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Epitranscriptomics and cardioprotective interventions (Epitranskriptomika a
kardioprotektivni intervence)

DisertaCni prace Mgr. Daniela Benaka shrnuje jeho dosavadni praci v oblasti
molekularnich mechanismu kardioprotektivnich intervenci, konkrétné se zaméfuje na
epitranskriptomické regulace pfi adaptaci na chronickou hypoxii a hladovéni. Vysledky
nasvédcuji, Ze pfi téchto kardioprotektivnich zasazich dochazi ke komplexni regulaci
epitranskriptomickych modifikaci RNA (m6A a m6Am), které tak mohou byt vyznamnou
souCasti kardioprotektivnich mechanismd s potencialnim klinickym dopadem. Silnou
strankou prace je rozsah a pokrocCilost nasazenych metodickych postupl, které zahrnuji
pfipravu zvifecich modell (potkani modely chronické hypoxie a hladovéni) a in vivo analyzu
srde¢ni funkce (echokardiografie a katetrizace srdce s méfenim levokomorového tlaku),
izolaci a kultivaci dospélych potkanich kardiomyocytu, -omics postupy (lipidomicka a
metabolomicka analyza plazmy, proteomicka analyza) €i fadu pokrocCilych molekularné-
biologickych metod (izolace RNA, RT-gPCR, Western blot, kvantifikace metylace (m6A/m),
imunoprecipitace  m6A/m-modifikované RNA). JednoznaCnou pFednosti prace je jeji
sevienost sjasnou centralni  hypotézou ulohy epitranskriptomickych  regulaci
v kardioprotekci.

Vlastni dizertaCni prace o 96 stranach (plus pfilohy 3 plvodnich a 3 pfehledovych
¢lankd, ze kterych disertacni prace vychazi) je ¢lenéna obvyklym zplsobem. Po seznamu
relevantnich autorskych publikaci (3 puvodni a 3 prehledové prace), abstraktech a obsahu
nasleduje Uvodni kapitola se stru¢nym zduvodnénim podstaty projektu. Kapitola literarniho
prehledu (17 stran) podrobné seznamuje s aktualnim stavem poznani v oblasti
kardioprotekce a epitranskriptomiky. Oddil vénovany kardioprotekci se po predstaveni
zakladnich typu kardioprotektivnich mechanism( zamérfuje na plsobeni chronické hypoxie a
hladovéni. Oddil epitranskriptomiky vysvétluje metylacni modifikace mRNA na adenosinu,
m6A a m6Am, vcetné ulohy metyltransferaz (writer), demetylaz (eraser) a vazebnych
proteint (reader). Rozebrana je rovnéz uloha modifikaci m6A a m6Am v srdecni fyziologii.

Po prfedstaveni hypotézy (epitranskriptomické regulace hraji vyznamnou ulohu
v kardioprotekci navozené chronickou hypoxii a hladovénim) a hlavnich cild (analyza zmén
epitranskriptomické regulace spojenych s chronickou hypoxii a hladovénim a stanoveni vlivu
specifickych inhibitorll demetylaz ALKBH5 a FTO na hypoxickou toleranci kardiomyocyt()
nasleduje kapitola s dikladnym popisem pouzitych metodickych postupti (15 stran). Sife
metodickych postupl je uctyhodna, saha od pfipravy potkanich modell v&etné in vivo
analyzy srdecni funkce pies pokrocilé molekularné-biologické techniky (napf. RT-qPCR,
kvantifikace metylace mRNA) po -omics postupy (proteomika, metabolomika, lipidomika).

Vysledkova €ast (20 stran) je rozdélena na dvé hlavni ¢asti, prvni se vénuje modelu
chronické hypoxie, druha modelu hladovéni. U obou modell je systematicky popsan vliv
pfislusné adaptace na regulatory m6A a m6Am v levé komore, na globalni m6A/m metylaéni
uroven v levé komore a na metylacni status transkriptd spojenych s cytoprotektivnimi ucinky.
U modelu hladovéni, kde byly zmény vyraznéjSi, byl navic analyzovan lipidomicky a
metabolomicky profil plazmy spolu s proteomickou, geometrickou a funkéni analyzou srdce.
Vysledky uzavira studie farmakologické inhibice demetylaz ALKBHS and FTO, ktera vedla ke
snizené hypoxické toleranci kardiomyocytl izolovanych z potkant vystavenych hladovéni.
Vysledkova ¢ast je kvalitni, pfinasi fadu novych poznatkd, které byly vesmés jiz publikovany
v kvalitnich odbornych ¢asopisech a svéd¢i pro centralni hypotézu.

