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»Signalizace protein kindzy B a exprese cyklooxygeniz v ¢asnych fazich
diabetické nefropatie*

Autorka se v dizertadni praci zabyva experimentélng i klinicky velmi vyznamnym tématem,
totiZ patofyziologii diabetické nefropatie. Hlubdi poznani zmén postihujicich ledviny u
diabetiki je jednim ze zakladnich cila studia diabetické mikroangiopatie. P¥itom morfologie
ledviny pii diabetu postihujici rizné typy bun&k i pojivovou tkai, umoziuje sledovat vliv
rtiznych faktord na expresi strukturdlnich i funk&nich proteint pfedstavovanych na jedné
strané kolagenem ¢i fibronektinem a na druhé strané enzymy.

Po kratkém prehledu v&novaném jednotlivym patogenetickym mechanismiim rozvoje
diabetické angiopatie se autorka zabyva studiem vybraného tseku inzulinové signalizaéni
kaskady se zamé&fenim na proteinkinazu B v experimentélnich podminkéach dvou odlisnych
forem diabetu u potkanti. Ke studiu ji slouZi streptozotocinovy diabetes jako model diabetu 1.
typu a dale obézni Zuckerovi potkani (ZDF) vytvaiejici model diabetu 2. typu. V obou
ptipadech studuje aktivitu proteinkinazy B (Akt kinazy) vyjadienou mirou fosforylace
glykogensyntazy 3 beta (GSK3) s vyuzitim techniky immunoblottingu. Stejnou technikou
byla vyjadiena exprese cyklooxygendz (COX-1, COX-2), pfirozeného antagonisty
proteinkinazy B (PTEN) a efektorti této proteinkinizy (mTOR a eNOS). Tkai ledviny byla
€z vySetiena imunohistochemicky.

Prvni experimentalni studie byla provedena u Zukerovych potkant, ktefi se vyznacili
zvySenou télesnou hmotnosti i hmotnosti ledvin, zvy$enou koncentraci inzulinu, glukdzy,
triacylglycerolli i neesterifikovanych mastnych kyselin. Proti kontrolnim zvifatim doslo po 12
tydnech ke vzestupu aktivity Akt kinazy (PKB) a vzestupu fosforylace mTOR, pii¢emz obé
exprese byly inhibovany wortmaninem, inhibitorem fosfatidylinositol-3-kinazy. Tyto
vysledky dokladaji ilohu inzulinu na regulaci aktivit obou proteint. Naproti tomu mira
fosforylace NO syntazy (eNOS) byla u ZDF potkant srovnatelnd s kontrolni skupinou.
Autorka vyvozuje, Ze tato porusend rovnovaha, kdy dochézi ke stimulaci Akt/mTOR a naopak
k oslabeni vasoprotektivni Akt/eNOS signalizace, miiZe pfispivat ke vzniku a rozvoji
diabetické nefropatie.

Druha studie byla provedena u streptozotocinovych potkanti. Autorka vySetiila 4 skupiny.
Vedle kontrolniho souboru byli sledovani potkani s diabetem bez 1é¢by, déle skupina potkant
lé¢enych 4 jednotkami inzulinu denné a kone¢né potkani Iééeni 12 jednotkami inzulinu denné.
Meéfeni probihala 4 tydny po indukei diabetu. Navic byli jesté kontrolni potkani (bez diabetu)
vySetfeni po 1é€be ¢tyfmi jednotkami inzulinu denné. Nejvet§i zmeény byly patrné u
nelécenych diabetickych potkand, u nichz doslo k ubytku télesné hmotnosti, nartstu
hmotnosti ledvin a pochopitelné k poklesu koncentrace inzulinu a vzestupu glukozy v plazme.
U této skupiny byla sniZena aktivita i exprese Akt kinazy a podobné i mTOR proteinu, kdezto
lé€ba inzulinem vedla k jejich navySeni. V pfipadé Akt kinazy doslo k vyrovnani hodnot

s kontrolndmi zvitaty, kdezo mTOR u léCenych zvifat pfevysily hodnoty kontrolniho souboru.
Autorka dochdzi tak k hypotéze, Ze za podminek DM 1. typu je ziejmé mTOR ve vztahu

k metabolické kompenzaci regulovan jesté dal$imi mechanismy.

Tteti studie se zabyva renalni cyklooxygenazou 2 u obéznich Zukerovych potkantl. Na rozdil
od COX-1, jejiz exprese klesla u ZDF potkanti, COX-2 naopak narostla spolu se zvySenym
vydejem prostanoidi moc¢i. Podani wortmaninu vedlo k poklesu vydeje prostanoidt mo¢i u
ZDF potkant, ale nikoli u kontrol. Pozorované zmény mohou souviset se zménami renalni
hemodynamiky i s vyvojem hypertenze prokazovanymi v ramci rozvoje diabetické nefropatie.



V provedenych experimentalnich studiich autorka dochdzi k originalnim pozorovanim, které
obohacuji soutasné poznatky z patofyziologie renalnich zmén u diabetu ve vztahu ke
kompenzaci onemocnéni i hladindm inzulinu.

Po formalni strance dizertadni prace je zpracovana na 73 strankdch, citovano je 269 praci,

z nichZ 42 je z poslednich péti let. Vlastni text je pfehledng ¢lenén do Sesti kapitol, po obecné
stati o patogenetickych mechanismech diabetické nefropatie autorka uvadi stru¢nou
charakteristiku pouZitych zvitecich modelti, déle charakterizuje proteinkindzu B a jeji ulohu,
podava charakteristiku mTOR proteinu a v nasledujicich tfech kapitolach uvadi vysledky 3
studi, jejichZ text ,,in extenso® je uveden v pfiloze. Jedna ze studii byla jiZ publikovéna a
kopie publikace tvofi jednu z ptiloh.

