Posudek na disertaéni praci Ing. Petry Briestenské
sLarge scale screening of microalgae and cyanobacteria for a presence of bioactive

compounds*

Detekce, isolace a detailni biochemicka charakterizace novych typti nizko- a
vysokomolekuldrnich biologicky aktivnich latek nejrizn&jsiho piivodu prochéazi v soutasné
dobé& bouflivym rozvojem. Mezi potencidlni producenty fady vyznamnych biologicky
aktivnich latek patii i fasy a sinice. Z t&chto ditvodi je disertadni prace Ing. Briestenské
Zameéiena na stanoveni pfitomnosti inhibitori trypsinu a elastazy a rovnéz allelopatickych

latek ve 182 kmenech fas a sinic velice aktualni a velice potfebna.

Diserta¢ni prace v tivodni ¢asti poskytuje uZite¢nou a pfehlednou informaci jak o produkénich
organismech, tak o zndmych skupinach biologicky aktivnich latek které jsou jimi
produkovéany. Z tohoto ptehledu je ziejmé, Ze fasy a sinice jsou velice vyznamni producenti
latkéach jsou vhodné zpracovany vzhledem k experimentélni ¢asti prace. RovnéZz struéné, ale
vystiZn€ jsou popsany metody pro screening, separaci, stanoveni a charakterizaci cilovych
biologicky aktivnich latek, stejné tak informace o moZnostech kultivace produké&nich kmend
jsou uzite¢né.

Ve vysledkové ¢asti bylo potvrzeno, Ze fasy a sinice jsou ¢astymi producenty vyznamnych
biologicky aktivnich latek. Tyto latky jsou zejména ptitomny v intracelularng, jak bylo
ukézano na piikladu inhibitord trypsinu. Je rovnéZ zajimavé, Ze allelopatické latky byly

produkovany pouze n¢kterymi kmeny fas, ale zadnym kmenem rodu Nostoc.

Pro detailne;jsi charakterizaci je zapotiebi ziskat v&t$§i mnozZstvi studovanych biologicky
aktivnich latek. Byly optimalizovany kultivaéni podminky pro rist tfi kmend Nostoc, které
produkovaly inhibitory trypsinu. Pomoci chromatografickych technik byla studovana
produkce inhibitorti v prib¢hu kultivace. Nasledng byla aktivni slozka produkovana jednim
producentem isolovana a vyorek byl charakterizovan hmotnostni spektrometrii, coZ umoznilo

ptedb&zné navrhnout moZnou aminolyselinovou sekvenci trypsinového inhibitoru.

K piedloZené disertaéni praci nemam zasadni pfipominky. Préce je psana v angliéténé (coz
charakterizuje jazykové schopnosti disertantky), je velmi dobfe srozumitelnd a mnoZstvi
preklepti a dalSich nepfesnosti je v rozumnych mezich. Ukazuje zaroveti, Ze disertantka

vykonala velké mnoZstvi experimentalni prace a testovala velké mnoZstvi kment fas a sinic.



Prace vedla k vytipovéni potencidlnich producentd inhibitord vyznamnych proteolytickych
enzymi a allelopatickych latek, které mohou byt (a pravdépodobné budou) studovéany

v nasledujicich letech.
K praci mam nasledujici dotazy:

e Sledované latky byly ptitomny zejména intracelularné, zatimco v kultivaénim mediu
byly ptitomny pouze vyjime¢n&. D4 se tato skutenost zobecnit i pro jiné skupiny
nizkomolekulérnich biologicky aktivnich latek?

¢ Pro sledovani ptitomnosti inhibitord trypsinu byl jako substrat pouZit BAPNA.
Vzhledem k piitomnosti doprovodnych barevnych latek v extraktech byla pouzita

metoda extrakce na pevné fazi k odd€leni p-nitroanilinu od pigmentti. Neexistuji jiné

substraty, které by umoznily stanoveni proteolytické aktivity i v barevnych vzorcich?

