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Predlozena disertacni prace je vyhotovena na 88 strankéach, obsahuje 4 tabulky a 30
obrazki. Je ¢lenéna na 2 ¢asti — teoreticky zaklad (27 stran) a vlastni studii s metodikou,
vysledky, zavéry a diskuzi (48 stran), dale seznam pouzité literatury a nezbytné formality.

Dalsi soucasti prace jsou ,,Prilohy*, které obsahuji 2 publikace otisténé v Casopisech
s impakt faktorem a jeden manuskript. VSechny uvedené publikace se tykaji tématu disertacni

prace. Po formalni strance je prace stylizovana dle zvyklosti.

V teoretickém Uvodu prace autorka shrnuje biologické funkce hemu a jeho
katabolismus, dale pak chemické a biologické vlastnosti bilirubinu a jeho izoforem, jeho

transport a exkreci. Biologické u€inky bilirubinu jsou rozdéleny na toxické, antioxidacni a
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bilirubinového redoxniho cyklu a také inhibi¢nim efektem na bézné izoenzymy NAPDH-
oxidazy. Jsou zminény ptiznivé efekty vyssi sérové koncentrace bilirubinu na riziko rozvoje
aterosklerdzy, astmatu, schizofrenie, diabetu, roztrousené sklerdzy, systémového lupus
erythematodes nebo obezity. Dalsi kapitola shrnuje efekt bilirubinu na vSechny etaze
imunitniho systému. Posledni kapitola Uvodu se zabyva problematikou laboratorniho
stanoveni koncentrace bilirubinu, uskalimi nejpouzivanéjs$i metody stanoveni pomoci
diazoreakce a moznostmi pouziti nejmodernéjSich detekénich technologii. Zminéna je
zejména metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi s ultrafialovo-
viditelnou spektroskopii, kterd byla na pracovisti autorky zavedena v roce 2008 a umoziiuje

stanoveni bilirubinu v nanomolarnich koncentracich v séru, bunkach i tkanich.

Teoreticky piehled je dostateény k Uvodu do problematiky a je v ném

zdokumentovana potieba dalsiho vyzkumu v této oblasti. Je tak zdliraznéna aktualnost



zvoleného tématu. V ptehledu pouzité literatury je citovana jak aktualni literatura, tak

literatura vhodné dokumentujici vyvoj poznatkt v dané oblasti, citovany jsou i domaci préace.

Cilem vlastni prace bylo: 1./ Genotypizace normo- a hyperbilirubinemickych potkant,
2./ Posouzeni vlivu bilirubinu na systémovy zanét vyvolany lipopolysacharidem in vivo, 3./
Izolace primarnich hepatocytll z uvedenych potkant a studium vlivu bilirubinu in vitro a 4./
Hodnoceni efektu bilirubinu na oxida¢ni stres in vitro. Dil¢im cilem dale bylo zavést a
validovat analytickou metodu stanoveni koncentrace bilirubinu a jeho fotooxida¢niho

produktu lumirubinu v séru pomoci tandemove hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS).

V metodice jsou podrobné popsany veskeré pouzité metody (jako napt. genotypizace
potkanti, stanoveni zanétlivych markert, prace s buné¢nymi kulturami, stanovovani exprese
genil), které ukazuji na vysoky podil prace samotné autorky. Jako zvifeci model
hyperbilirubinémie byli zvoleni potkani kmene Gunn. V dalsi ¢asti je pak podrobné popsan
postup pfipravy a stanoveni koncentrace bilirubinu a lumirubinu metodou LC-MS/MS, kterou
autorka zavedla. Pouziti jednotlivych metod je zcela adekvatni a odpovidéa soucasnym

modernim poznatkiim.
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Gunn pomoci analyzy délky resktrikénich fragmentti a metody stanoveni koncentrace
bilirubinu a jeho fotoproduktii metodou LC-MS/MS. Oboji umoZiuje dalsi zpiesnéni a
rozsifeni vyzkumnych moznosti daného tématu. Dale bylo prokazéno, Ze vyssi hladina
bilirubinu u pouZitého zviteciho modelu vedla ke snizeni systémové zanétlivé odpovédi a
niz§imu vzestupu parametrii jaterniho poskozeni. Tento efekt byl pficitan pfitomnou modulaci
vrozené imunity, modulaci drahy NF-«B a snizené produkce prozanétlivych cytokind. DalSim
poznatkem je pak ovlivnéni metabolismu gangliosidii oxida¢nim stresem a prokdzany

antioxidac¢ni efekt bilirubinu.
V diskuzi autorka podrobné¢ komentuje dosazené vysledky.

Téma prace je velmi aktualni a prace pfispiva k rozsifeni teoretickych znalosti o
protektivnich ucincich bilirubinu. Zavedeni novych analytickych postupli navic umoziuje

dalsi vyzkum na poli experimentalnim i klinickém. Vyty¢ené cile prace byly splnény.



K autorce mam nésledujici dotazy a poznamku:

1. Jaké spatiuje autorka vyhody nové zavedené metody LC-MS/MS oproti uvadené drive
zavedené metode s HPLC?

2. Jsou néjaké dalsi patologické stavy kromé novorozenecké zloutenky, kde by se nova
metoda stanoveni bilirubinu, jeho izomerii a metabolitii dala vyuzit?

3. Existuji néjake zpusoby navozeni hyperbilirubinémie u jedincu bez pritomnosti
genetické dispozice?

4. V citované literature je celkem 7 praci uvedeno dvakrat.

Zavérem lze fici, Ze prace plné odpovida pozadavkim na Ph.D. praci. Resi aktualni
problematiku, splnila cile, které si autorka stanovila odpovidajicimi metodami. Vysledky
pfinesly nové informace o protektivnich vlastnostech bilirubinu a byly publikovany

v Casopisech s impakt faktorem. Déale byly zavedeny nové metody umoznujici dalsi vyzkum

této problematiky.

Disertacni prace prokazuje predpoklady autorky k samostatné tvotivé védecké praci a

k udéleni titulu Ph.D.
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