Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Jany Frydlové “Separace
zaludecénich aspartatovych proteas pomoci afinitni chromatografie*

Autorka vypracovala svou disertatni praci pod vedenim ing. Zdenky Kulerové CSc. na

Ustavu patologické fyziologie 1.LF UK. Jednim zfeSenych projektl se zabyva studiem

Zaludecni sliznici, a vyskytem zavaZznych Zalude€nich onemocnéni. Urceni vzdjemného

poméru pepsinogenu A a pepsinogenu C je dulezité pro diagnostiku atrofické gastritidy, ktera

je povazovana za premaligni stav rakoviny Zaludku. Jednim zcilii tohoto projektu je i

vypracovani metody pro separaci pepsinogenu A a pepsinogenu C a jejich aktivnich forem,

ktera by byla vhodna pro sledovani jejich zmén b&hem Zalude¢nich onemocnéni.

Cely literarni Gvod je zpracovan piehledné a doloZen 91 citacemi. Dava souéasny a uceleny

pohled na pepsinogen a pepsin a to jak na jejich fyzikalné-chemickeé vlastnosti, strukturu,

mechanismus aktivace pepsinogent na pepsin tak na syntetické a pfirozené inhibitory pepsinu.

Autorka rovnéZ popisuje sou¢asnou problematiku sledovani hladiny pepsinogent ve zdravém

lidském té&le v séru a tkanich a jeji zmény pii nejriizngjsich patologiich. Detailn€ jsou popsany

znamé metody isolace a separace pepsinogend a pepsint.

Cilem piedkladané prace bylo pfipravit vhodné afinitni sorbenty a hledat nejvhodnéjsi

podminky pro isolaci a separaci pepsinil a pepsinogent.

V experimentalni &asti prace jsou pripravovany afinitni sorbenty a testovany na kapacitu a

specifitu. Afinitni chromatografii na riiznych sorbentech byly zjistovany nejvyhodngjsi

podminky pro adsorpci a eluci jednotlivych forem, pro separaci pepsinogent i pepsinit A a C.

Isolace afinitni chromatografii byla provadéna pomoci FPLC, analysa smési peptidil pepsint

po §tépeni proteasou (o-chymotrypsinem) byla urovana pomoci MALDI TOF. Identifikace

lidskych pepsinogenti byla provedena nativni polyakrylamidovou gelovou elekiroforézou

s vizualizaci jednotlivych pepsinogent na zakladé proteolytické aktivity po jejich aktivaci.

Vybér metod odpovidd studovanému problému a praktické zvladnuti svédéi o

experimentdlnich schopnostech autorky.

Vysledky jsou dokumentovany obrazky a tabulkami.

V souladu s cili pfinesla disertace nové poznatky:

1. Byly piipraveny tii afinitni sorbenty jodovanad L-tyrosin-Sepharosa, 3,5-dijod-L-tyrosin-

Sepharosa a N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa, které byly charakterizovény jejich

schopnosti vazat modelovy enzym praseci pepsin A.

Pfi studiu interakce prasetiho pepsinu A a jeho komplexu s pepstatinem A a nebo

pepsinogenu A s pfipravenymi sorbenty bylo prokazano, Ze se aktivni misto pepsinu

nepodili na jeho interakci se sorbenty N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa a 3,5-dijod-L-
tyrosin-Sepharosa.

3. Vsechny piipravené sorbenty byly pouzity kseparaci pepsinu A a pepsinu C
z okyseleného homogendtu lidské Zaludedni sliznice pacientl srliznymi ZaludeCnimi
chorobami i z Zalude¢ni §tavy zdravého jedince.

4. Vysledky ukézaly jako nejvhodn&jsi sorbent pro separaci pepsinu A a pepsinu C, N-
acetyl-L-phenylalanin-Sepharosu. Na tomto sorbentu bylo téZ provedeno CasteCné
oddéleni pepsinogenu A z lidské Zaludeéni sliznice.

Prace je sepsana peclivé s minimdlnim poctem pieklepd. K disertaci mam nasledujici

pfipominky a dotazy.

1. Str. 9 Tab. 1.1. V piehledné tabulce by mély byt uvedeny vSechny popsané Zaludefni

aspartatové proteasy, nejen ty pouzivané v této préci.

2. Str. 34 Pro¢ pii proteolyse proteinil proteasou (¢-chymotrypsin) pouZivate tak dlouhé

¢asy 18 hod pti 37° C pro §t€peni?
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3. Str. 40 Obr. 4.1. Schéma imobilizace derivéta....Pfehledné schema, autorka by se méla
odkdzat na vlastni publikaci v r. 2008, kde je toto schema uvedeno. Povazuji za dilezité, aby
vlastni publikace byly uvedeny v seznamu publikaci a autorka je ve vysledcich zmitiovala.

4. Str. 48 Obr. 4.7. Pro pfehlednost obrézku by bylo dobré zde uvést pH a ne odkazovat na
chromatografické podminky v obr. 4.6.

5. Str. 61 Chcete pokracovat v dalSim déleni pepsinogent A i C z lidské Zaludetni sliznice,
pro jejich lepsi rozdéleni? Zkouseli jste na stejném nosici separaci za jinych podminek, kdy
nejsou take tak silné nespecifické sorbce (nizsi pH 5.0- 6.0, pozvolngjsi gradient iontové sily),
a dalsi déleni pomoci HPLC?

6. Str. 65 Vlastni publikace autorky by mély byt uvedeny pod plnym ndzvem a mély by byt
k disertaci pfiloZeny.

7. Netusite jakou fysiologickou €i patologickou tlohu by mohla hrét pfitomnost pepsinogenu
v semennych vadécich nebo prostaté?

Vysledky dosaZené Mgr. Janou Frydlovou piedstavuji pfinos pro rozvoj zakladniho
biochemického vyzkumu a to moznosti detekce aspartatovych proteas pepsinu A a pepsinu C,
které je dileZit€é pro diagnostiku riiznych onemocnéni Zaludku z hlediska objasnéni déjd
spojenych s patofysiologickymi procesy u &lovéka.

Zaver: Mgr. Jana Frydlova prokazala schopnost tviiréi védecké préace, osvojila si teoretické i
metodické znalosti, splnila v&decky tikol, jimz byla povéfena. Vysledky disertaéni prace jsou

obsahem tf{ publikaci s IF. Doporucuji, aby disertaéni prace Mgr. Jany Frydlové byla pfijata
k obhajobé a stala se zakladem k udéleni védecké hodnosti PhD.
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