Na zavér mohu konstatovat Ze ptedloZena disertaéni prace Ing. Briestenské je velice kvalitni a
pln€ odpovida viem kritériim na disertatni prace. Vzhledem ke splnéni vSech formalnich i

odbornych podminek doporuéuji pfijmout praci k obhajobé.
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Oponentsky posudek disertaéni prace Ing. Petry Briestenské, posluchacky ZF J¢U
v Ceskych Budé&jovicich s nazvem ,,Velkoplosné mapovani kmeni mikrofas a sinic na
pritomnost bioaktivnich latek ¢

Tématem této disertatni prace bylo mapovani bezmala 200 kmeni mikrofas na pfitomnost
inhibitord trypsinu a elastazy a allelopatickych latek. Autorka se v praci podrobné zaméfila na
optimalizaci ristovych podminek tfech kmend rodu Nostoc produkujicich inhibitory
trypsinové aktivity, pro které vyvinula izola¢ni metody a pokusila se objasnit jejich
chemickou strukturu pomoci HPLC/MS. Tato disertaéni prace tématicky zapada do pracovni
naplné skupiny Dr. J. Kopeckého z Mikrobiologického tistavu AVCR v Tieboni, ktera se
zabyva predeviim vyzkumem bioaktivnich latek mikrofas.

Disertace ma dobrou grafickou Gpravu, je ucelend a ptehledna s obvyklou strukturou
diserta¢nich praci: obsah, pfehled soudasnych poznatki, cile, materidl a metody, vysledky,
diskuse a prehled literatury. Soucasti prace je rukopis publikace pro Algological Studies
(v tisku) v dodatku. ,

Prace obsahuje 69 stran textu, véetné 28 obrazkd, 6 tabulek a pfilohy (20 stran). Ma
dobry literarni ivod a ptehled literatury, obsahuje dostateéné mnozstvi vysledkd, které jsou
celkem logicky uspofddané. Metodika je zpracovanad velmi podrobné a peclivé. VéEtSina
obrazk jsou vlastni vysledky autorky. Cile prace jsou uvedeny a zavéry jim odpovidaji.

Styl angliétiny je na relativné dobré urovni, i kdyz v nékterych castech je ponékud
neusporadany a tézkopadny (Cast Results) a dal by se vyrazn¢ zhustit (Introduction).
Gramatickych chyb a pteklepti neni mnoho a nejsou zdvazné. Ptipadné uvefejnéni vysledkd
v odborném ¢asopise by vyzadovalo zhuSténi a upravu textu.

Obecna doporuceni:

a. Nazev - podle mého nazoru by mohl byt pon¢kud tdernéjsi, napt. Large scale screening
of bioactive compounds in microalgae: trypsin and elastase inhibitors, and allepathic
compounds.

b. V aplikované fykologii se obvykle pouziva termin ,,microalgae™ pro prokaryotni sinice a
eukaryotni fasy, véetné rozsivek.

c. Pro &tendfe je vhodné uvést na zafatku prace Seznam zkratek (Abbreviations) a kratké
Shrnuti (1 strana).

d. Text Uvodu je velmi rozséhly podrobny, dal by se v n&kterych &astech zestrucnit &i
zhustit (napf. ¢ast o toxinech).

e. Cile prace by mély byt formulovany v bodech, a pon€kud jasnéji.

f.  Na konci Diskuse bych doporudovat shrnout v nékolika bodech dosaZzené cile a zavéry
prace (Conclusions).

g. Kapitola ¢. 7 References by méla byt pfed piilohou (kapitola 6) a doporuCoval bych
v jednotlivych referencich uvést nazev €lankd jako v rukopisu publikace v ptiloze. -

h. Jako ptiklad upravy uvadim text na str. 37, ktery je ponékud t€zkopadny, vynechal bych
prvni odstavec, ktery je jiZz uveden dfive a dalsi text v odst. 4.1.1 by mel jit ¢asten€ do
Metod

i. Ve vsech disertacich bych doporu¢oval uvadét kratky Zivotopis na konci prace.

Technické poznamky k rukopisu:

a. V praci jsou obrdzky a tabulky &islovany spoleéng, coZ je velmi neobvyklé; doporucoval
bych ozna&ovat obrazky a tabulky oddéleng jako ve v&tSin€ Casopist.

b. Disertace by méla byt napsana bud v 1. osob& jednotného ¢asu nebo v pasivu
(v angli¢ting).



¢.  Odborny termin v angliéting je growth rate, rate of enzymatic reaction, nikoli grewth

d. Tabulka na obr. 4 je t&Zko pochopitelnd, uvadél bych molaritu latek v mediu.

e. Obrazky ¢. 7, 12, aj. — p¥i uvadéni ¢iselnych hodnot je v anglidting odd&lovnikem
desetinnych mist te¢ka, nikoli &arka Jako v jinych evropskych jazycich.

a. Nekteré obrazky napt. &. 17-19 nebo 24-26 by mohly byt slou¢eny do jednoho jako &asti
— panely A, B, C, aby byly Iépe porovnatelné a doglo k uspofe mista.

b. Pro piehlednost je nutno v grafech zaokrouhlovat hodnoty, napt. obr. 27, Area [r.u],
hodnota napf. 3*107,

¢.  Rovnice na str. 40 by méla byt o¢islovéna a popsana v textu, ne jako samostatny obrazek.

d. U jednotek je nutné pouZivat vtextu i v grafech Jednotny systém, spiSe s nasobky
v exponentu, napf. 1000 pmol photon m™ s7 & 1 mmol photon m™ s nez 1000 pmol
photon/m?s'.

