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aspartitovych proteinas.”

. Oponent : Prof. Ing. Martin Fusek, CSc.

Hlavni cile disertadni prace Mgr, Michaely Rajéanové byly (strana 28) nalezeni novych
separadnich metod pro izolaci dvou lidskych aspartdtovych peptidaz (pepsin A a C), které by
slouzily jako podklad pro lep3i diagnostiku gastrickych patologii. Pro tento tikol si disertantka
vybrala metodu afinitni chromatografie, kde ligandem jsou peptidové inhibitory aspartatovych
peptidaz, jejichZ inhibi¢ni konstanty by se mély vyrazné 1i%it pro dané enzymy.

Predkladans disertatni prace je vypracovana v rozsahu 98 stran véetng citované literatury.
Autorka cituje 82 literarnich zdrojli v pfevaZné vétding ponékud zastaralych.

Formalni uprava

Diuzno podotknut, ¢ z formalniho hlediska je v disertaci mnoho neit’astng zvolenych
formulaci a odchylek od zavedenych postupti, Napiiklad bych olekaval, Ze seznamy piistrojil,
chemikdlif a biologickych materialé budou sefazeny abecedné, ale neni tomu tak. Déle
autorka v teoretické &asti pouila ilustradni obrazky, zjevnd ne vlastni — napiiklad obrazek 12
- a to bez uvedeni zdroje.

Formulace jako : ,,Hladiny pepsinogenti se ménf s pohlavim, vekem, véhou a ndrodnosti” (str
20), ,.Nejzédvazngjsi nemoci je rakovina Zaludku® (Str. 20) nejsou zcela spravné.

Teoreticka &ast,

Teoretick4 st je rozvedena na 15 strandch zékladniho textu. Mohu jen konstatovat, Ze
takovy rozsah odpovida v ramei experimentalnich oborf diplomové praci a ne disertaci,
7v14§ts kdyz autorka pokryva celou fadu predm&tii — od aspartitovych peptidaz aZ po afinitni
chromatografii a pouZivané noside. V teoretické Casti se take autorka dopousti celé Fady
nepfesnosti. Tak napifklad na stran€ 14 je uvedeno, Ze Do piijeti potravy z PGA vznikd
pepsin A v kyselém prostfedi ZaludeCni Stavy” a samotny molekuldrni proces neni uveden.
Tento proces je pak zmindn na stran€ 18 kde se pravi ,,a molekula zymogenu podstupuje
konformagni zmény odsunutim aktivaéniho peptidu z rozsedliny. Aktivni centrum je odkryto
a enzym se stiva aktivnim®, Nikde ani zminka o autokatalytickém od§tépeni aktivacniho
peptidu, tedy zavéru aktivace, ktery je (mimo jiné) ditvodem zirdty stability v bazickém
prostiedi coZ ma zdsadni fysiologické divody. Navic, na jedné strance najdeme pojmy aktivni
misto a aktivni centrum, i kdy? z textu vyplyva, e je minéno to same. Na stran& 18 — hned
prvnf véta nasledujictho odstavee ifkd, e ,,povaha aktivniho mista dava malym substratim
moznost natoéent. Proto se pro vyzkum specificity mechanismu hodi lépe substrét dostatecne
velky a vétiinou synteticky. Z piirozenych substratéi se pouZivaji bemoglobin .....* Musim se
zeptat — ¢o je minéno ,,moZnost natodeni“? Co je ,,vyzkum specificity mechanismu® — mini se




tim enzymaticka specificita a nebo vyzkum katalytického mechanismu, a proé¢ po zdiraznéni
dtleitosti syntetickych substrat nasleduje vycet proteind?

