Zapis z védecké rozpravy — obhajoba disertaéni price Ing. Lenky Hanusové,

ZF JU v C. Bud&jovicich, 10.6.2008

Doc. J. Divis;

Ing. V. Mika:

RNDrx. 1. Prasil:

Jaka je budoucnost uplatnéni inhibitord proteaz?

Pfedpokladém,Ze v huménni medicing, 168b& rakoviny a obezity — tam je
perspektiva nejvetsi. Dal$i moZnosti jsou pak v potravinafstvi, ochrang
rostlin.

Kratkym varem lze PI inaktivovat, jak je Ize pak vyuZit jako aditiv

v piipravcich?

Nekteré PI jsou extrémné termostabilni, nestabilni proteiny lze formulovat
do stabilnich pfipravki.

Jednim z cilG prace bylo stanoveni odriidovych rozdilt z hlediska obsahu
proteinu, mélo by byt uvedeno v préci.. V zavéru prace jsou uvedeny
prikazné rozdily, v autoreferatu neprikazné.

Vysledky obsahu PI u jednotlivych odrid jsou uvedeny v tabulkéch a jsou
statisticky vyhodnoceny — spravné tidaje jsou uvedeny v diserta¢ni praci,
udaje v autoreferatu jiz byly opraveny.

Mgr. S. Sykorova: Piesnéjsi termin by bylo pouziti mobilni faze namisto eluéni puft.

Toto oznaeni pro mobilni fazi uvadénou v praci jsem nasla v publikacich
z nichZ jsem vychazela.



Odpovédi na otazky v oponentském posudku Ing. Viclava Kristafka, CSec.

1) Je na misté, aby autorka naznagila monosti vhodného chemického sloZeni eluéniho

pufru.

V literatufe byva nejéast&ji uvadéna kombinace acetonitrilu s kyselinou
trifluorooctovou, kterd jsem rovnéZ pouzila. Jako vhodn4 nahrada byva zmitiovana
kombinace methanolu a acetonitrilu. Ani tato kombinace viak nespliiuje podminku pro
moZnost pfimého vyuZiti inhibitort protedz, izolovanych pomoci HPLC. Jiné chemické

sloZeni eluéniho pufru jsem v odborné literatufe nenalezla.

2) Prosim o vysvétleni, pro¢ neni citovana préce autorky ve védeckém asopise s IF.

Clanek, ktery jsem publikovala v Sasopise Chemické listy, je referdtem a shrnuji se
v ném poznatky, uvedené v literarnim pfehledu mé disertadni prace. Jako vhodné&jsi se
mi tedy jevilo citovat ptivodni prace autord, z nich sem pfi tvorbé svého &lanku

vychazela.



Odpovédi na dotazy z oponentského posudku Ing. Viclava Dvoficka, Ph.D.

1) V metodické &asti uvadi autorka jako navazné statistické hodnoceni LSD
test. Je tim minén Fishertv LSD post-hoc test nebo se jedna o n&jaky vicerozmérny
test, na jehoz zéklad® byla urfena odrida Kariera jako cituji ,,nejméné podobna™
v retencnich &asech k ostatnim odridam? Vyjadfeni nejméné podobna k ostatnim by
se totiz spie hodilo pro n&akou aplikaci vicerozmé&mé statistické metody typu PCA

nebo klastrové analyzy.
Opravdu byl pouzit Fisherdv LSD post-doc test. Formulace, Ze odrida Kariera je

nejmén& podobna ostatnim odridam, je pongkud ne§t’astn zvolena. Pi pouZiti
zminéné statistické metody by bylo mozna lep&i formulovat danou skute¢nost
nasledovng: Odrtda Kariera vykazovala nejvétsi rozdily k ostatnim hodnocenym
odradam.

2) Pro¢ nebyla v névaznosti na vysokou signifikaci analyzy rozptylu (p=<0,001)
do vysledkové tabulky retencnich &ast resp. procentickych podilu jednotlivych tfid
protedz rovn€Z zanesena pomoci pismennych indexu statisticka prikaznost pro tyto
asy mezi jednotlivymi odridami?

Statistické porovnani odrid nebylo primarnim cilem a vzhledem k rozsahu
vysledkovych soubord a pro v&t§i piehlednost jsem se rozhodla detailni popis v ramci
disertaéni prace neuvadét. Uznavam, Ze mohly tyto udaje byt soudasti ptiloh. Pro
ilustraci dodavam alespoii jeden ukazkovy soubor vysledkt Fisherova LSD post hoc
testu (viz piiloha).Byl vybran vysledek Fisherova LSD testu pro retenéni ¢as 5 (§j. pro
retenéni &as skupiny PCPI). V tomto ptipadé se jednalo o retenéni Casy ziskané
pomoci metody Inhibitoryl. V podbarvenych poli¢kach jsou statisticky neprukazné
rozdily. Zde lze sledovat, Ze rozdily mezi hodnotami odridy Kariera a viech ostatnich
odrid byly statisticky vyznamné. Podobné vysledky byly dosazeny u vech ostatnich

retendnich Sasti a procentickych obsahi.

3) V metodické ¢asti uvedeny odkaz (Sykorova et al. 2006) mimo jiné
charakterizuje stav hliz pro extrakci hlizové §favy zahrnujici jejich optimalni
vyzralost, pfednostni sklizeti po =zaschnuti listd a podminky skladovani. V této
souvislosti bych mé&l dotaz zda je moZné odekavat kvantitativni zméeny inhibitort
proteaz v pribéhu skladovani hliz, pfipadné zda toto mohlo mit n&jaky dopad na

Vami zjisténé odridové diference v podilech téchto proteind.



