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Disertaéni prace se zabyva tilohou dvou isoforem proteinkinasy C (PKC) — PKC8 a PKCe
pii riznych modelech hypoxie — intermitentni hypobarické a kontinualni normobarické hypoxii.
Je zaméfena na bunéénou lokalizaci fosforylovanych ¢i nefosforylovanych forem téchto dvou
regulacnich proteinti v homogenatu cytosolu ¢i partikularni frakci, dale se zabyva cilovymi
proteiny majicimi tilohu v apoptose, autofagii, dynamice mitochondrii, odstrafiovani toxickych
aldehydt, metabolismem sfingolipidi a signalizaci pfes gap junctions. Prace je sestaven ze tii
publikaci v impaktovanych ¢asopisech, pficemz u jedné je kandidatka prvnim autorem a jedna
byla v dob¢ psani prace v recenznim fizeni.

Autorka prokazala, Ze jednotlivé isoformy PKC maji odliSnou funkci v mechanismu
kardioprotekce zptisobené adaptaci na chronickou hypoxii. Zatimco PKC3 se u€astni protekce
vyvolané intermitentni hypobarickou hypoxii, PKCe naproti tomu hraje vyznamnou roli v G¢inku
kontinualni normobarické hypoxie. Dalsi ¢ast disertaéni prace se zabyva analyzou cilovych
proteinii PKC po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii. Autorka zjistila, Ze v myokardu
potkana dochazi po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii jak ke zvySeni
proapoptotickych, tak antiapoptotickych proteint. Celkove vsak prevladly antiapoptotické
signaly, coz se projevilo sniZzenim cytosolického cytochromu c a poklesem poctu apoptotickych
bunék v levé komoie myokardu. Logicky dale autorka zacilila na proteiny autofagickych drah a
zjistila zvySené hladiny proteinti BNIP3 a LC3-B, které by mohly hormeticky odstratiovat
poskozené ¢i néjak naruSené organely.

PfedloZena prace je gramaticky bezchybna, obsahuje minimum pieklept, text je dobie
Citelny a informativni. Nicméné k praci mam nekolik vytek.

1) Format citaci. Autorka uvadi citace ve formé autor + rok, ale nerozliSuje, zda prace
vznikla v kolektivu nebo je autorem pouze vybrana osoba. Doporucuji tedy, aby v pfipadé
vice autort jedné publikace byla pouzita citace ve formatu autor a kol. + rok.

2) Pro vétsi ptehlednost bych ocenil, kdyby prace obsahovala obrazky vSech western blotil
pouzitych pro analyzu a aby byly pfifazeny ke grafim ve vysledcich.

3) V praci je pouZito vice riznych tzv. house-keeping gent pro normalizaci. V takovém
piipadé by bylo mozné a mozna i piehlednéjsi po ukoncené analyze vybranych proteina
nabarvit membranu pomoci coomassie blue a standardizovat ji na kone¢nou nanasku.

4) V préaci se uvadi, Ze: ,,Protein LC3 (z angl. microtubule-associated protein B-light chain
3) je homolog kvasinkového Atg8 nachazejici se ve dvou formach LC3-A a LC3-B. LC3-
A je solubilni forma vznikajici $t€penim LC3 na jeho C-konci. Modifikaci LC3-A vznika
membranové vazana forma LC3-B, kter4 je souéasti autofagosomui.“ Spravny vyklad vSak
zni, Ze proteiny z rodiny LC3 se rozdéluji na étyfi isoformy, které maji riiznou tkafiovou
distribuci. Pfi¢emz isoformy LC3A a LC3B mohou byt v nékterych pfipadech detekovany
stejnou protilatkou. LC3 proteiny jsou za normanich okolnosti solubilni a znaci se jako
LC3-1 (LC3A-I; LC3B-I) a pfi jejich aktivaci v autofagii dochazi k pfidani fosfatidyl-
ethanolaminu a znaéi se jako LC3-1I (LC3A-II; LC3B-II). LC3-I ma na western blotu




piiblizné 18kDa a LC3-II ma mit 16kDa. Bohuzel, z pfiloZzeného western blotu nelze
poznat, ktery band byl pouZit pro analyzu a zda je vysledek spravné interpretovan.

5) Déle autorka pracovala s proteinem Drp1 a Parkin, jejichZ lokalizace mize byt
cytosolicka i mitochondriélni, ale stanoveno bylo jen celkové mnoZstvi v lyzatu.
V pfipadé Drp1 se netspésné pokousela o stanoveni jeho fosforylované formy. Pro
stanoveni té&chto dvou proteinti doporuduji izolovat mitochondrie a méfit pouze formy
translokované na mitochondrie, jelikoZ pouze tyto proteiny byly popsany jako aktivni.

Dale mam na aspirantku nasledujici otazky:

1) V praci je popsana PKC a jeji ulohy v bunééné fyziologii. Jaky je vSak vztah mezi HIF1-
alfa signalizaci a PKC isoformami.

2) V praci je rozebiran energeticky metabolismus v hypoxii. Jaké je vSak energeticka bilance
v prubéhu ischemie a nasledné reperfuze? Kdy by mélo dochazet k maximéalni mitofagii
(autofagii mitochondrii) a jakym zptsobem k ni dojde?

3) V ¢lanku o PKC-8 Vam tento protein lokalizuje po hypoxii na mitochondrie. Jaké jsou
jiné spoustéte mitochondrialni lokalizace pro tento protein? A jaké jsou dalsi cile (kromé
zminovanych mitodynamini) PKC-6 v mitochondrii?

Celkové lze konstatovat, ze RNDr. Kristyna Holzerova zvladla teoretickou,
metodologickou i formalni ¢ast postgradualniho studia na zadané téma a splnila vSechny
pozadavky kladené na uspé€$né absolvovani postgradualniho doktorského studia. Predlozena
diserta¢ni prace spliiuje podminky stanovené zdkonem.

Doporucuji k obhéjeni a ziskéni titulu PhD.
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