Vyznam dileZitosti uréovani hladin obou pepsinti v t&lnich tekutinach, ktery je vlastné
zékladnim motivem celé prace na necelé strénce textu a je podpofen 11 citacemi. O¢ekaval

" bych, e to bude vyznamné& podrobn&jsi popis a zdtivodnéni celé préce. Rada ne zcela
ptesnych formulaci a velmi zkratkovity popis je i na dalgich strandch vénovanych imobilizaci
a afinitni chromatografii.

Z4sadnim zptsobem mi chybi vysvétleni, jak a pro¢ byly pro experimenty zvoleny dané
peptidové inhibitory.

Experimentalni ¢ast.

ExpetimentAlni ¢ast ma 22 stran, Popis metod je piimefeny a ilustrativni. Nicméng mél bych
n&kolik technickych ptipominek: na strang 37 je uvedeno, jak bylo orientaéné urfeno
mnoFstvl navazaného ligandu. Jedn4 se o nesmirng zjednodueny postup, kdy nebyl urovan
viiv vymyvani. Pro& nebyl pouZit daleko piesngjsi postup wrdeni obsahu aminokyselin po
jejich hydrolyze z nosite? Na strané 41 a naslednych je popsano, jak byla urtena kapacita
nosisi pro jednotlivé enzymy. Nikde neni uveden zplisob promyvani se zm&nou napf. jontove
sily. Tak jak je metoda popséna, bylo mozno zanést do experimentu velikou chybu, protoZe
mohlo dojit k nespecifické sorpei samotnych enzymi. Na strané 42 je popséno urcovani
nespecifické vazby obecnych proteini na nosi¢e. Neni uvedeno, pro¢ byly zvoleny prave
trypsin, chymotrypsin, albumin? Je ptedpoklad, Ze pravé serinové protedzy budou interferovat
se stanovenim pepsinu v lidské krvi? Posledni pozndmkou k experimentélni &asti je to, Ze by
moZnd pro urovani kinetickych parametrl bylo lépe pouZit vhodny synfeticky substrat,
pouziti metody §t&pent hemoglobinu je pfeci jen mirng archaické a moZnd zbytetne pracné.

Vysledky a diskuze.

Celkove 1ze shrnout, Ze vysledky, které disertantka ziskala, odpovidaj stanovenym cilim,
Nicméné nenf jasné, jak je to tedy s inhibicf prase¢iho pepsinu A a potkanfho pepsinu C jak je
uvedeno na strané 63. V jedné v&t& se pravi, Ze peptid ~Ty-Tyr. ~Phe-Tyr- neinhibuji ani
jeden z enzymi, zatimeo nasledujici tabulka 3.3. ukazuje pro peptid Tyr-Tyr pro pepsin C
mikromolarni inhibici, Jedna se pieci o kliSové mé&feni, které by mélo ospravedlnit celou praci
a pii tom je popsano zfejme chybng. A jestlize neni namé¥ena ¥adn4 inhibice uvedenymi
peptidy v rozioku, pro¢ jsou potom pouZity pro afinitni noside a pro¢ tam potom dochézi

k zéchytu pepsinu A. Samotna diskuze je uvedena na 3,5 strénkach.

Celkové hodnocent :

Disertantka Mgr. Michaela Rajéanova ve své praci nazvané ,,Peptidové inhibitory
imobilizované na magnetické nosiée a Sepharosu aplikované na separaci Zaludenich




aspartatovych proteinas.” provedla celou fadu experimentd a splnila stanovené cile. Pies velké
vyhrady k textu disertadn{ prace i k zvolenym postupiim a vzhledem k publikacim uvedenym
v atoreferatu doporuéuji praci k obhajobg. )

V Praze dne 19.92014 .. Srere e Noverionen { .................
Prof. Ing. Martin Fusek, CSe.

Dotazy:

1. Jak/pro¢ byly zvoleny pravé dané peptidy jako ligandy?
2. Pro& nebyla uvaZovéna imunospecificka cesta pro uréeni jednotlivych enzymi ?
3. Prot byly pro nespecifickou sorpei vybrany pravé uvedené i proteiny ?