Odborné dotazy pro autorku do diskuse:

e Jakeé jsou ekologické piinosy a zapory vyskytu mikrotas — nap¥. vyskyt vodnich kvétd,
potravni fetézce, aj.

*  Pro¢ produkujf sinice alelopathické latky?

o Jaké jsou zvlastnosti metabolismu dusiku u sinic (napf. sinice Nostoc)?

e Vekteré fazi ristu dochdzi k maximalni produkci bioaktivnich latek a jaké je vysvétleni?

Zavér

Nejvyznamnéj§im piinosem této disertani prace bylo objeveni ¥ kment sinic z rodu Nostoc
vykazujicich inhibi¢ni aktivitu proti trypsinu, které byly nésledné izolovany, charakterizovany
a identifikovany. PfedloZena disertadni prace jasné prokazuje, Ze autorka dobie zvladla
doktorské studium z hlediska teoretického i praktického.

Pusobeni Ing. Petry Briestenské v tieboiiské laboratofi, které Jsem mél moznost sledovat po
celou dobu studia, jeji vysledky a znalosti mne, jako oponenta, opraviiuji k tomu, abych
vypracovanou doktorskou disertaci doporuéil k obhajob& a v souhrnu Ji hodnotim znamkou
velmi dobfe.

Nové Hrady 29.7.2007
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Posudek doktorské disertace Ing. Petry Briestenské "Large scale screening of
microalgae and cyanobacteria for a presence of bioactive compounds”

Vyhledavani bioaktivnich latek a jejich identifikace u raznych skupin
organisml predstavuje problematiku s velkym teoretickym i praktickym vyznamgm.
Doktorandka P. Briestenska se zaméiila na vyhledavani a identifikaci téchto latek u sinic
a fas. Vyuzila pfitom svého biochemického vzdélani a zkuSenosti. Z bioaktivnich latek se
zaméfila na biologicky velmi vyznamné inhibitory proteaz trypsinu a elastazy a kromé toho
téZ na pfipadnou pritomnost allelopaticky plsobicich latek ve sledovanych fasovych a
sinicovych kmenech, jichZ bylo celkem 182. Pro ziskani biologicky pusobicich latek bylo
tieba vyvinout izoladéni a separaéni metody, predevSim vyuZivajici kapalinovou
chromatografii (high power liquid chromatography — HPLC), ve spojeni s hmotnostni
detekci (mass spectrometry - MS).

V rozsahlé Gvodni &asti disertace, pojaté predevS$im metodologicky,
doktorandka uvéadi pfehled riznych typl bioaktivnich latek vytvarenych sinicemi a fasami,
a teprve na str. 14-17 se zabyva proteazami a jejich inhibitory. Potom se kratce vénuje
allelopatii a posléze problematice screeningu mikroorganismi na pfitomnost bioaktivnich
latek a metodami kultivace mikroorganisml. Nakonec popisuje analytické techniky
rizného druhu pouzitelné pfi uvedeném screeningu. Jakkoli je tento metodologicky
pfehled uZiteCny, zda se mi byt az pfili§ rozsahly: mél by se vénovat pfevaziné jen
pfehledem znalosti o problematice a metodach tykajicich se vlastni napiné disertace, s
uvedenim citaci praci o principech a vyuZiti téchto metod, v&etné metodickych pfirucek.
Dostate¢ny pocet odkazl na literaturu postradam u dosti velkého podilu diléich kapitol
tvoficich Gvodni ¢ast disertace.,

Oproti Gvodni Casti disertace je aZ telegraficky struéna jeji druha &ast (3 véty
na str. 28), vymezujici cile, jichz ma disertace dosahnout, resp. otazky, jez ma vyfesit. Zde
by bylo neskodilo, kdyby byla vZdy ponékud odiivodnéna (mj. v ndvaznosti na tvodni &ast)
potfeba fesit danou problematiku.

Treti ¢ast disertace, vénovana popisu pouzitych metod (str. 29-36), je plné
informativni a instruktivni, ale neni z ni vétSinou patrné, které metody autorka disertace
pfevzala, které modifikovala a které pfipadné sama vyvinula. Postradam i odiivodnéni
vybéru kazdé z pouzitych metod jako nejvhodnéjsi pro dany Géel, a opét i dostatek odkaztl
na vyuZitou literaturu.

