Posudek na doktorandskou disertaéni praci Mgr. Markéty Hlavackové nazvanou
ROLE OF PROTEIN KINASE C ISOFORMS IN CARDIOPROTECTIVE MECHANISM OF
CHRONIC HYPOXIA

Piedlozena disertaéni prace Mgr. Hlavackové zaméfena na studium ulohy
proteinkinazy C (PKC) v kardioprotektivnim mechanismu chronické hypoxie byla
vypracovana na zakladé¢ vysledkii ziskanych v pribéhu jejiho doktorandského studia na
Ptirodovédecké fakult¢ UK Vv Praze. Vlastni disertatni prace vychazi z experimentalnich
vysledkt publikovanych ve tfech mezinarodnich Casopisech se solidnim impakt faktorem
(Mol. Cell. Biochem. - IF 2.168, Exp. Biol. Med. (Maywood) - IF 2.954) a Br. J. Nutr. - IF
3.072). Kopie vSech téchto ¢lankl jsou in extenso piilozeny k diserta¢ni praci. Kromé toho je
ptiloZena také kopie spoluautorského ¢lanku s piibuznou tématikou (Physiol. Res. - IF 1.646)
a kopie kapitoly v knize (Intermittent hypoxia), na kterych se Mgr. Hlavac¢kova podilela.

Uvodem je tieba ocenit, Ze autorka napsala plnou verzi své disertaéni prace anglicky,
coz neni dosud zcela bézné. Cely text je psan velmi dobrou angli¢tinou prakticky bez chyb a
pieklepti.

Téma disertatni prace se tyka kardiologické problematiky, jejiz studium je velice
vyznamné Z celospolecenského hlediska, protoZze onemocnéni srdce pfedstavuji nejCastéjsi
pfi¢inu umrti v soucasné zapadni civilizaci. Vlastni prace je napsana ptehlednym a velmi
dobfe srozumitelnym zpisobem. V tvodni ¢asti autorka seznamuje ctenafe S moznostmi
navozeni zvySené odolnosti myokardu k ischemicko-reperfuznimu poskozeni a s vyznamem
hypoxie v souvislosti s moznosti navozeni kardioprotekce. Piehledné jsou popsany rtzné
modely hypoxie a molekularni mechanismy, které zfejmé mohou hrat roli v kardioprotekci.
Dalsi samostatné kapitoly jsou pak v€novéany rozboru ucinkt polynenasycenych mastnych
kyselin na kardiovaskularni onemocnéni a popisu, charakterizaci a specifické tloze PKC
v myokardu.

Cile disertacni prace jsou jasné definovany, ale povaZzuji za ponckud formalné
nadbytecné uvadéni odkazl na dosaZzené vysledky formou odkazl na piislusné publikace
ptimo u jednotlivych cilii (toto by mélo byt obsahem piedevsim kapitoly vénované popisu
vysledka).

V metodické ¢asti autorka detailné popsala pouzity experimentalni model a uvedla
vSechny kli¢ové metodiky, které byly v piedlozeném vyzkumu uplatnény. V ramci relativné
velmi podrobného popisu metodik bych uvital také kritkou zminku o zplsobu aplikace
rottlerinu, ktery byl pouzit jako selektivni inhibitor PKCS v néekterych dale zminénych
pokusech.

Ptehledny popis ziskanych vysledku c¢ita celkem 17 stran a v nasledujici obsahlé
diskuzi (12 stran) jsou vSechny vysledky komentovany a diskutovany v odpovidajicim
kontextu se soucasnymi poznatky. Zavéreéné shrnuti poskytuje nazorny pichled o hlavnich
ziskanych vysledcich a jejich vyznamu. Text disertacni prace je doplnén 25 obrazky a 8
tabulkami.

Lze konstatovat, ze autorce se prakticky beze zbytku podafilo splnit vSechny hlavni
vytéené cile prace. Pfi sledovani vlivu adaptace potkanii na intermitentni hypobarickou



