Oponentsky posudek disertaéni prace

Mgr. Blanky Hamplové

MEMBRANE PHOSPHOLIPIDS AND PROTEIN KINASE C
IN THE HEART DURING POSTNATAL DEVELOPMENT
Univerzita Karlova v Praze , Pfirodovédecka fakulta,

Katedra biochemie a Katedra fysiologie Zivogichti a vyvojové biologie

PredloZend préce je psdna v anglicting, ma 69 stran uvodniho spojovaciho textu a
celkem pét ptiloh, z toho Etyti publikace v impaktovanych anglicky psanych Casopisech (s IF
mezi 1,68. a 2,14) a jeden rukopis publikace pfipraveny v angli¢ting. Z t&chto praci je Mgr.B.
Hamplova na &tyfech jako prvni autor.

Nazev disertaéni prace je pln€ v souhlasu s jejim obsahem. Prace jsou zaméfeny na
zmény v koncentraci fosfolipidovych druhti a jejich mastnych kyselin v srdci potkana béhem
postnatalniho vyvoje, kdy se srdce musi preorientovavat z dominance pravé srdedni komory
na komoru levou. Je sledovén i vliv hypo- a hyperthyreoidismu ve srovnani s euthyreoidnimi
kontrolami v 21 dni postnatalniho vyvoje srdce potkana. Daéle jsou sledovany vyvojové
zmény v mnoZstvi a kvalité¢ diacylglycerolu, jakoZto fyziologického aktivatoru protein kinasy
C (PKC) i vyvojové zmény v celkové aktivité PKC a expresi isoforem PKC a vliv tlakového
pietiZeni po narozeni na celkovou aktivitu PKC a jeji isoformy.

Sepsané prace obsahuji fadu dosud nepublikovanych vysledkil. Jejich prinos je napf. v
podrobné analyze sloZenim mastnych kyselin v jednotlivych fosfolipidnich tfidach a také
v podrobnéjsim sledovani ¢asového priibéhu zmén fosfolipidt i PKC , které je davano do
souvislosti s probihajicimi fyziologickymi zm&nami postnatalniho vyvoje levé komory
myokardu.

V' experimentalni ¢4sti autorka prokazala technické dovednosti a pouzila fadu technik
extrakee lipidQ vhodnou smési rozpoustédel, rozdéleni lipidd tenkovrstvou chromatografii i
analyzy mastnych kyselin. Pfi analyze PKC pouZila metody frakcionace tk4ng, méfeni
aktivity s radioakivnim ATP a stanoveni exprese izoforem PKC metodou imunodetekce na
Western blotu.

Me¢ otazky k praci - Suplement 1, str.24, (Lipid analyses): Zajimalo by mé, pro¢ pro
separaci fosfolipidi dvojrozmé&mou chromatografii dle Rousera Jsou pouzivany vrstvy
silikagelu H. J4 jsem pouZival silikagel G. Vadi snad ptitomnost pojidla — sadry v analyze

mastnych kyselin?



Mam pfipominky ke str. 13, kde piSete o existenci lipidnich domén nazyvanych v
anglicting, lipid  rafts* nebo ,caveolae* v zavislosti na tom zda obsahuji nebo neobsahuj
protein kaveolin. Obé skupiny jsou obohaceny na cholesterol, sphingolipidy and fosfolipidy
s dlouhymi nasycenymi mastnymi kyselinami. S tim mi nesouhlasi Obr.2 na str 14, i kdyz,
piipoustim, Ze je schematicky. V lipidnich raftech by semély vyskytovat predevsim
(glyko)sfingolipidy a cholesterol. Odtud je jiny nazev Glycosphingolipid-enriched
membranes (GEMs) a Cholesterol enriched membranes (CEMs). Ve Vagem schématu se
molekuly glykosfingolipid vyskytuji fidce, jsou osamocené mezi vice molekulami
fosfolipidi. Pfipoustim, Ze znazorfiovani lipoidnich domén je velmi rozmanité a zavislé na
metod€ zkoumani. Prosil bych ale o upfesnéni slozité otazky lipidnich domén pii obhajobg,
tfeba podle Vami citované pfehledné prace (31) Pike L. J., Biochem J., (2004) 378, 281-292.

Kromé toho jsou glykosfingolipidy v plasmatické membrané ve vn&jsi vrstvé lipidni
dvojvrstvy. Na VaSem obrazku jsou malovany i ve vnitini cytosolické vrstvé

Na str. 20 piSete o dileZité roli ceramidu a sfingosin-1-fosfatu v regulaci bun&éné
proliferace a zaroveil apoptézy. MuZete upfesnit, jakd je v této regulaci uloha ceramidu,
sfingosinu a jaka sfingosin-1-fosfatu.

Price obsahuje minimum pisafskych chyb, které jsou nepodstatné. Napf. na strané 14

a 15 dvodniho textu jsou uvadény 2 obrazky , oba oznagené Fig. 2. Zajimavéjii je chyba,
ktera unikla i redakci Physiological Research (Suplement 3). V praci je cely text pod
nadpisem Introduction, dal§i nadpisy jako Material and Methods, Results and Discusion
chybi. |

Zaverem konstatuji, Ze disertatni prace Mgr. Blanky Hamplové, pfinesla nové
zajimavé vysledky, které byly publikovany v kvalitnich impaktovanych &asopisech, piispély
kplnéni vyzkumnych grantd pracovi§té 3kolitelt. Prace svoji kvalitou pln€é vyhovuje
poZadavkim kladenym na doktorskou disertaci. Doporuduji pfipustit praci k obhajobé a
souhlasim, aby po Usp&$ném obhéjeni byl Mgr. Hamplové udélen titul PhD.
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