Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Ing. Jany Pokorné

»Modulation of HIV-1 protease activity*

Autorka Ing. Jana Pokorna pieklada k obhajobé diserta¢ni praci zamétenou na proteasu HIV.
Prace je rozdélena do dvou ¢asti. Cilem prvni ¢asti prace bylo analyzovat vztah mezi strukturou a
funkci tohoto enzymu a zjistit i¢innost dvou typt inhibitord HIV proteasy. V dalsi ¢asti prace se
disertantka zabyvala vlivem sodnych a draselnych iontt na aktivitu HIV proteasy.

Prace je psana srozumiteln€, velmi dobrou anglictinou a obsah jednotlivych ¢asti je vyvazeny.
Po teoretickém tvodu, ktery je velmi ¢tivy a v dostateéné mife seznamuje ¢tenate s problematikou,
nasleduje vycet cili prace a struény komentat k vysledkiim, obsazenych v péti publikacich, na
nichz disertantka svoji praci zaklada. Ty tvoti druhou polovinu prace.

Cast zasvécend inhibitorim monitoruje inhibiéni aktivitu rGznych substituenti
metalokarboranu, tj. inhibitoru, kterému se laboratofe doc. Konvalinky v posledni dobé
systematicky vénuje. Substituce byly provedeny s cilem pozménit velikost a naboj centralni ¢asti
molekuly. Je diskutovano pon€kud piekvapivé zjisténi riznych typi inhibice téchto molekul. Byla
pozorovana jak kompetitivni, nekompetitivni 1 smésné inhibice standardniho typu proteasy.

Testované metalokarboranové slouceniny rovnéz vykazovaly dobré inhibi¢ni schopnosti vici
mutantnim formam proteasy resistentnim vi¢i zndmym inhibitortim.

Druhym studovanym inhibitorem je znamy a klinickymi studiemi ovéfovany inhibitor skladani
HIV, bevirimat, ktery se vaze v oblasti CA/p2. 1 zde se disertantka zaméfila na porovnani
resistentnich forem proteasy s divokym typem tohoto enzymu. V publikaci je diskutovéana pficina
riznych hladin resistence k bevirimatu v souvislosti se §tépenim mutovanych mist v Gag. Autofi
dospéli k zavéru, Ze resistence k bevirimatu souvisi s rozdily ve schopnosti mutantnich proteas
Stépit cilové misto CA/p2.

K autorce mam nésledujici dotazy:

Jak si vysvétlujete rtizné mechanismy inhibice u skupiny relativné podobnych inhibitort
odvozenych od jedné slouceniny? Nehrozi v tom pfipadé riziko, Zze budou inhibovany i jiné
aspartatove, ¢i dalsi proteasy?

Pro¢ nebylo pfi studiu vlivu Na* a K" iontfl pouzito fysiologické pH, ale spise kyselé prostiedi?

Je znamo, ze se pom¢ér téchto iontd méni v zévislosti na fysiologickém stavu buniky napt. pfi vstupu

do apoptosy. Je vSak rovné ziejmé, Ze studované koncentrace kovil jsou vyrazné vyssi, nez



fysiologické. Pripustila byste, byt hypotetickou, moznost vlivu téchto iontii na aktivitu proteasy
piimo Vv buiikach nap¥. pfi lokalnich zménach koncentrace a poméru Na'/K*?

Je ziejmé, ze Ing. Pokornd vypracovala velmi kvalitni disertacni praci v prostiedi kde je
takovato kvalita standardem. Ze soupisu praci navic vyplyva, Zze Ing. Pokorna publikovala i dalsi
prace, které s disertaci pfimo nesouviseji.

Zavérem proto konstatuji, ze predlozend prace splituje pozadavky kladené na disertacni praci, a

proto ji doporucuji ptijmout k obhajob¢.
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