Dotazy a pfipominky:

Studie jsou logicky strukturované, vedou k odpovédi na poloZené otazky, jejich zpracovani
v pfiloZenych rukopisech je perfektn& dokumentované. Nemam k nim proto Zddn¢ zdsadni
pfipominky. Nasledujici dotazy vyplyvaji z vlastniho textu dizerta¢ni préace.

1. Z predlozené dizertaéni prace nevyplyva, jakou ¢4st experimentalni prace provadéla
autorka sama, coz by bylo vhodné uvést.

2. Podle soucasnych predstav je mTOR vyznamnym proteinem, ktery se podili na rozvoji
inzulinové rezistence. Tomu by mohl z&4sti napovidat i obr. 5 na str. 21. Existuji doklady o
poklesu exprese ¢i aktivity Akt pii zvy$ené expresi mTOR?

3.V citacich je uvedena jedna ptehledna publikace autorky o charakteristice proteinkindzy B,
kterd byla jiZ publikovéna ve Physiological Research a mohla byt t¢Z uvedena jako jedna
z priloh.

4. V textu je pouzita fada zkratek, vétSina je spravné vysvétlena, u nékterych plny nazev chybi
(viz napi. ROS na str. 4, UCP na str. 5 aj.). Praci by prospél ptehled pouzitych zkratek
uvedeny jako samostatny seznam.

5. Na str. 4 autorka v prvnim odstavei hovoti o neenzymové glykaci. V nadpisu odstavce by
bylo proto vhodné&j$i zvolit termin ,,glyka¢ni produkty a nikoli glykosylaéni (podobné i na
str. 5, 6 a 7). Glykosylace oznacuje d&j katalyzovany enzymem, o ¢emz se v tomto piipadé
nejednd.

6. Na str. 5 by byla vhodna tuprava formulace 2. véty prvniho odstavce. Z pouZité formulace
vyplyva, Ze ,,reaktivni formy....“ nestadi zneskodnit antioxidaéni systém. Opak je pravdou,

nebot’ antioxida¢ni systém je ma likvidovat.

7. V odborném textu bych doporudil jiné vyjadfeni nez pomoci slova ,,diky™ - viz 2. odstavec
na str. 5 hned ve tfech vétach po sobg.

8. Na str. 7 méla autorka pod pojmem ,,plasminogen-aktivujici inhibitor na mysli ziejme
inhibitor tkafiového aktivatoru plazminogenu® (tj. PAI-1).

9. Na str. 9 na obr. 2 dole vpravo chybi jeden pojem, zfejmé ,,tubulointersticialni fibroza®.

10. Co znamena ,,rodina AGC proteinovych kinaz“? Co znamena tato zkratka? (viz str. 11)



11. Nékteré pojmy v prepisu do edtiny vychazeji ziejme z anglictiny, kterd je ponechédna (viz
str. 12, Tab. 1 ,,Purkytiovy buiiky* misto Purkinjovy, nebo v Tab. 2 prvni fadek ,,Faktor
misto Factor, podobné na str. 7 prvni odstavec ,,inhibitor metaloproteinaz™ misto
metalloproteinases.

12. K obr. 3 chybi odkaz v textu.

13. Nastr. 31 v Tab. 5 ve sloupci oznafeném hmotnost pravé ledviny v fadce ZDF 12 chybi
desetinna ¢arka (ma byt 1,295+0.04).

14. Na obr. 20 a 21 by mélo byt oznaceni ,,Vydej PGE a TxB v mo¢i* a nikoli ,,produkce®.
Jedna se o vydej modi. Viz téZ piislusny graf v piivodni publikaci uvedené jako pfiloha 3.

15. Pomijim drobné pieklepy v textu.

Shrnuti a celkové hodnoceni:

Préace vyborné dokumentuje piinos autorky po strance odborné problematiky. Téma préace je
velmi aktudlni a vyznamné nejen z hlediska experimentalni fyziologie, ale i praktické
mediciny. Jednd se o hlubsi poznani mechanismti rozvoje diabetické nefropatie, které jsou
dilezité pro volbu vhodnych lé¢ebnych opatieni do budoucna. PouZité metody v préaci jsou
moderni a na vysoké trovni. Autorka ziskala prioritni vysledky, z nichz logicky vyvozuje
zavery pro vysvétleni nékterych patofyziologickych souvislosti. Povazuji tyto vysledky za
vysoce cenné. Uchazecka zvladla metodu védecké prace od piipravy experimentu po
zpracovani vysledkt a pfipravu rukopisu na takové trovni, aby mohl byt publikovén

v zahrani¢nim ¢asopise s impakt faktorem. Tim napltiuje kriteria pozadovana k diserta¢ni
préci doktorského studijniho programu.

Uvedené pripominky nikterak nesnizuji vyznam dizertaéni prace, kterou uchazecka doklada,
ze splituje predpoklady pro predloZeni prace k obhajobé.

Prace dokumentuje, Ze autorka ma predpoklady k samostatné tviréi védecké praci. Na
zékladé vyse uvedenych skutecnosti doporuéuji, aby mer. Jané Zdychové byl udélen po
obhajobé dizertacni prace titul ,,PhD*,

V Praze, 20. srpna 2008 Prof. MUDr. Jan Skrha, DrSc.
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