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PhD Thesis Review:
“Peptidases and peptidase inhibitors in the salivary glands and
the gut of Nauphoeta cinerea” )”’, by Yuliya Taranushenko

Ph.D. thesis is focused on detailed biochemical and molecular characterization of
insect peptidase inhibitors on model subject Nauphoeta cinerea.

Ph.D. thesis is divided according to standard conventions, the introductory review
part is precisely elaborated, gathering a lot of information, and sometimes is
written in large details. | did not find almost any factual mistakes or omission.
Sometimes disordered information is presented and the text is given in large
details. Detailed information on proteolysis, proteolytic enzymes and protease
inhibitors, their classification, properties, functions are given in Chapters 1.1 — 1.3.
Author summarizes the current knowledge and information in her area of interest
and these three chapters are slightly in contrast to the sometimes not quite ideally
written Chapter 1.4.

Experimental part of thesis is documented by 2 papers in prestigious scientific
journals, 1 conference paper and a proposal of manuscript (unpublished results).
Published papers well document author's results in the field of study of
biochemical and molecular properties of insect protease inhibitors and also
indicate fulfilment of the objectives of the thesis. Embedding of Chapter 5 is not
entirely ideal, this chapter contains unpublished results in the form of some outline
of manuscript. It would be better to include these data in another part of the thesis.
According to my feeling the attachments that are listed in Ph.D. thesis should be
published papers or manuscripts, but not the outline of unfinished work.

In the part Conclusion author expressed three main results/outputs of her thesis.
These conclusions as well as “plans to the future” are clearly described and



include answers to specific goals of authors work defined in chapter “Research
objectives”.

Comments and recommendations:

Research objectives — three well defined aims of thesis are given in this
chapter, but this chapter is not entirely ideally expressed, to the chapter is
placed a lot of talking, the last paragraph has character of the summary and
should be included in the final part of the thesis; scientific hypotheses are
missing and also better description and presentation of aims should be
presented

p.4 — normal half life of proteins: minutes to 100 hours — you probably mean
cytoplasmic proteins, e.g. plant storage proteins have much longer half life
p.5 — citation should be Barrett et al., 2001

p.11- potato inhibitor.... — better potato proteinase/protease inhibitor ...

The name of Chaper 1.4 is “Organisation of digestion in the cockroaches”,
so it will be more valuable to focus attention to this insect group, and
logically link this chapter with experimental part of thesis (especially parts
1.4.3-1.4.4), also part 1.4.5 is written more generally and is not in
consistence with the title of the Chapter, information presented in part “c”
are dealing with Diptera; are any relevant information about
compartmentalization of digestive enzyme in cockroaches?

p.20 — what chemicals or better chemical compounds are not taken during
feeding and are synthesized by insects?

p.29 — Pls are effective against nematodes.... there is not given the citation,
should be included? and there are some practical application of Pls in “plant
protection” against mentioned pests?

As a general synthesis, this thesis stresses the usefulness of combining certain
methodological approaches in study of insect protease inhibitors, as opposed to
focusing on a particular system, process, or conceptual framework. Overall, the
synthesis presented at the beginning of the thesis is very thorough, and
demonstrates an impressive depth of understanding of studied problems. The
papers and manuscripts presented are of sufficient quality for publication in peer-
reviewed journals that are international in scope. Thus, | accept the work
presented in this thesis as being of sufficient depth and quality for the granting of
the PhD degree, and consider it ready for defense.
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Posudek na doktorskou praci

Taranushenko Yuliya (2009) Peptidases and peptidase inhibitors in the salivary glands and
the gut of Nauphoeta cinerea. PhD. Thesis. The University of South Bohemia, Faculty of
Science, Ceské Budgjovice.

V piedloZené disertaCni praci se autorka zabyva inhibitory enzymd s protedzovou aktivitou u
modelového druhu, §vaba Nauphoeta cinerea, a to ve slinnych Zlazach a ve stevu. Ugelem
prace byla purifikace a biochemické charakterizace téchto inhibitord, charakterizace jejich
komplementarni DNA a vyzkum exprese genti pro jejich syntézu v riiznych tkanich a za
riiznych podminek a nakonec stanoveni mozné ulohy biogennich amini (serotoninu a
dopaminu) v regulaci genové exprese a sekrece inhibitord.

