Posudek oponenta disertacni prace Mgr. Jany Frydlové

"Separace aludelnich aspartatovych proteas pomoci afinitni chromatografie”

Exaktnich biochemickych metod v Iékarské diagnostice se vyuziva stale vice a pofad jsou
jesté oblasti, kde by bylo moZné tyto postupy dale zavadét. Ukol, ktery si autorka vybrala nebyl
vitbec lehky. Separace dvou enzymtl, které jsou si velmi podobné jak strukturou molekuly tak
enzymovou aktivitou, je ukol velmi komplikovany. Autorka zvolila pro déleni biologicky
aktivnich latek, v tomto pfipadé enzymui, pro biochemika typicky pFistup, a to afinitni
chromatografii.

Splnéni zadaného dkolu znamenalo pfipravit a vybrat nejvhodnéjii chromatograficky
nosi¢, stanovit nejvhodnéjsi podminky jak specifické adsorpce tak i desorpce pepsind. To
zahrnovalo 1 separaci ﬁepsinﬁ od balastnich proteinti jako jsou albumin a hlavné jiné proteasy, tzn.
trypsin, chymotrypsin aj. VSechny zminéné kroky autorka vyzkousela nékolika zplsoby, aby z
nich vybrala ten nejvhodnéjsi. Nakonec se pokusila o vlastni separaci obou pepsinl, tj. pepsinu A
a pepsinu C. Na trovni modelovych pokusti s prase¢im pepsinem A a krysim pepsinem C se to
autorce podafilo. Zbyva jesté expeximent dovést az k oddéleni obou pepsinli z lidské zaludeéni
sliznice, aby byl ikol splnén uplné.

Autorka v praci vyuzila moderni fysikalné-chemické, synthetické, enzymologické i
imunochemické metody. Prace je sepsana piehledné, srozumitelné a bez pieklepf. Podle mého
nazoru Mgr. Frydlova osvédila touto praci ptedpoklady pro samostatnou a tviiréi védeckou praci.

Praci doporucuji k prijeti jako praci disertatni a navrhuji, aby Mgr. Jané Frydlové byl
udélen titul doktor (PhD).

Na zavér uvadim nékolik pfipominek a dotazi, které ale nemaji na mé hodnoceni prace

zadny vliv.
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Pripominky a dotazy

1. Co to jsou hlavni buriky téla (str.10)?

2. Pro¢ pouzivéte dijodtyrosin jako analog substratu? Zajima mé hlavné pro¢ je tyrosin jodovany?
3. Jednotka aktivity enzymu by §la pfepocitat na mnozstvi proteinu uvolnéného za jednotku ¢asu
misto zmeény absorbance. Ale ani tak by nebylo mozné pii pouziti dané metody vyjadrit aktivitu
enzymu poctem rozstépenych peptidovych vazeb. Takze je to vlastné jedno.

4. Pepsin C musi podle definice 5tépit i substraty pepsinu A. Jde je ngjak rozlisit enzymologicky?
5. Co znamenaji % opakovatelnosti v Tab. 4.27 Cisla 2,4 a 5 neodpovidaji textu, kde se mluvi o
stonasobném opakovani beze zmény.

6. Nema nespecifickd adsorpce jinych proteind vliv na kapacitu nosiée pfi opakovéni
chromatografie? Pokusila jste se ngjak vy¢istit nosi¢ od adsorbovanych balastnich bilkovin?

7. Je opravnéni mluvit-o afinitni chromatografii, kdyz se nejedna o interakci typu enzym-substrat,
enzym-inhibitor, enzym-protilatka ap.

8.V tab. 4.4 by mély byt doplnény celkové hodnoty aktivity enzymd, aby bylo mozno porovnat
navratnost jednotlivych kroku (recovery).

9. Neptisobi aktivace zymogentl na aktivni enzymy autolysu a tim deaktivaci pepsina?