Vzhledem ktomu, Ze inhibitory protedz slouzi jako zasobni bilkoviny v obdobi
kliCeni, lze ofekdvat kvantitativni zmény v prib&hu skladovéni. Pusztai (1972)
prokdzal Casovou shodu mezi obdobim maximédlni proteolyzy a obdobim
maximalniho obsahu inhibitoru protedz v prib&hu klideni fazolu $arlatového.
Nekteré skupiny inhibitori protedz obsahuji vy$$i podil cysteinovych zbytki na
podjednotku a mohou tedy slouzit jako zdroj siry potiebné pro klieni. Jedni se
pfedevSim o inhibitory protedz sniz§i molekulovou hmotnosti. Lze tedy ocekavat
naridizpattitazéchda iblyibitgiel pre¢déné skuteCnosti mohly mit vliv na mnou zjisténé
odridové diference, nelze jednoznacné odpovédét. V 7adné praci jsem nenalezla
zminku o takovéto souvislosti. V pfipad€ mnou vyuzitych hliz byly tyto skladovany po
stejnou dobu, tudiZ nelze ani empiricky potvrdit néjaky vliv doby skladovani na

rozdily v procentickém podiul PI's u jednotlivych odrid.

4) Deklarované statisticky prikazné rozdily v retenénich casech jednotlivych
skupin proteaz u nékterych odriid by pfivadély rovnéz k myslence jejich vyuZiti jako
odridové markery. Je toto vyuziti podle Vas teoreticky mozné, ¢i budou tyto vysledky
vice podiéhat externim vliviim prostiedi a fyziologickému stavu hliz?

Teoreticky je takové pouZiti mozné. Retenéni Casy u jednotlivych odrid by
nemély vyrazné kolisat v zavislosti na vn&jsich podminkach. Je vSak nutno dodrZet
piesné stanovenou metodiku. Problém by mohla predstavovat pouze skuteCnost, Ze
ptistroj HPLC pouzity pro tuto praci, tj. kapalinovy chromatogram Finnigan
SpectraSYSTEM Narrow-bore HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
od firmy Thermo Separation Products, je prototypem a neni a nikdy nebyl komertné

vvvvvv

prili§ velkym problémem.
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Odpovédi na otizky v oponentském posudku Ing. Viclava Miky, DrSc.

1) Kladn¢ hodnotim snahu oprostit kapitolu od zabihani do pfilisné $ife a jit rad&ji do
hloubky problému. Pro¢ se tu pfesto vzpominaji perspektivy vyuziti PI's v 1ékaf¥stvi, které

s vlastnim feSenim — a¢ tématicky nesporné velmi zajimavé — maji mélo spole&ného?

Domnivala jsem se, Ze toto drobné odbo&eni od tématu by mohlo byt zajimavé a mohlo by
pomoci zdivodnit, pro¢ je studium PI’s ptedmé&t z4jmu této i jinych praci. Vyuziti PI's
v lékafstvi se navic nabizi jako moZné feSeni pro vyuZivani hlizové §avy , vzniklé jako

odpad pfi produkei $krobu.

2. KdyZ uz se tedy disertantka pfece jen rozhodla pojednat o PI's v kladném smyslu, pro¢
se opomiji jejich jednozna¢né negativni plsobeni ve fyzilogii trdveni, napf. u
hospodéiskych zvitat s fadou zavaznych praktickych konsekvenci? Odkaz na né 1ze nalézt

snad v kazdé tuctové ucebnici vyzivy!

Z hlediska vyZivy zviFat se jednad o antinutricéni latky v krmivech, nebot’ PI's vytvdreji
s proteolytickymi enzymy znacné stabilni komplexy, které viak uZ ztratily enzymovou
aktivitu.. Tim se sniZuje vyuZiti dusikatych ldtek (NL) v téle zviFete a nestavené NL
predstavuji pro Zivotni prostiedi navyseni zdatéZe. (cf. nap¥.: Kalac, P. — Mika, V.:
PFirozené §kodlivé ldtky v rostlinnych krmivech. UZPI Praha, 1997, 317 s.)

Ptehled roli PI's nebyl minén jako pfehled vSech stranek jejich plisobeni. Zde mély byt
spise uveden prehled jeho roli v rostling. Cést vénovana roli PI's v huménni medicing méla
byt moZna zafazena jako samostatny celek, kdy by se jednalo spise o pfehled moZného
dalsiho vyuziti PI's v piipadé, Ze se podaii nalézt vhodnou metodu k jejich izolaci

z hlizové §t'avy, ktera vznika pfi primyslovém ziskavani $krobu. Vzhledem k negativnimu
pusobeni PI's v traktu hospodéiskych zvifat a skute¢nosti, Ze byly zaznamenany pozitivni
vysledky pfi vyuziti PI's v humanni medicing, jsem svou pozornost zaméfila timto

smeérem.

3. V kap. 2.3.1.2. (str. 19) mohlo byt feceno, Ze v hlizach se PI's nachazeji zejména

v kortexu v oblasti kli¢ku. Slouzi jako zasobni bilkoviny v obdobi kli¢en.



N

Tuto skuteCnost jsem opomenula uvést. Oblast vyskytu PI's je v souladu s jejich funkci

jako zasobnich proteint v obdobi kli&eni.
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