Hlavni piednosti prace je komplexni experimentilni pfistup se zvlAdnutim mnoha
novych postupa a doplnéni poznatki o neuropeptidech, které v literature dosud
chybély.

Pripominky oponenta:
Drobné formélni nebo jazykové nedostatky, které nesniZuji droven prace, mohou byt
odstranény pii pfipadném vyuZiti ¢asti textu pro dalsi publikace:

e V seznamu zkratek nékteré chybi: ( ANT 99, ANT FL, BNP, NPR -A,B,C...), 1 kdyz
jsou vesmés vysvétleny pii prvnim uZiti v textu, pokud Ctendrl vyznam pozapomene,
mél by je beze zbytku v ivodnim seznamu nalézt.

o Kde gesky ckvivalent zkratky neni odvoditelny ve shodé s anglickym terminem,
doporucuji uvést anglicky slovni zdroj zkratky a posléze ¢esky uzivany ekvivalent

o Ve vysvétleni zkratky neuzivat dalsi zkratku (viz TMD - OF)

o DAPI - 4'6-diamidino-2-phenylindole ( v textu 4',6-diaminidno-2-fenylindol)

e DTT - Dithiothreitol ( v textu Dithitretol)




o Uziti ,y* v piitesti po podmétu s Zivotnym sklofiovdnim (antagonisté inhibovaly) je
problémem hodnym Ustavu pro jazyk ¢esky...

e Termin grooming navrhuji pieloZit v shodé s pfedchozimi (panickovini) -
sebeopecovavani?

e Text obr. 4 na str.21 vyZaduje redakci (IMO —imobilizaci; 2x potkanu SD a LE)

Uréité vylepSeni by pfedstavovalo shrnuti nékterych vysledki do tabulky, coZ by bylo i
vylepsenf pro pifpadnou publikaci téchto zajimavych vysledku.

Rozsah disertaéni prace ( i autoreferatu) je vétsi neZ obvykle; to vSak lze snadno
zdivodnit provazanosti sledovanych témat, jakkoli by vymezené tikoly a ziskané vysledky
postacovaly pro soudasné disertace 2-3 kandidath. Vetsi strankovy rozsah je dan 1 hodnotnou
obrazovou a schématy tvofenou dokumentact, kterd zvySuje jednozna¢né srozumitelnost
odbormné ndroéného textu.

Po strance obsahové ocefiuji v praci velmi dobfe algoritmicky vymezené diléi cile, které
odpovidaji nosnym trendiim vyzkumné laboratofe v nfZ byla dizertace vypracovdna; v téchto
dil¢ich formulovanych cilech bylo vZdy dosaZeno hodnotnych a &asto prioritnich vysledku.
Ty zéroven otviraji celou fadu otizek pro zameéfeni dalStho vyzkumu.

Rozvijené vyzkumné téma ma ¥adu potencialnich praktickych aplikaci. Zcela mimo
pochybnosti jsou otdzky ovlivnéni stresu; stejné viak predstavuje velmi slibny smér 1 studium
moZznych vlivii GalLP v regulaci pifjmu potravy a dalSich hormonélnich regulaci.

Dotazy oponenta:

1) Piitomnost GalR3 ve Western blot technice (obr.35) je slabd aZ nedokumentovatelna,
zatimco v imunofluorescenénim priikazu ( obr.38) se jevi jako pomérné silnd ( orproti
GalR1 a 2, které ve Western blotu maji detekovatelnou linii). Planujete ovéfeni téchto
vysledkt néjakou dalSi technikou?

2) Vysledky kolokalizagnich studif v adenohypofyze interpretujete jako predpokladany
vliv Gal a GalLP v sekreci hormont, zejm. ACTH. Existujf studie o pfitomnosti Gal a
GalLP v nadledvinné kife?

Zavér:

Na zakladé piedloZené disertace a dopliiujicich materialii konstatuji, Ze doktorand
prokazal, Ze je schopen samostatné védecké prace a doporucuji komisi, aby Mgr.
Petrovi Skopkovi byl po ispéSné obhajobé udélen titul PhD. za jménem; schvéleni
doktorské disertace a udéleni titulu plné schvaluji.

V Praze 11.09.2013 \ [
Prof, Mli-’]/lféﬁ\wngml Dugkovi. CSc. FIAC
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