Oponentsky posudek na disertacni praci

Nizev prace: Identifikace inhibitorii proteaz
Autor: Ing. Lenka Hanusova

Oponent: Ing. Vaclav Kristafek, CSc.

Hodnoceni prace

Nazev vystihuje dobie obsah prace, je vécny a stru¢ny. Literdrni piehled je logicky Clenény,
vztahuje se k zadané problematice a obsahuje kritické hodnoceni pouzitych informaci. Cile a
hypotézy jsou jasné formulované. Materidl a metody jsou dostaten¢ a prehledné popsany.
Pokusy byly logicky uspofadané. V kapitole 4.1.1. Popis vybranych odrid a v Piiloze neni
uveden presné zdroj iidaji o rodokmenech odrid. Vysledky odpovidaji pouZitym metodikdm
a jsou prehledné prezentované formou grafii a tabulek. Vysledky se zbyte¢né neopakuji.
Interpretace dat je dostate¢né a odpovida rozsahu dat a je podlozené dostateCnym mnoZzstvim
literarnich udaji. Prace ma jasné a jednozna¢né zavéry, které jsou podloZeny daty. Zde je na
misté, aby autorka nazna¢ila moznosti chemického slozeni vhodného elu¢niho pufru pro
komeréni cely. Pouzita literatura je v odpovidajicim rozsahu a je citovdna bez formalnich
chyb, jednotné dle norem. Prosim o vysvétleni pro¢ neni citovana prace autorky ve védeckém
tasopise s IF (Chemické listy 101 (7), 536-541). Formaélni stranka prace je bez vyraznych
nedostatkd. Text je srozumitelny i kdyZ ne vzdy gramaticky spravny. Jedno pfecteni prace

autorkou navic by véci jisté prospélo.

Prace se mi libi a nemam Zadnych zasadnich vyhrad ¢i komentaid. Praci pokladam za

zdatilou.
Prace spliuje pozadavky kladené na disertaéni prace predkladané na ZF JU a proto ji

doporuduji k obhajob& a po Uisp&$né obhajobé souhlasim s udélenim akademického titulu

doktor.
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Oponentsky posudek disertacni prace

Doktorand: Ing. Lenka Hanusova
Nazev prace: Identifikace inhibitorl proteaz
Skolitel: Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.

Prace predlozena na:  JihoCeska univerzita v Ceskych Budg&jovicich, zemédelska fakulta,

Diserta&ni prace se zabyva problémem vyznamnym z hlediska védniho, ktery by mohl najit
také praktické uplatnéni m.j. pfi laboratorni kontrole. Téma poskytuje disertantovi Siroky
prostor pro prokazani nabytych teoretickych znalosti, ziskanych laboratornich dovednosti a
odpovidajici prezentaci na ocekavané védecké urovni. Vybér tématu proto povazuji za zdafily
pocin.

Préace obsahuje 72 stran textu a 18 ¢ernobilych piiloh, pevné spojenych v celoplaténé vazbg.
Grafick4 znazornéni naméfenych hodnot s vyznacenim statistického vyhodnoceni, a tabulky
s ¢iselnymi podklady, jsou viazeny na ptislusnych mistech do textu. Prace se ptidrzela
struktury ¢lenéni obvyklé u védeckych publikaci. Jeji celkovy rozsah vzhledem k obsahu i
formé prezentace povazuji za primefeny, pii¢emz vlastni prce piedstavuje 75 celkového
rozsahu. Vyjadfovéni lze oznacit adjektivem vystizné a srozumitelné, po gramatické strance
bez vétsich piipominek. Formalni stranka prezentace je ptijatelna.

Zpracovani disertacni prace je zaméfeno vyhradné na okruh otazek vymezeny nazvem,

s vyhradnim zam&fenim na bramborové hlizy. Po stru¢ném uvodu je pfedlozen Literarni
prehled k problematice chemického sloZeni hlizy, role inhibitort protedz (PI's) v rostling,
moznosti vyuziti PI's v 1ékaistvi a zvlasté k metodam detekce.

Ptipominky: Kladn¢ hodnotim snahu oprostit kapitolu od zabihani do prilidné $ite a jit radéji
do hloubky problému. Pro¢ se tu piesto vzpominaji perspektivy vyuZiti PI's v 1ékatstvi, které
s vlastnim fesenim — a¢ tématicky nesporné velmi zaj imavé — maji malo spole¢ného?

1. Kdyz uz se tedy disertantka prece jen rozhodla pojednat o PI's v kladném smyslu, proc se
opomiji jejich jednoznacné negativni pisobeni ve fyzilogii traveni, napt. u hospodaiskych
zvitat s fadou zavaznych praktickych konsekvenci? Odkaz na né& lze nalézt snad v kazdé
tuctové uéebnici vyzivy!

