Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Markéty Hlavackové

Uoha isoforem proteinkinasy C v kardioprotektivnim mechanismu adaptace na chronickou
hypoxii

Disertacni prace Mgr. Markéty Hlavackové je zamétena na problematiku tykajici se mechanismu
endogenni kardioprotekce indukované po adaptaci myokardu na chronickou hypoxii. Ze
spolecenského hlediska jde o velmi zdvazné téma, protoze kardiovaskuldrni onemocnéni predstavuji
hlavni pficinu mortality v nasi populaci. Moznost zvysit odolnost myokardu k ischemickému
poskozeni by méla proto velky vyznam pro prevenci a klinickou praxi. Hlavnim cilem disertace bylo
podpofit hypotézu, ze v signalnich drah4ch aktivovanych po adaptaci na chronickou hypoxii se
uplatituje proteinkinasa C (PKC), zejména jeji isoformy d a &, pattici do tfidy novych PKC.

Prace vznikla béhem doktorského studia autorky na Ptirodovédecké fakulté UK na pracovisti hlavniho
Skolitele Doc. RNDr. Frantiska Novaka, CSc. Dilezita byla téz spoluprace s Oddélenim vyvojové
kardiologie ve Fyziologickém ustavu AV CR v Praze vedenym Prof. RNDr. Frantiskem Kolafem,
CSc. Skvélé odborné zazemi a dlouhodoba spoluprace uvedenych pracovist’ se odrazily jak v tématu
dizertace, tak v jeji kvalité.

Vlastni prace predstavuje plnou verzi s klasickym ¢lenénim, doplnénou péti piilohami ¢lankd,

z kterych text dizertace vychazi. Ctyfi ¢lanky byly publikovany v mezinarodnich asopisech s velmi
dobrym impaktem a pata piiloha je kapitola v knize, kde je Markéta Hlavackova spoluautorkou. Prace
je napsana v anglickém jazyce, bez chyb a preklepi, je prehledna a dobte se ¢te. Cile jsou
formulovany jasné. Text je doplnén 25 obrazky a 8 tabulkami.

Ve velmi fundovaném literarnim Givodu autorka upozoriuje na riizné moznosti jak vyvolat endogenni
kardioprotekci a predevsim se zabyva riznymi modely chronické hypoxie a jejich protektivnimi
ucinky. Podrobné popisuje klasifikaci, strukturu a zpusoby aktivace jednotlivych izoforem PKC a
jejich zapojeni v signalnich drahach spojenych s kardioprotekci. Popisuje také dalsi molekularni
mechanismy, které se mohou v indukci kardioprotekce uplatnit. Protoze podstatna ¢ast
prezentovanych vysledku se tyka sledovani vlivu tukovych diet o riizném sloZzeni mastnych kyselin v
kombinaci s chronickou hypoxii z hlediska odolnosti myokardu pied ischemicko-reperfiznim
poskozenim a arytmiemi, je rozsahla kapitola tivodu vénovana také kardioprotektivnim u¢inktim
polynenasycenych mastnych kyselin v dieté. Literarni tivod disertace by se mohl snadno stat
podkladem piehledného ¢lanku, také diky velmi dobfe vybranym citacim jak zasadnich ptivodnich
praci, tak i citacim recentnich publikaci.

Specifické cile jsou dobie a detailné formulovany.

V metodické ¢asti je dobfe popsany pouZzity experimentalni model a jednotlivé metody. Je tfeba
zduraznit, ze autorka zvladla fadu technik, mezi nimi napf. pfipravu kardiomyocytl a jednotlivych
bunécnych frakci ze srde¢ni tkané, imunohistochemii, RT PCR a Western-blotting. | v této ¢asti
disertace se odrazi unikatni metodické zazemi, diky kterému mohla disertace vzniknout.