hypoxii (IHH), ktera ma vyrazny kardioprotektivni tucinek, na expresi a distribuci
dominantnich isoforem PKC (PKCo a PKCeg) ptitomnych v srdci bylo zjiSténo, ze zatimco se
celkové mnozstvi PKCO a jeji aktivni fosforylované formy zvySuje na sarkolemalni
membran¢ i v mitochondriich, zastoupeni PKCe se pon¢kud snizuje, aniz by doslo ke zméné
Vjeji bunééné distribuci. Podani selektivniho inhibitoru PKCS (rottlerinu) zablokovalo
protektivni Gi¢inek adaptace na IHH, avsak inhibitor PKCe (KP-1633) nem¢l negativni vliv na
vysledek této adaptace. Tyto nalezy jednozna¢éné poukazuji na dualezitou tlohu PKCS
Vv molekularnim mechanismu vzniku ischemické odolnosti myokardu pfi adaptaci na IHH.
Druhé ¢ast disertacni prace byla zaméfena na zkoumani vlivu diety obsahujici rizné mnozstvi
nasycenych mastnych kyselin (SFA) a mononenasycenych nebo polynenasycenych mastnych
kyselin (PUFA) na obsah téchto FA v srde¢nich diacylglycerolech a fosfolipidech, na jejich
mozné zmény pii adaptaci na IHH a moznou souvislost s expresi/distribuci PKC a odolnosti
myokardu k ichemicko-reperfaznimu poskozeni. Ukazalo se, Ze zatimco U potkant krmenych
dietou obohacenou SFA a n-3 PUFA snizila adaptace na IHH velikost infarktového loziska, u
zvitat krmenych n-6 PUFA se protektivni efekt IHH na velikosti infarktu neprojevil. Srdce
téchto zvirat vSak vykazovala vyrazn¢ vyssi odolnost jiz pted adaptaci na IHH v porovnani se
skupinou krmenou n-3 PUFA. Dale bylo zjisténo, Ze sloZeni diety ma vliv na pomér
(SFA+mononenasycené¢ FA)/PUFA v srde¢nich diacylglycerolech, ale neméni podil SFA,
mononenasycenych FA a celkovych PUFA v srdecnich fosfolipidech. Adaptace na IHH
ovlivnila pomér n-6/n-3 PUFA v srdec¢nich diacylglycerolech i fosfolipidech. Soucasné byl
zaznamenan také vliv slozeni diety na hladiny PKCéa PKCe v membranové vazané a
cytosolarni frakci myokardu. Hlavnim dulezitym zjisténim vyplyvajicim z téchto experimentti
byla inverzni korelace mezi zvySujicim se mnozstvim membranoveé vazané PKCd v myokardu
potkani krmenych dietou obohacenou n-6 PUFA a velikosti infarktu. U PKCe takovéato
zéavislost nebyla pozorovana, coz podporuje piedstavu o klicové roli PKCd pifi navozeni
kardioprotekce.

Otazky k diskusi:

1. V experimentech s KP-1633 (inhibitor PKCg) bylo zjisténo, ze pii sledovani metabolické
inhibice vedla aplikace tohoto blokatoru k bunkam v kombinaci s ethanolem ke zvysenému
uvolnéni LDH (asi 0 40 %) oproti kontrole (Fig. 16). Podani samotného KP-1633 nebo
ethanolu mélo tendenci uvonéni LDH snizit. Je mozné to néjak vysvétlit?

2. Kardioprotektivni u¢inky adaptace na chronickou hypoxii mohou ptetrvavat az po dobu
nékolika tydnl od ukonéeni expozice k hypoxickym podminkam. Je znamo néco o tom, zda a
jak dlouho mohou pietrvavat zmény v expresi/distribuci PKC v myokardu?

3. Autorka uvadi, ze rottlerin (inhibitor PKC3) ovliviiuje redistribuci PKC3 vyvolanou
adaptaci na IHH (Fig. 10). Z ptisluSné publikace (pfiloha 1) vyplyva, Ze rottlerin byl zvifatim
aplikovan jednorazové 15 min pfed vyjmutim srdce, avSak ziejmé ne b&hem adaptace na
hypoxii — jedna se tedy o akutni efekt této latky. Jak je mozné si piedstavit, ze rottlerin mize
vyvolat urcitou redistribuci PKCS v myokardu potkant adaptovanych na IHH ale nikoliv u
normoxickych zvitat?



4. V praci zaméfené na sledovani vlivu diety na PKC v myokardu a odolnost srdce
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni se uvadi, ze potkani byli krmeni riznou dietou
(obohacenou SFA nebo PUFA) po dobu 4 tydnt a nasledné adaptovani na IHH dalSich 5-6
tydnd. Z popisu vSak neni zcela ziejmé, zda i v dobé této adaptace byla riznym skupinam
zvifat podavana rizna specialni nebo standardni dieta. Je znamo néco o pietrvavani
ptipadnych kardioprotektivnich G¢ink specialni diety i po jejim vysazeni? V praci neni
uvedeno porovnani vysledkii ziskanych pti podavani rtizné specidlni diety s vysledky u zvirat
krmenych standardni dietou. Jaké rozdily nebo podobnosti by bylo mozné pii takovém
porovnani o¢ekavat?

Zaverem je tfeba uvést, ze Mgr. Hlavackova sepsanim své disertacni prace prokazala,
ze se vyborn¢ orientuje ve studované problematice. Autoréin vyznamny podil na vzniku
jednotlivych publikaci je jednoznacné deklarovan a potvrzuje jeji praktické zkuSenosti
s aplikaci riznych biochemickych technik ve fyziologicky orientovaném vyzkumu jakoZzto i
jeji schopnost kritického hodnoceni ziskanych vysledki pii jejich zpracovani a prezentaci
formou odbornych sdéleni. Vzhledem ktémto skute¢nostem a celkové vysoké kvalité
disertaéni prace spliujici svoji formou i obsahem veskeré pozadavky kladené na tento typ
prace doporucuji, aby Mgr. Hlavackové byl po tispésné obhajob¢ udélen titul Ph.D.
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