7 hlediska vyZivy zvifat se jednd o antinutricni latky v krmivech, nebot’ PI's vytvareji

s proteolytickymi enzymy znacné stabilni komplexy, které vsak uz ztratily enzymovou aktivitu..
Tim se snizuje vyuZiti dusikatych ldatek (NL) v téle zvirete a nestévené NL predstavuji pro
Sivotni prostiedi navyseni zdtéZe. (cf. napr.: Kalac. P. — Mika, V.: Prirozené Skodlivé latky

v rostlinnych krmivech. UZPI Praha, 1997, 317 s.)

2.V kap. 2.3.1.2. (str. 19) mohlo byt feteno, ze v hlizach se PI's nachazeji zejmeéna v kortexu
v oblasti kli¢ku. Slouzi jako zasobni bilkoviny v obdobi kliceni.

Cile prace jsou formulovany v souladu s nazvem disertadni prace, a sice ve tfech bodech (str.
25). Pracovni hypotéza neni formulovana.

Kapitola Material a Metodika je zpracovana prehledné, vystizné a vyhovuje obecné premise,
aby podle ni bylo mozno pokus véetné méfeni piipadné zopakovat.



Kapitola Vysledky patfi k nejlepsim v celé praci. Je zpracovana takovym zptsobem,
aby bylo ziejmé, Ze naplnéni stanovenych cili bylo dosazeno. Lze potvrdit, Ze se to
disertantce podatilo.

Kapitola Diskuse je ¢lenéna vhodnym zpisobem podle vyse uvedenych cilti, coz usnadiiuje
orientaci. Jsou v ni (1) konfrontovany vlastni nalezy a vysledky méfeni s obdobnymi jinych
autort, dilem citovanych v Literarnim piehledu, (2) vyvozuji se souvislosti a pokousi se tu
najit spojeni s fakty jiz znamymi, a (3) upozoriiuje se na oteviené otazky a moznosti jejich
feSeni.

Kapitola Souhrn je na 4 stranach, mohla byt struéngjsi, ale budiz. Ve podstatné, ¢eho bylo
dosaZeno, tu je fe¢eno. Odstavce pfipominajici Literarni prehled musi ¢tendi jednoduse
pieskocit.

V zavéru disertaéni prace je pfipojen soupis publikaci. Ve tiech ptipadech z péti je Ing.
Hanusova uvedena jako prvni autor.

I pies uvedené pfipominky prohlasuji, Ze diserta¢ni prace vyhovuje pozadavkim kladenym na
tento typ praci podle zakona &. 111/1998 Sb. Proto komisi pro obhajobu pii JEU ZF

v Ceskych Budgjovicich doporuéuiji praci v tomto znéni piijmout jako podklad k obhajobg.
Po tisp&sné obhajob¢ navrhuji udélit hodnost ,,doktor®.
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V Tébofe, dne 27. kvétna 2008 v é P
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Ing. Vaclav Mika, DrSc.
VURYV Praha, v.v.i.



Oponentsky posudek

Diserta¢ni prace: ,Identifikace inhibitoru proteaz*
Autor disertacni prace: Ing. Lenka Hanusova
Oponent: Ing. Viclav Dvoracek, Ph.D.

PiedloZena disertatni prace se zabyva aktuelni problematikou detekce proteinovych
komplexti inhibitord protedz bramborové hlizy s dirazem na optimalizaci jejich detekce a
kvantifikaci pomoci vysokotlaké kapilarni chromatografie (HPLC). Vyznam studia této
heterogenni skupiny bilkovin spo¢iva v rozsahlé $kale jejich biologické aktivity ovliviujici
bezpocet fyziologickych procest rostliny, po¢inaje regulaci odbourdvani zédsobnich bilkovin a
konce jejich efektivni zapojeni do obranného mechanizmu s velkym piislibem jejich vyuziti
pii procesech transgenoze. Sviij velky vyznam nalézaji inhibitory protedz v posledni dob¢ i
v huméanni medicing napf. jako protirakovinna ¢inidla. Prace se konkrétné zaméiuje na
optimalizaci detekce 7 nejvyznamngjsich skupin inhibitorti proteaz a to na podkladé detekce
dvou komeréné deklarovanych standardti (Chemotripsin Inhibitor I, Potato Carboxypeptidase
Inhibitor, Potato). Optimalizované metody pak byly dale vyuzity pro skriningovou detekci u
kolekei 17 registrovanych odriid brambor, v&etné jejich otestovani v provoznich podminkach
pfi detekci zmifiovanych tfid inhibitord protedz v odpadni hlizové $tave, jez je vedlejsim
produktem $krobarenského zpracovani brambor. Na tomto mist¢ tak musim pochvalit
navrzené téma prace i logickou strukturu feSeni vychazejici z dobfe zajisténého metodického
zékladu s aplika¢ni navaznosti na odriidovou (Slechtitelskou) problematiku i pfimou vazbu
k aktualni provozni problematice vyuziti hlizové $tavy.