Vlastni vysledky jsou popsany na 17 stranach textu a jsou dobie komentovany na 12 stranach diskuze.
Autorka zejména zjistila, ze sledované izoformy PKC 6 a € jsou po adaptaci na chronickou hypoxii
ovlivnény rozdilyn zptisobem. Mnozstvi PKC 9 roste a protein je translokovan piedevsim na
plasmatickou membranu a mitochondrie, kde je aktivovan. PKC & naopak mirn¢ ubyva. Podani
inhibitoru PKC § rottlerinu odstranilo efekt chronické hypoxie na velikost infarktu, coz naznacuje, ze
tato izoforma by mohla hrat roli v studovaném protektivnim mechanismu. Pokud jde o potvrzeni, nebo
vylouceni role PKC &, jsou v praci uvedeny dosud nepublikované vysledky, kdy byl pouzit inhibi¢ni
peptid specificky pro tuto izoformu na Grovni kardiomyocyti izolovanych z levé komory potkant
adaptovanych na chronickou hypoxii. ZvySena odolnost k anoxii, ktera u nich ptetrvava, nebyla timto



peptidem odstranéna. Predpokladam, ze autorka bude v téchto experimentech pokracovat. Zajimavé by
bylo pouzit specificky inhibi¢ni peptid také pro PKC & v ptipadé, Ze je dostupny.

Za velmi dilezité povazuji experimenty, v nichz byl sledovan vliv diet obohacenych tuky se
saturovanymi mastnymi kyselinami, n-6 PUFA a n-3 PUFA a zaroven vliv chronické hypoxie. Jak
diety samotné, tak diety v kombinaci s chronickou hypoxii specifickym zpiisobem ovlivnily mnozstvi
obou isoforem PKC na membranové frakci a velikost infarktu, které byly v tésné negativni korelaci

v ptipadé PKC 3, nikoliv v piipadé PKC ¢, coz je dalsim dikazem toho, ze v mechanismu endogenni
kardioprotekce indukované po adaptaci na chronickou hypoxii se uplatiiuje predev§im PKC 8. Také se
podafilo prokazat, v souhlase s predchozimi vysledky, ze specificky n-3 PUFA v dieté chranily
myokard pted ventrikuldrni arytmii. Ponékud paradoxné, n-3 PUFA zaroveil navodily vyssi
nachylnost srde¢ni tkané k hypoxickému poskozeni.

Za drobny nedostatek vysledkové ¢asti prace 1ze pokladat to, Ze chybi odkazy na vlastni publikace,
resp. na to, ve které z publikaci jsou vysledky obsazeny. V diskuzi by bylo vhodné komentovat, jaky
byl ptispévek autorky k jednotlivym publikacim

Otazky:

1. Autorka se ve své praci zabyvala vyhradné isoformami PKC, které patii do tfidy novych
PKC. Uvazovali jste také o ucasti izoforem z ostatnich tiid PKC (klasické, atypické)?

2. Jsou znamy néjaké udaje o tom, jakym zptiisobem je ovlivnéna distribuce a mnozstvi
proteinu jednotlivych isoforem PKC béhem akutni ischemie, ma pfipadné na tyto
parametry vliv vami pouzivany model adaptace na chronickou hypoxii?

3. Ve studii jste pouzivali inhibitor PKC § rottlerin, ktery eliminoval protektivni uc¢inky
chronické hypoxie jen ¢astecné, jak si to vysvétlujete.

4. Dieta obohacena n-3 PUFA z rybich oleji méla jasné protektivni G¢inky na reperfizni
arytmie, které se zvlasté v kombinaci s chronickou hypoxii byly prakticky eliminovany.
Naopak, po této dieté byl pozorovan nejvétsi infarkt a zvySovala se koncentrace
konjugovanych dienti. Byly v dieté pfitomny antioxidanty? Jakym zpisobem by se na
uvedenych efektech mohly podilet rozdilné lipidové mediatory vytvaiené z n-3 PUFA a z
n-6 PUFA?

Vyse uvedené komentate a dotazy nijak nesnizuji kvalitu diserta¢ni prace, kterou pokladam za
vynikajici, a kterou plné doporucuji k obhajobé.
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