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Predkladana prace se zabyva patofyziologii i moznostmi 1€¢by plicni hypertenze, tj. zavazného a pomérmne
roz§ifeného onemocnéni, jehoz kauzalni a ucinna 1é¢ba neni dosud uspokojivé vyfesena a omezuje se jen na
miméni symptomu a zpomalovani progrese nemoci.

Prace ma dvé zakladni &asti, a sice &ast teoretickou a &ast experimentalni. Cast teoretickd analyzuje
piiciny a klinické piiznaky onemocnéni, jeho charakteristiku na tkanove, bunééné i molekulami urovni, jeho
diagnostiku a soucasné pfistupy k 16Cb¢, a rovnéZz se zamétuje na roli hypoxie a galektinu-3 ve vzniku a
rozvoji plicni hypertenze. Role hypoxie a galektinu-3 je dale podrobngji rozpracovana v ¢asti experimentalni.
Tato ¢ast zahrnuje jednak studie in vitro na kulturach hladkych svalovych bun¢k (HSB) izolovanych
z plicnich arterii normoxickych a hypoxickych potkanii, a jednak studie in vivo na normoxickych a
hypoxickych potkanech, u nichZ je analyzovana a porovnana exprese vybranych genu v tkani plic, pravé
srdecni komory a plicni arterie.

Autorka zjistila, ze HSB z plicnich arterii hypoxickych potkanti in vifro jevi ur€itou tendenci proliferovat
rychleji (ac tento rozdil nedosahl trovné statistické vyznamnosti) nez HSB z arterii potkani normoxickych, a
maji zvySenou expresi mRNA pro kalponin-1 a tézky fetézec myosinu (tj. pro proteiny zicastnéné
v kontrakci HSB), a rovnéz i pro galektin-3. U kalponinu-1 je zvySena exprese u HSB z hypoxickych
potkanii patrna i na urovni proteinu, a v pripadé galektinu-3 se u hypoxickych a normoxickych HSB lisi
distribuce tohoto proteinu v ramci buiky. Distribuce kolagenu I na arovni proteinu se rovnéz lisi u
hypoxickych a normoxickych HSB.

Jest¢ vyraznéjsi rozdily v expresi vybranych ukazateli jsou patmé v celkové plicni tkani izolované
z potkant — u hypoxickych potkanti je v této tkani vyznamn¢ zvysena exprese mRNA nejen pro kalponin-1,
t¢zky fetézec myosinu, galektin-3 a kolagen I, ale i pro alfa-aktin, dal$i kontraktilni protein HSB i dalsich
bunécnych typl, napt. myofibroblastii. Mimé zvyseni vSech téchto markert je patmé 1 v tkani pravé srdecni
komory a plicni arterie hypoxickych potkanti ve srovnani s potkany normoxickymi.

Po védecké strance je prace vypracovana velmi peclivé, prehledné a systematicky. Autorka musela
zvladnout tfadu zcela novych technik obvyklych spise pro studenty biologickych oboru, jako je izolace a
kultivace bunék in vitro, jejich expanze do potfebnych kvantit a jejich kryoprezervace, fluorescencni a
imunocytochemické barveni specifickych ukazateli bunék, pokrocila mikroskopie, prutokova cytometrie a
biochemické a molekularné-biologické techniky, jako je predevsim PCR v realném cCase. Celkovy rozsah
prace je 83 stran a text odkazuje na 68 citaci, znichz v¢tSina se vztahuje k odbornym c¢lankim,
publikovanym v mezinarodnich recenzovanych cCasopisech, ¢imz autorka prokazala i svou schopnost
pracovat se svétovou odbornou literaturou.

Urcité | rezervy® spatiuji v jazykové strance prace, kde lze najit pomémé Cetné preklepy (napriklad hned
v pocateénim seznamu obrazku: ,,zobrazeni zdravé tepny, zbytnélé tepny a vice zbytnélé tepny™), obcas i
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pravopisn¢ chyby (embriogeneze misto embryogeneze, pericity misto pericyty, ¢i nedodrZeni shody podmétu
s pfisudkem — véty typu ,,buitky dosahovali), vyrazy z laboratorniho slangu (,,mrazak® misto mrazici box,
,foceni misto fotografovani) nebo 1 ponckud neobratna stylisticka vyjadieni, jako napt. ,,To ma na svédomi
pocatecni 12 aminokyselinova sekvence N-terminalni domény* (t€Zko fici, Ze aminokyselinova sekvence ma
n¢jake ,svédomi). V praci se vyskytuji 1 ¢etna zkomolena anglicka slova (napf. ,supresorovat®™,
downregulace® ,upregulace™ ¢i ,skafoldni proteiny®, které se autorka mohla pokusit nahradit vhodnymi
Ceskymi vyrazy. Vyraz ,cévni epitel™ rovnéz neni zcela vhodny, nebot’ vystelka cév se obvykle nazyva
,endotel”. Samostatnou kapitolou je skloniovani slov latinského puvodu — napiiklad neni vhodné psat
,.vaskularnim tonusem®, ale ,,vaskularnim tonem*®.

Tyto drobné nedostatky vSak nijak nesnizuji znaény piinos prace k objasnéni mechanismu vzniku a
rozvoje plicni hypertenze 1 v nastinéni nékterych novych moznosti jeji 16€by, napf. inhibici galektinu-3.
V praci byly testovany ¢tyfi potencialni inhibitory galektinu-3, vyvijené ve spolupraci Fyziologického tstavu
s Mikrobiologickym ustavem AVCR v ramci nedavno ziskaného grantového projektu GACR &. 22-00317S,
k jehoz plnéni Be. Katefina Pokorna rovnéZ vyznamné piispcla. Ackoli se neprokazal inhibi¢ni ucinek zadné
z testovanych latek na proliferaci HSB z plicnich arterii normoxickych a hypoxickych potkant, tyto latky
nepusobily cytotoxicky na uvedené buiiky, a zachovaly si tak potencial pro budouci vyvoj 1€€iv.

Diplomovou praci proto doporucuji k obhajobé s naslednym udélenim titulu Mgr., a hodnotim ji
(vzhledem k jeji védecké zavaznosti) klasifikaénim stupném A. Na zavér bych rada polozila nasledujici
dotazy:

1) Bylo dosazeno zajimavého zjisténi, Ze hladké svalové buiiky (HSB) z plicnich arterii hypoxickych
potkanti jevi zvySenou expresi kalponinu-1 a t€zkého fetézce myosinu, které jsou povaZovany za ukazatele
fenotypické maturace a kontraktilniho fenotypu HSB. Soucasné vSak HSB z hypoxickych potkana jevi
tendenci ke zvysené proliferaci, tedy zvySenému poctu bunék in vitro, ktery je patmy z obrazku 10 1 25.
Z literatury je znamo, Ze zvySena proliferace HSB je naopak spojena se ztratou markeri fenotypicke
maturace a kontraktilniho fenotypu. Je néjaké vysvétleni pro tuto uréitou disproporci?

2) Absence cytotoxicity testovanych inhibitora galektinu-3 byla urovana viceméné nepifimo, a sice
pocitanim bunék v mikroskopickych zomych polich. Takto ov§em mohly byt zapocitany 1 buiiky se sniZenou
zivotaschopnosti. Nebylo by vhodnéjsi uzit pfimy test Zivotaschopnosti bunék, napriklad ve form¢ komeréné
dostupného kitu, jako je LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen) nebo testy aktivity
mitochondridlnich enzymu, jako je MTS, XTT ¢i resazurin (Alamar blue), apod.?
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