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Oponentsky posudok na dizertacnu pracu

Téma dizertacnej prace: Transportni mechanismy sekundarnich metaboliti pfes membrany
rostlinnych bunék
Autor: Mgr. Jan Kubes

Doktorand vypracoval dizertaéna pracu, ktorej koncepcia vychadza zo vSeobecnych
poziadaviek kladenych pre tento typ zaverecnych prac. Praca ma obvyklé Clenenie: je napisand na 130
stranach s uvedenim 228 literarnych zdrojov, priCom 15 stran priloh obsahuje 25 dodatkov vo forme
obrazkov, grafov a tabuliek.

Zvolena téma prace je zaujimava, nakol’ko objasnenie mechanizmu transportu pre sekundarne
metabolity cez plazmatickil alebo vakuolarnu membranu predstavuje prvy krok k identifikacii
konkrétneho transportéru a jeho zapojeniu do metabolizmu a vyuzitia danej molekuly rastlinou.
Zakladom pre uspesnu identifikdciu a overenie totoZnosti transportérov je prave poznanie mechanizmu
transportu, a preto ma dizertacna praca opodstatneny vyznam.

Hlavnym ciel'om predloZenej prace bolo identifikovat’ mozny spdsob transportu sekundarnych
metabolitov cez membrany in vitro kultir lie¢ivych rastlin. Praca je rozdelena do niekolkych etap,
priCom sa zameriava na transport latok cez plazmatickli membranu do média a na intracelularny
transport cez vakuolarnu membranu. MoZem konStatovat’, Ze praca je napisana s prehladom,
a k jednotlivym cielom doktorand podava experimentalne dobre zdokumentované data.
Jednotlivé ciele, ktoré boli vramci dizertaénej prace vytyCené, a ktoré su podloZzené
experimentalnymi postupmi, boli aj splnené (odvodenie suspenznych kultar Genista tinctoria
a Trifolium pratense; elicitacné experimenty s ndslednou identifikdciou transportu; izolacie
protoplastov a vakuol, a sledovanie ovplyvnenia mechanizmu transportu na Girovni absorpcie
do vakuol). Vysledky prace su doplnené zodpovedajucimi grafmi a tabulkami, pricom diskusia je
napisana zrozumitel'ne a Citala sa mi celkom dobre.

Celkovo mozem zhodnotit’, ze po formalnej aj experimentalnej stranke je dizertacna praca
napisana vecne, bez zjavnych nedostatkov. I ked jazykovu korektiru som sa neodvazil vykonat’,
myslim ze podla mojej znalosti Ceského jazyka sa v praci chyby/preklepy/gramatické nepresnosti
zavaznejSieho charakteru nevyskytuju.

Pripomienky:

1. V teoretickej Casti praci by som uvital viac grafického materialu, napr. schematické znazornenie
transportnych mechanizmov.

2. Nakolko sa v praci vyskytuje vel'a enzymov, proteinov a pod., odporucil by som subezné pouzitie
klasifikaéného zatriedenia podl'a nomenklatary EC: napr. chalkonsyntaza (CHS, EC 2.3.1.74),
chalkénizomeraza (CHIL, EC 5.5.1.6), a pod.
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Faktické chyby: pojem ‘tkanivové” kultury sa pouziva pri zivo¢isnych systémoch, nie pri
raslinach (str.12); oznacenie LPH je skorej chemického charakteru, prakticky sa pouZiva
pojem laktaza (str.26); nepouzivat pojem cukor, ale sacharid (str.30); pri technickych
parametroch centrifugacie udavat hodnotu v 'x g’, nie v 'rpm’ (napr. str.52).

Grafy 1.1. — 2.5. pripadne aj 3.1. — 4.5. by mozno mali lepSiu vypovedni hodnotu pri
znazorneni vo forme Box-plotov (v kontraste ku klasickym stipcovym grafom).

Otazky do diskusie:

1.

Vedeli by ste porovnat (aj s praktickymi prikladmi) efektivnost' produkcie sekundarnych
metabolitov pri pouziti kultar "hairy root” resp. "adventitious root’? Aké su vyhody a nevyhody
uvedenych technik?

V kapitole o elicitacii sa zmiefiujete 0 tzv. "obecnom receptore” (str.17) — ide o kontakt medzi
signalom (elicitorom) a prislusnou receptorovou Struktirou bunky. O aky typ receptora ide, resp.
¢o sa o nom predpoklada z molekularneho hl'adiska?

V praci spominate zvySenie biosyntézy sekundarnych metabolitov vyuzitelnej v praktickom
meritku (str.14). Samozrejme, produkcia je ¢asto limitovana nizkymi a variabilnymi vytazkami.
Aj napriek tymto limitaciam je v sucasnosti produkovanych rastlinnymi kultirami na komercnej
urovni niekol’ko sekundarnych metabolitov a proteinov — vedeli by ste ktorych (okrem Vami
spominaného taxolu a shikoninu)?

Pri farmakokinetickych charakteristikdch flavonoidov uvadzate absorpciu glukozidov cez
SGLT1-transportéry enterocytov (str.27) — v tomto pripade ide o sekundarny aktivny transport.
Boli v kontexte tejto problematiky Studované aj pasivne transportné systémy (napr. GLUT-
transportéry)?

Konstatujete, ze wurCenie transportného mechanizmu pri izoflavonoch Genista tinctoria
nepriniesol vyznamné rozdiely medzi inhibovanymi a Kontrolnymi vzorkami. Viete vysvetlit
preco (okrem potencialneho prenosu pomocou ABC-transportérov)?

Konstatujete, Ze v dostupnej literatire neexistuje praca, ktora by sa zaujimala len o transport
glykozidov izoflavonov do vnutra vakuoly. Identifikacia konkrétneho transportéru pre genistein
u Trifolium pratense by bola vyznamnym prisnosom do problematiky — ako by ste to prakticky
zrealizovali?

Vysledky dizertacnej prace Mgr. Jana KubeSa si cennym prinosom z hladiska Stadia

transportnych mechanizmov sekundarnych metabolitov cez membrany rastlinnych buniek. Myslim si,
7e doktrand sa vysporiadal s danou problematikou dobre. Nakolko dizertaéna praca predstavuje prinos
pre rozvoj odboru "Farmakognosie a toxikologie pfirodnich latek’, hodnotim ju kladne a odporacam,
aby bola v zmysle platnych predpisov doktorandského stadia na Farmaceutickej fakulte v Hradci
Kralové prijata k obhajobe. Na zaklade uvedeného konstatovania navrhujem udelenie akademického
titulu "PhD.".
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