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Pfedlozend disertacni prace Ing. Frantiska Lorence je predeviim kombinaci metodického
pFistupu izolace a separace vybrané skupiny hlizovych bilkovin (inhibitort proteas) bramboru
s navaznym mapovanim jejich vyskytu u modelového souboru vybranych 5 odriid véetné
doplnéni o dalsi zékladni charakteristiky hliz jako napf. jejich velikost, obsah NL. bilkovin,
celkovych polyfenolt ¢i antioxidagni aktivity. Dizertagni prace tak narazi na vyznamné a
aktualni témata s moznym Sirokym dopadem napf. v oblasti fytopatologie a rezistentniho
Slechténi vzhledem k sledovéni antimikrobialni aktivity skupiny peptid bramborové hlizy
nebo problematiky efektivni separace bilkovin z odpadni hlizové vody ze skrobaren.

Pfedlozend prace je po formalni strance zpracovana piehledné s logickym &lenénim.
Chvélim predevsim reSer$ni Cast, kterd je aktualni, vystizné a soucasné i komplexné
zpracovana. Bohaty byl i seznam pouzité literatury a potésil mne rovnéz i ucelené zpracovany
seznam pouzitych zkratek.

Na druhé strané bych k celkové koncepci resp. konzistenci zpracované prace mél i nékolik
kritict¢jSich pfipominek. Piedevsim z nazvu vyplyvalo, ze jadrem prace byly metodické
pfistupy izolace inhibitori proteas. Ocekaval bych tak, ze se v praci vice do¢tu o nékterych
optimalizaénich postupech vedouci k finalni purifikaci a separaci téchto bilkovin. Jisté vie
neprobihalo tzv. .na prvni dobrou”. Zde jsou vSak jiz pfimo prezentovany kompletné
optimalizované postupy. Podilel se 1ak i pan kolega na vyvoji a optimalizaci téchto metod
nebo je prevzal z pracovisté jiz jako zcela optimalizované? Dalsi koncepéni poznamku bych
mél i k zafazeni pouze jednoletého hodnoceni vySe uvedenych sirSich charakteristik hliz
vybraného modelového souboru. Za téchto podminek a pii péti odriidach se asi jen obtizné
mohou dosazené vysledky, které jsou jinak velmi zajimavé, zobecriovat. Navic regresni
vztahy zalozené na 5 bodech nemusi byt nejvérohodnéjsi. Nap¥iklad pfi aplikaci metody MS
k identifikaci komplexu hlizovych proteini v3ak jiz operujete u 2 odrid s dvouletymi
vysledky. Proc¢ nebylo mozné vysledkové zpracovat dvouletd hodnoceni téchio Ssirsich
charakteristik u sledovanych 5 odriid? S touto uréitou nevyvazenosti prace pak miize souviset
i zmého pohledu trosku skromnéjsi védecka hodnota zpracovanych publikaci, kterou bych
vzhledem k pouzité instrumentaci ocekaval o néco vy3si.

Vysledkova 1 diskusni ¢ést je i pfes uvedenou mirnou koncepéni kritiku zpracovana dle
mého soudu kvalitné. Lze ocenit aplikaci velké Skély rozlicnych analytickych technik. které
musel doktorand nejen teoreticky. ale predevSim prakticky doséhnout. Charakterizace
ziskanych bilkovinnych izolatd ma dle mého soudu vysokou urovei. Jen drobné pfipominky
mam v pripad¢ statistického zpracovani pfi prezentaci metody Tukeyova HSD testu. kdy
vyznaceni signifikantné odlisnych primérd lze provést piimo do vysledkové tabulky (napf.
v podobé pismennych index(i) a usetfit si tak jedno tabulkové vyjadfeni. V pfiloze 16 na str.
113 bych v nazvu hlavi¢ky grafu podobné jako v piiloze 17 uvedl. ze se jedna o linearni
regresi.