Prace obsahuje celkem 115 stran textu véetné seznamu literatury a obrazkua. Titul prace
vystihuje hlavni néplii prace, i kdyZ celkovy zabér byl §irsi a v prvni (publikované) praci byly
proteazové aktivity a vliv inhibitori protedz stanoveny nejen u druhu N. cinerea, ale i u fady
dal8ich druht $vabi. Text prace je dostate¢né srozumitelny a vystiZzny a vechny &asti textu
maji co délat s tématem prace.

Text je rozvrZzen do dvou hlavnich ¢asti, rozsahlého ivodu a kapitol s vlastnimi vysledky.
Uvod obsahuje obsahly piehled proteolytickych enzymii s podkapitolami, které se zabyvaji
témito enzymy u hmyzu a jejich inhibitor( podle typu protedz, a ¢4st vénovanou organizaci
traveni u §vabii, opét zaméFenou piedevsim na travici enzymy. Uvod je ukon¢en seznamem
261 referenci vztahujicich se k tomuto piehledu dosavadnich znalosti o tématu prace. Druhou
Cast tvoii kapitoly €. 2 az 5, kde jednotlivé kapitoly jsou tvofeny bud’ publikovanymi pracemi
(Journal of Insect Physiology 53, 794-802, Sbornik p¥ispévkt “Funkéni genomika a
proteomika ve Slechténi rostlin”), rukopisem odevzdanym do tisku (Tnsect Biochemistry and
Molecular Biology) nebo dosud nepublikovanymi vysledky. PouZita literatura je uvadéna
vzdy na konci kazdé kapitoly. Posledni kratkou &asti prace jsou Zavéry shrnujici na dvou
strankach vysledky diserta¢ni prace.

V praci byly pouZita fada metod pro stanoveni aktivit amylaz a prote4z slinnych Zlaz a stfeva
a icinnosti jejich inhibitori proti subtilisinu z t&chto tkani §vabi, které byly charakterizovany
pomoci afinitni chromatografie a gelové ektroforézy. Pro jednotlivé inhibitory byly
pfipraveny specifické cDNA. Experimentélni postupy a kvalita pouZitych metodik v praci
pouZité jsou odpovidajici zaméfeni prace, obrazky a grafy jsou dostate¢ng instruktivni.
Zavéry vyplyvajici z vysledkii pokusi jsou uvedeny na konci prace a sestavaji ze ti oddild,
prvni je vénovan charakterizaci amylazové a peptidizové aktivity v zaZivacim traktu $vaba tif
riznych Eeledi, druhy pojednava o inhibitorech proteaz ve slinnych #1azach N. cinerea, a ve
tfetim je stru¢né popsan vysledek purifikace a charakterizace inhibitor. Popsané vysledky
pIné€ splituji zadani disertaéni préce.

K praci nemam kritické vyhrady - vzhledem k tomu, Ze drtiva vétsina vysledki byla
vytvofena ve spoluprici s nékolika dal§imi zkusenymi spoluautory, byly jisté rukopisy
podrobeny ¢inné kontrole pfed publikovanim a ptipadné nedostatky byly odstranény, navic
valna ¢ast vysledki pii publikovani progla recenznim ¥zenim.

Mam jen drobné pfipominky:

- nastr. 75 je pro peptidazovy substrat pouzita zkratka SucAAPLpPNA, na str. 76 a dale je
uvadén substrat zkratkou SAAPLpNA; predpokladam, Ze se jedn4 o stejnou latku;



- na str. 81 je inhibitor s nejnizs§i mol. vahou ozna¢ovan jednou jako 5 kDa, jinde jako <
6.5 kDa, alespon piedpokladam, Ze se jedna o stejnou molekulu. Bylo by lepsi oznaéeni
sjednotit;

- na rozdil od popiskii k obrazkiim by bylo lepsi oznaceni tabulek na str. 102 a 103 umistit
nad vlastni tabulky, nikoli pod né¢.

Na zavér mohu konstatovat, Ze v souladu s ustanovenim § 47 Zakona o vysokych §kolach
(111/1998 Sb.) v platném znéni, které fika, Ze disertaéni prace musi obsahovat piivodni a
uverejnéné vysledky nebo vysledky pfijaté k uvetejnéni, tato disertaéni prace obsahuje
puvodni vysledky, jejichZ velka ¢ast byla uvetejnéna ve dvou védeckych publikacich a
jednom rukopisu podaném do tisku a na kterych se uchaze€ka podle vyjadteni spoluautori
podilela vyznamnou mérou. Prokazala tim schopnost a pfipravenost k samostatné ¢innosti v
oblasti vyzkumu a spliiuje tak naleZitosti potiebné pro pfiznani titulu Ph.D.