Cela problematika je nasledné podrobné diskutovana (kap. 6, Discussion, 9 stran)
v kontextu aktualniho svétového pisemnictvi se zdUraznénim prioritnich vysledkd studii,
které jsou soucasti disertacni prace. Diskuse vysledku je dostateéné podrobna a svédéi o
hlubokém porozuméni studované problematice, schopnosti vlastni interpretace vysledku a



jejich zafazeni do SirSiho kontextu sou¢asného védeckého poznani. Literarni rozhled autora
potvrzuje 227 citaci uvedenych v seznamu citaci pouZité literatury.

Vysledky byly uspé&sné publikovany v renomovanych impaktovanych €asopisech (1x
Q1, 2x Q2, 3x Q3), coz dostateCné doklada jejich kvalitu a novost. Publikace jizZ zaznamenaly
citaéni ohlas (celkem 23 citaci 6 uvedenych publikaci). Vedle téchto 6 publikaci, na kterych
je zalozena dizertani prace, se Mgr. Benak spoluautorsky podilel na dalSich 2 plvodnich
impaktovanych publikacich (ob& Q1), které rovné&Zz souviseji s centralnim tématem
kardioprotekce.

Zvolené téma dizertaCni prace je dle mého nazoru vysoce aktualni. Epigenetické a
epitranskriptomické mechanismy pfinaSeji novou regulacni uroven patofyziologickych
procesu a v celosvétovém kontextu je na né upfena velka pozornost. Vyzkum jejich zapojeni
do kardioprotekce je unikatni a detailni poznani jejich interakci mdze mit vyznamny klinicky
dopad na terapeutické i preventivni urovni. Zvolené experimentalni metody byly adekvatni
feSenym problémim, jedna se vesmés o naroéné moderni postupy, které jsou zpravidla
velmi pracné a naro¢né na provedeni i interpretaci. Pfinos vysledk( pro dalS$i rozvoj oblasti je
zfejmy, unikatni kombinace epitranskriptomiky a kardioprotekce otevira nové moznosti
poznani regula¢niho pozadi a potencialniho ovlivnéni patofyziologie ischemicko-reperfuzniho
poSkozeni myokardu. Stanovené cile disertacni prace byly bezezbytku naplnény.

K formalnimu zpracovani nemam vytek, prace je napsana kvalitni odbornou
angli¢tinou (pokud dokazu posoudit) a je témér bez chyb a preklepl (povsiml jsem si pouze
prehozeného Ciselného popisu sloupcl ve Fig. 27, v obou panelech maji nizsi sloupce vyssi
Ciselnou hodnotu, 81 vs. 78%; a oznaceni posledniho obrazku, kterym by mél byt Fig. 28,
nicméneé v textu (I. 1077) a v legendé (. 1098) je oznaceny jako Fig. 29 &i pouZiti ,by“ misto
0% 1. 926, ,to 87%/89%" misto by 87/89%"). Je zfejmé, Ze jejimu peclivému zpracovani
byla vénovana znac¢na pozornost.

Na zaveér bych si dovolil polozit nékolik doplfiujicich dotazt a komentaru k diskusi:

NemUze byt dalSi proménnou u hladovéni a hypoxie také mira pohybu? Umél bych si
pFedstavit, Ze pfi hladovéni se pohyb zvySuje (hledani potravy), pfi hypoxii snizuje (unava)?
Monitorovali jste pohyb zvifat?

U izolovanych kardiomyocytu byla jedinym sledovanym parametrem jejich viabilita,
nicméné mohlo dojit ke zméné jejich funk&nich parametrl (napf. kontratilita, vapnikové
hospodarstvi, trvani a tvar akéniho napéti). Studovali jste nékteré funkéni parametry
kardiomyocyt(?

Epitranskriptomické regulace obecné predstavuji dalSi (jednu z mnoha) moznou
uroven regulacnich mechanismu. Jaky vyznam jim pfisuzujete z kvantitativniho hlediska,
predstavuji nastroj jakéhosi jemného ladéni nebo se kvantitativné vyrovnaji jinym regulacim
(napf. mohla by epitranskriptomicka regulace zcela potladit ucinky stimulace transkripce)?

Zavér:

Predlozena disertacni prace splnuje vSechny zakonné pozadavky a prokazuje
predpoklady autora k samostatné védecké praci. Doporucuji proto po uspésné
obhajobé udélit Mgr. Danielu Benakovi akademicky titul Ph.D.

V Plzni, 6.¢ervna 2024 Prof. MUDr. Milan étengl, Ph.D.
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