K vysledkové c¢asti bych mél déle radu dotazh. Viab. ¢ 10 na str. 53 uvadite obsahy
dusiku a dusikarveh latek (NLx6.23). V pripade kalkulace mezi N a NL u odridy Adéla mi i pFi



predpoklddaném max. zaokrouhlovani vychazi hodnoty NL pro ruto odridu cca o 0,2% vyssi.
Neni tam pocetni chyba? V iéto vysledkové casti rovneZ uvdadite pro konzumenty jisté pozitivai
informaci vvssiho obsahu polyfenolii a antioxidacni aktivity konzumnich brambor. Lze tuto
skutecnost podle Vas oviem predpokladat i v pFipadé standardni tepelné upravy vieimé
oloupdni hliz? Jaky je podil antioxidacni aktivity bilkovinného komplexu ve vztahu k dalsim
antioxidacnim slozkam hlizy, lze to néjak odhadnout? Cim je ddina vyznamné nizsi hodnota
antioxidacni aktivity (reaktivity) pri pouziti radikalit DPPH ve s rovndani s ABTS u roztokii
bilkovinnych frakci? iz vreSerSni Casti uvadite pomérné Siroké obsahové rozsahy
Jednotlivych bilkovinnych komplext hlizy a rovnéz v relativnim zastoupeni bilkovinnych
komplexii z Valich 2 letych vysledkl lze pozorovat vyraznéjsi odridové i rocnikové
diference. Zajimal by mne tak vztah (dynamika) mezi celkovvmi dusikarymi latkami, resp.
Cistymi proteiny kjednotlivym bilkovinnym komplexiim. Myslite si, Ze tento vziah bude
univerzdlnéjsi pres vsechnv odridy, ¢i bude mit viraznéjsi odriidovd specifika. Lze pro praxi
uvazoval moznost hrubé predikce vytéznosti vybrané izolované frakce ze stanovené hodnoty
obsahu N- latek ¢i celkového proteinu?

Celkov€ nemdm k praci dalSich pfipominek a doktorand jednozna&n& prohloubil
studovanou problematiku na pracovisti. Pfedlozena disertatni prace splfiuje poZadovanou
odbornou Grovefi a pFipravenost doktoranda pro samostatnou védeckou praci. Po uaspésné
obhajob& disertadni prace tak doporucuji Oborové radé ZF Jihogeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich disertaéni praci schvalit a Ing. Frantisku Lorencovi udélit titul Ph.D.

V Praze 6.6.2018 . Ing. Vaclav Dvotacgk, Ph.D

V&S
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Nazev disertagni préce: Studium metod izolace a vlastnosti inhibitord proteas v hlizich
bramboru

Studijni obor _Zemédélsk4 biotechnologie
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Oponent: _Ing. Jaroslav Cepl, CSc.

Aktudlnost tématu diserta¢ni prace

komentar:

Téma dizertaéni prace je velice aktualni. Jedna se zejména o izolaci inhibitor proteas v nativnim stavu,
kdy ziistavaji zachovany jejich funk&ni vlastnosti a biologick4 aktivita, na rozdil od stévajicich metod
tepelné koagulace, kdy jsou bilkoviny ziskavény v denaturovaném stavu a ztrdci tak svoji biologickou
aktivitu. Soucasné byly studovany i viastnosti inhibitordl proteas a bylo poukdzino na jejich
antimikrobialni a dal$i vyznamné vlastnosti a aktivity.

X vynikajici H:] nadprimérny “:] primérny { [ ] podprimémy ID slaby

Spinéni cilu disertacni prace

komentar;

Disertaéni prace byla zaméfena na tfi okruhy. Jednalo se o hodnoceni vybranych vlastnosti vychoziho
materialu (obsah N, NL, antioxidantd, bilkovin) u péti odriid. Druhou &asti byla izolace a separace
inhibitor proteas pomoci chromatografickych technik provedend u dvou odrid. Tretim cilem bylo
studium vlastnosti jenotlivych frakci inhibitori proteas ziskanych pfedchozi separaci. V3echny cile byly
splnény, o &em2 svédei kapitoly popisujici metodické postupy, vysledky, diskuze a zavéry prace.

X vynikajici | ] nadpraimémy [[] pramemy [[ ] podpriimémy |[] slaby

Metody a postupy Fefeni

komentar:

Metody a postupy jsou detailng rozvedeny v prislusné Gasti prace. Tyka se to logicky zejména postupll
chromatografické purifikace a separace inhibitorii proteas, analyz proteinovych spekter a postupii
hmotnostni spektrometrie. Podrobné& jsou popsény i postupy zji¥tovani pisobeni frakci inhibitoris proteas
na riist patogennich hub a zjidt'ovani antioxida&ni aktivity.