Datum: 7. zafi 2009 \] §

J. Sula
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Oponentsky posudek na disertaéni praci

Yuliya Taranushenko

“Peptidases and peptidase inhibitors in the salivary glands
and the gut of Nauphoeta cinerea”

Tématem disertacni prace je molekularni analyza protelolytického a antiproteolytického
systému v travicim traktu a ve slinach $vabl. Prace prinasi nasledujici hlavni vysledky:

1/ Byla popsana a porovnana lokalizace travicich peptidas a distribuce peptidasovych
inhibitorl u taxonomicky reprezentativni sady druh(i $vabu.

2/ U druhu N. cinerea byly charakterizovany peptidasové inhibitory produkované ve slinnych
Zlazach; tyto proteiny byly separovany a byla analyzovana jejich inhibiéni specifita.

3/ Pro dva z téchto inhibitorl byla uréena aminokyselinova sekvence, kterda umoznila jejich
zarazeni do pfislusné strukturni rodiny peptidasovych inhibitor.

Disertatni prace ma prehledné zpracovanou kapitolu s uvodem do problematiky. Pfinosné
je, Zze autorka zde také popisuje svlj vyzkum na jinych hmyzich druzich, ktery predchazel
zahajeni projektu na Svabech. Projekt je metodicky bohaty a autorka méla moznost se
seznamit s Sirokou $kalou technik z oblasti proteinové biochemie, enzymologie, molekularni
genetiky a fyziologie. K tomu pfispéla i fada spolupracovniki, jejichz podil na praci je
specifikovan.

Obecné prace pfiinasi novy pohled na peptidasové inhibitory v travicim traktu hmyzu
a jejich moznou antimikrobidlni funkci. Tady autorka také uvadi pfipadné praktické vyuziti
téchto molekul pfi konstrukci transgennich plodin odolnych proti patogenim. Ziskané
vysledky dobfe zapadaji do sou¢asného trendu zajmu o travici systémy hmyzich Skadcl a
parazitli a mechanismy jejich regulace.

Zavérem, predlozena prace pfinesla nové vyznamné informace v daném oboru a vysledky
jsou dostate¢né dolozeny publikacemi. Z téchto divodd doporucuji pfijmout disertacni praci
k obhajobé vedouci k udéleni PhD. titulu.

K praci mam nékolik poznamek a dotazu:

1/ Poznamky ke kapitole 1l Peptidase inhibitors®:

a/ Inhibitory typu alpha-2-macroglobulin nejsou jen inhibitory serinovych peptidas, mezi
kterymi jsou v praci zafazeny (str. 13).

b/ Renin-binding inhibitor ma chybnou referenci Phylip et al. (2001). Ta se tyka jiného typu
inhibitoru - IA3 za Saccharomyces cerevisiae, ktery ve vyc¢tu inhibitori aspartatovych
peptidas naopak chybi (str.14).

c/ Spojeni ,phytocystatins (cathelin)* neni myslim spravné. Bylo by také vhodné zminit
existenci i jinych rodin inhibitor( cysteinovych peptidas (str. 13-14).




2/ Proteiny produkované do traviciho traktu Svabu jsou potencidlni alergeny. Pfikladem je
"Bla g 1" homolog aspartatovych peptidas z Blattella germanica. Je znamo néco o
peptidasovych inhibitorech jako alergenech a planujete pfipadné néjaky vyzkum timto
smérem?

3/ Jaky je vztah peptidasovych inhibitorli ze slin N. cinerea identifikovanych v této praci a
peptidasovych inhibitord identifikovanych v travicim traktu stejného druhu v préaci Elpidina et
al. (2001a)? V uvedené referenci je také popsana schopnost peptidasovych inhibitorQ
blokovat aktivitu stfevnich peptidas z N. cinerea, coz bylo interpretovano jako fyziologicka
regulaéni funkce téchto inhibitorG. Testovala jste afinitu vasich inhibitorli ze slin k stievnim
peptidasam z N. cinerea?
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V Praze dne 22. 9. 2009 RNDr. Michael Mares§, CSc.