Vlastni struktura disertaéni prace ma standardni ¢lenéni na Gvod, reSersi, cile prace,
metodicky postup, vysledky, diskusi a zavér. Soucasti disertatni prace je i autoreferat, jeZ
rovnéz zahrnuje publikaéni aktivitu autorky.

K reSer$ni ¢asti nemam Zadné piipominky. Dle mého nazoru doktorandka postihla
studovanou problematiku v dostate¢né $ifi a reSerSni Cast tak koresponduje se zakladnimi
aspekty feSené problematiky zahrnujici charakterizaci inhibitorii protedz a zplsoby jejich
detekce. V navaznosti na predlozeny metodicky postup prace byly navrzené cile jednoznaéné

a srozumitelné formulovany a davaly tak dobry piedpoklad pro usp&€né feSeni této



problematiky. V metodické &asti lze vyzdvihnout podrobné zpracované zvolené detekéni
postupy inhibitorti proteaz. Sirsi prostor v textu moznd mohl dostat i vlastni postup extrakce
hlizové §tavy, byt autorka na tento postup odkazuje v uvedené citaci. Z formalniho pohledu
struktury prace bych rovnéz doporugil uvadéné poéty opakovanych méfeni u odriid zminit jiz
v metodické ¢asti a nikoli az ve vysledkové kapitole.

Vysledkova &ast piinesla dva optimalizované detekéni postupy pro charakterizaci
celého spektra inhibitor( protedz, s charakteristikou jejich retenénich ¢asii a relativniho podilu
u vybranych 17 registrovanych odriid brambor, véetné mozného vyuZiti téchto metod pro
detekei téchto skupin proteint i v primyslové ziskané hlizové stavé. Tyto ziskané vysledky
tak bezezbytku napliiuji vyty&ené cile prace a pfedlozenou préci lze v tomto aspektu hodnotit
za vysoce Usp&snou. K ziskanym vysledkim i vlastnimu statistickému zpracovani bych mél
nékolik dotazi.

V metodické ¢asti uvadi autorka jako navazné statistické hodnoceni LSD test. Je tim
minén Fisheriv LSD post-hoc test nebo se jedna o n&jaky vicerozmérny test, na jehoz zaklade
byla uréena odriida Kariera jako cituji ,,nejméné podobnd™ v retencnich Casech k ostatnim
odridam? Vyjadieni nejméné podobna k ostatnim by se totiz spiSe hodilo pro n&jakou
aplikaci vicerozmérné statistické metody typu PCA nebo klastrové analyzy.

Pro¢ nebyla v navaznosti na vysokou signifikaci analyzy rozptylu (p<0,001) do
vysledkové tabulky reten¢nich Casii resp. procentickych podilii jednotlivych tfid proteaz
rovnéZ zanesena pomoci pismennych indexii statistickd prikaznost pro tyto Casy mezi
jednotlivymi odrtidami?

V metodické &asti uvedeny odkaz (Sykorova et al. 2006) mimo jiné charakterizuje stav
hliz pro extrakci hlizové $tavy zahrnujici jejich optimalni vyzrélost, prednostni sklizeni po
zaschnuti listd a podminky skladovéani. V této souvislosti bych mél dotaz zda je moZné
otekéavat kvantitativni zmény inhibitor proteaz v prib&hu skladovani hliz, ptipadn€ zda toto
mohlo mit n&jaky dopad na Vami zjisténé odriadové diference v podilech téchto proteini.

Deklarované statisticky priikazné rozdily v reten¢nich Casech jednotlivych skupin
protedz u nékterych odriid by pfivadély rovnéz k myslence jejich vyuziti jako odridové
markery. Je toto vyuziti podle Vis teoreticky mozné, ¢i budou tyto vysledky vice podléhat
externim vliviim prostiedi a fyziologickému stavu hliz?

K diskusni ani zavére¢né &asti prace jiz nemam zadné piipominky. Autorka vychazi
z vyty&enych cilt a své vysledky dle mého soudu zdafile konfrontuje s ostatnimi autory.

Zavérem si dovolim konstatovat, ze disertatni prace Ing. Lenky Hanusové zcela

splituje dané pozadavky pro tento typ prace a pro pracovisté pfinasi velmi cenné vysledky



piedevsim ve spolehlivé optimalizaci jednotlivych kategorii inhibitori proteaz, jez budou jisté
zékladnim pilitem pro daldi rozvoj této problematiky na tomto pracoviti. Neni sporu o tom,
7e disertatni prace prokazuje zéroveti pozadovanou vysokou odbornou uroveii doktorandky i
jeji piipravenost pro samostatnou védeckou praci. Proto po usp&Sné obhajob¢ diserta¢ni prace
doporucuji Védecké radé ZF JihoCeské univerzity disertacni praci schvalit a Ing. Lence

Hanusové udélit titul Ph.D.

V Praze 2.6.2008 Ing. Vaclav Dvoracek, Ph.D.
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