[1 vynikajici [ X nadprémémy [[] prdmémy { "] podpriimérny | slaby

[ Vysledky disertace - konkrétni pFinosy disertanta




komentaF:

Vysledky dizertace (véctné diskuse a zaverll) jednoznatné piesvédeuji o vyznamu prace. Autor uvadi
cenné poznatky z oblasti studia inhibitort proteas. Hlavnim pflnosem dizertanta je uspésné ovéreni
moZnosti detailni izolace inhibitorld proteas v nativnim stavu pomoci chromatografickych technik.

[ ] vynikajici { X nadprimérmy [ primérny (] podprimérny | [ ] slaby

vyznam pro praxi a pro rozvej védniho oboru

komenta¥:

Vyznam disertacni prace pro praxi je velmi vysoky. Prace pfina3i cenné poznatky o novych moZnostech
izolace inhibitor( proteas v nativnim stavu, kdy jsou, na rozdil od sou¢asného stavu, zachovany funkéni
vlastnosti. Oteviraji se tak dal3i moznosti jejich vyuZiti v oblatech antibakteridlniho a antifungalniho
plisobeni, vyuzitelnych v humanni medicing i rostlinolékatské praxi. Neméné vyznamné vysledky byly
ziskany i v rdmci rozvoje studia bramborovych proteinti.

D vynikajici | [ ] nadprimémy  [[] primémy [ | podpramemy [[ ] slaby

Formalni uprava disertaéni préce a jeji jazykova aroven

komentaF:

¥_ formdlni uprav€ prace nemam pripominky. Prace je logicky &len&na , rozsah je timérny dané
problematice, jsou jasné formulovany vysledky a zivéry price. Jazykové Grovéfl je velmi vysoka.

D4 vynikajici | [ ] nadpriimérny [[] primérny 10 podprimémy || ] slaby

PFipominky

Hodnoceni odriid brambor je provedeno pouze z jednoho roku péstovani , je znamy vliv ro€niku na
sledované ukazatele, veetné obsahu a kvality proteint, resp. inhibitorli proteas?

Obsah polyfenoll a antioxidacni aktivita byla nejvy3si u odrid na pfimy konzum oproti odridam na
zpracovani, lze to vysvétlit?

LZévéreéné zhodnoceni disertace




PfedloZend disertacni prace je zpracovana na velmi vysoké urovni. Poznatky a zavé&ry v ni uvedené maji
vyznam pro dalsi rozvoj védeckého poznéni v oblasti studia proteind a zejména inhibitorii proteas. Byly
ziskdny poznatky vyuZitelné v praxi - ovéfeny a dokdziny moZnosti separace v nativnim stavu, coZ otevira
dal3i moZnosti jejich vyuZiti v potravinafstvi, humanni mediciné a rostlinolékatstvi. Soucasné byly
zhodnoceny vybrané odridy brambor z hlediska obsahu dusikatych latek, potyfenold a antioxida¢ni
aktivily.

o uspéSné obhajobé disertaéni prace udéleni titulu Ph.D.

Datum: 5.6.2018

Podpis oponenta: ..........ccoceiiicnnn, !
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Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Ing. FrantiSka Lorence:

Studium metod izolace a vlastnosti inhibitori proteas v hlizich bramboru

Disertani prace Ing. FrantiSka Lorence je pfispévkem k dnes aktudlnimu tématu — SirSi
aplikaci pfirodnich latek v 1€kafstvi, farmacii, zeméd€lstvi, potravinafstvi a dalSich oblastech,
v tomto pfipad€ vyuziti inhibitori proteas z hliz bramboru. Cilem prace byl popis vlastnosti
bramborové hlizové vody, resp. bramborové mouky u péti vybranych odrid, experimentalni
ovéfeni moZnosti izolace a detailni separace inhibitorii proteas pomoci chromatografickych
technik a charakterizace vlastnosti ziskanych frakci téchto latek. Kladné hodnotim, Ze Ing.
Lorenc béhem své disertacni prace zvladnul Siroké spektrum technik, jak pro separaci
bramborovych proteint, tak i pro jejich charakterizaci.