Nejobsahlejsi Cast disertace (str. 37-63) je vénovana prezentaci vysiedk(
prace. Témi jsou poznatky jednak metodologické, jednak faktické. Oboji poznatky, k nimz
doktorandka dospéla, jsou doloZeny Getnymi grafy (vétSinou vystupy z pfistrojovych
méfeni, a také tabulkami — rovndz oznagenymi jako figures (obrazky), z nichZ
nejobsahlejsi jsou 2 tabulky, jedna s vysledky screeningu riiznych druhid a kmen( fas na
pfitomnost inhibitord trypsinu a elastasy a na allelopatické plsobeni, druha s vysiedky
obdobného screeningu velkého poétu kment sinic rodu Nosfoc. Obé tyto tabulky v sobé
shrnuji vysledky doktorandéiny usilovné prace a zasluhuji velmi kladné ocenéni. Vybér
kmeni rodu Nostoc pro screening mezi sinicemi povaZuji za tastny, nebot soudim, Ze je
uZiteCnéjsi ukazat variabilitu tvorby bioaktivnich latek uvnitf jednoho rodu nez u vice méné
nahodného vybéru z riznych rodl sinic. Kladn& hodnotim rovnéz pégi, jiz doktorandka
vénovala vymezeni optimalnich kultivaénich podminek pro tvorbu inhibitord trypsinu. Téz
Izolace a vymezovani latek plsobicich inhibiéné na trypsin pomoci preparativni HPLC/MS
vyZadovaly jisté hodné doktorandéina umu a Usili. Pova2uiji za pozoruhodné, Ze je rozdilna
ucinnost jednotlivych rozpoustédel pouzitych k extrakei aktivnich slou&enin vytvarenych



rliznymi kmeny sinic rodu Nostoc (viz obr. 27, 28 a 29 na str. 55 a 56). MizZe autorka
disertace bliZe vysvétlit tuto skutegnost, tak vyznamnou pro celkovy postup pfi separaci
bioaktivnich latek, jak je popisovan na str. 57-637?

Céast oznadena »Summary and Discussion* je jakymsi hybridem mezi diskusi
vysledkd disertace a jejich souhrnem, coz nepovazuji za pfili§ Stfastné. Takto diskuse
viastnich autorginych vysledkd s prislusnou literaturou (byly vSechny dostupné
Casopisecké a knizni prace vy&erpany?) vysla ponekud zkratka, zatimco samotny souhm
vysledki by byl mohl byt jiz zcela struény.

Po formalni strance je disertace uspofadana prehledné. Je napsana
v angli¢tiné, coZ velmi ocefiuji. V anglickém textu jsou v3ak jeSté nékteré nedostatky ve
stylistice, misty v gramatice a vzacné i v odborné terminologii (,growth speed” misto b&zné
pouZivaného ,growth rate“ pro ristovou rychlost).

Celou disertaci doplfiuje rukopis publikace, jez je pfijata do tisku
vrenomovaném mezindrodnim Casopise ,Algological Studies“. Doktorandka Petra
Briestenska je jeji prvni autorkou, jesté pod svym divéim pfijmenim Drapalova. Publikace
obsahuje znaénou &ast vysledkd, jez tato autorka uvadi i ve své disertaci. A tak nelze
pochybovat, Ze na vzniku a obsahu této publikace ma ze véech Ctyr jejich autor(i nejvétsi
podil. Prijeti tohoto rukopisu prace do tisku, po jeho posouzeni nezavislymi recenzenty,
povazuiji za vyznamny dikaz dobré kvality vysledka, jez jsou obsaZeny jak v této praci, tak
V posuzované disertaci.

Pravé pro kvalitu a hodnotu vysledkl, jeZ obsahuje, hodnotim piedioZzenou
disertaci Ing. Petry Briestenské za velmi kvalitni, pfes nékteré dil&i nedostatky, jez ji
vytykam. PovaZuji proto tuto disertaci také za dukaz, Ze Ing. Petra Briestenska je schopna
samostatné védeckeé prace a Ze ji pravem méa byt udélen titul Philosophiae Doctor = Ph.D..
Doporutuiji proto oponentni komisi, aby Ing. Petie Briestenské tento titul udslila.

V Tfeboni dne 14. srpna 2007.

RNDr. Jan Kvét, CSc., v.r.,
oponent
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I

Ustav systémové biologie a ekologie AV CR, odd. ekologie mokradu, Trebof