Vysledky prace jsou podlozeny jednim prvoautorskym clankem v odbomém cEasopise
s impaktnim faktorem, tfemi prvoautorskymi publikacemi v recenzovaném Casopise a dvéma
spoluautorskymi. Prace je pomémé rozsahla (114 stran textu véetn€ priloh). Prace je jinak
dobfe ¢lenéna, sdobfe obsahové  zpracovanym uvodem do problematiky, doplnéna
mnoZstvim citaci. Bohuzel dobry dojem z prace je dle mého nazoru snizen pomémé vysokym
poétem formalnich chyb a nékdy i nepfesnych formulaci.

Na zakladé prostudovani disertaéni prace mam tyto komentafe a poznamky:

Obecné komentafe
Plny nazev musi byt vzdy uveden u prvniho pouZiti zkratky, resp. musi byt uveden v seznamu
zkratek, v souhrnu tomu tak neni, napf. zkratka DPPH, nazvy frakci AS, ES, AQ...

Z prace by jasné mélo vyplynout, které experimenty uchaze¢ provadé! sam a u kterych
zpracovaval pouze vysledky.

Poznamky
e str. 22 — ...vyskyt genii exprimujicich PI-2 také ... - nemd byt uvedeno PI-1?
e str. 22 — ... KaZda podjednotka je tvofena osmi cysteinovymi vazbami... - nepfesnd formulace

e str. 33 — ...u méni¢ kationti je ligand tvofen sulfonatovymi kladn¢ nabitymi skupinami —
spravné ma byt zapomé misto kladné

e str. 44 — postup vypracovany autory Barta et al. je na Obr. 2 a ne Obr. 1, odkaz na Obr. 2 mi
pfijde vhodnéjsi, protoZe se pak dale v odstavci odkazujete na frakci B

e str. 44 —uvadite, Ze ekvilibrace probihala pti 4 °C, v Priloze 5 pfi 6 °C
e str. 45 — véta o frakcich B a C v odstavci 4.4.2 ziejmé patfi do odstavce 4.4.1



e str. 47 — uvadite, Ze na koloné UNO Q6 byly separoviny inhibitory z frakce B, dle schématu
by to méla byt frakce D, prosim o vysvétleni

e str. 50— uvedena chybné pritokova rychlost ,,300 ml/min®“, spravné ma byt 300 nl/min

e str. 50/51 — nepiesny popis experimentalni Easti tykajici se hmotnostni spektrometrie, napf.
Holerance poétu jednotlivych peptidi a MS/MS fragmenti.. ., spravné je napf. ,,interval
chyby méfeni hmotnosti peptidi a MS/MS fragmentd“

e str. 65, 66, 77 — co rozumite pod pojmem neidentifikované proteiny, obvykle jsou to ty, které

nevidime
e str. 75 —,,... 1ze pomoci separace na systému FPLC &asteén€ oddélit frakce na zdkladé
proporcionality skupin PIs,...“ , zfejmé nespravna formulace, vysvétlete, jak je to mySleno

e str. 79 — citace Kamenova et al. chybi v seznamu citaci, pokud jsem ji nepfehléd]

Dale pak mam tyto otazky, u kterych predpokladam jejich zodpovézeni ¢i komentat v ramci
obhajoby: '

e Nastr. 13 uvadite, Ze hlizy jsou vyuZivany pro vyrobu potravinafskych a potravinovych
produkti. Jaky je mezi témito produkty rozdil?

e Na str. 45 uvadite, Ze Konkanavalin A se vyznacuje svoji schopnosti vazat glykoproteiny.
VaZe tento lektin opravdu vechny glykoproteiny? :

e Deklarujete, Ze antioxidacni aktivita Pls byla potvrzena. NemiZe byt antioxidacni aktivita
napf. frakce B zplisobena jinym typem latek, které jsou s Pls eluuji spole€né&?

e Jaky je Vas ndzor na praktické vyuZiti Vami navrZeného postupu izolace Pls vzhledem k
zachovani antimikrobidlnich vlastnosti?

Na zakladé prostudovani této price mohu konstatovat, Ze Ing. FrantiSek Lorenc prokazal tviirci
schopnosti.

Zavérem mohu prohlisit, Ze i pFes uvedené pfipominky, prace splituje kritéria doktorské
disertaéni prace k ziskini védecké hodnosti Ph.D. a doporuéuji ji k obhajobé.

v Bmé, dne 4.6. 2018
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