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Konkrétni naméty, pripominky nebo otdzky vyzadujici doplnéni u obhajoby:

Diplomova prace studenta Daniela Zhoufa je exprimentalni prace zabyvajici se imobilizaci
lidskych cholinesteras a jejich vyuZiti p¥i stanoveni t&innosti reaktivatord in vitro. Prace
se sklada ze vSech Casti obvyklych pro diplomovou praci. Nejdelsi ¢asti prace je
teoreticky Uvod, ktery ale neni pfilis kvalitni, neni zcela dobfe strukturovan (jak celkové
tak i na Urovni jednotlivych Urovni kapitol), fakta se opakuji na vice mistech, obsahuje
fadu chyb ¢i formulacnich nepfesnosti (prvni chyba je hned druhé vété, vice v sekci
pripominky). Navic je velmi patrnné, Ze jde o odstavce "vytrhané" z jednotlivych zdrojd,
protoze nékteré Casti na sebe myslenkové nenavazuji a netykaji se pfiliS obsahu prace.

Popis pouzitych metodik je také dost nejednoznacny, neni jasné mnozstvi ¢astic Ci
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koncentrace inhibitord pouzité v reakéni smési (viz pfipominky). BohuZel i sekce vysledky
a diskuse je pomé&rné slabd, popis vysledkl je chaoticky, nejasny, tabulky a obrazky se
v podstaté dubluji. Navic snaha o diskusi také pokulhava. Vzhledem k tomu, Ze koncept
imobilizace AchE a BuchE nefungoval zcela dle plvodnich pfedstav, témat k diskusi se
nabizela celd fada. V préci bylo pouZito 62 literarnich zdrojd z nichZ Fada jsou aktudlini
¢lanky ve védeckych Casopisech, pfi ¢teni prace se ale zda, Ze bylo pouzito pouze par
zdrojQ, které se stale opakuji (hojné jsou pouzivané zejména ¢lanky z Chemickych listd,
napr. [8], [34]) a ostatni jsou "do poctu", téz jejich citace nejsou mnohdy spravné (viz
sekce pfipominky).

Celkové Ize shrnout, Ze se jedna velmi slabou praci jak z ohledu experimentalniho tak

z ohledu samotného zpracovani. Pfipominek a otazek (které se nabizi diky fadé
chybéjicich faktl) uvadim né&kolik stran a i tak se jednd pouze o vybér. I pfes pomé&rné
velké vyhrady doporuéuji praci k obhajobé&, kterd doufdm, fadu chybéjicich faktd a

. ’ O v Vv .
nejasnosti pomuze osvetlit.

Pripominky:

Prace obsahuje celou fadu chyb a nepresnosti z nichz nékteré uvadim:

- str. 12 - "v podstate se jedna o slozené proteiny..." - enzymy mohou byt i jednoduché
proteiny, coz i dale uvadite. Uvadi se, Ze v nejjednodussich burnkach se vyskytuje 3000 a
nikoliv 300 enzymu (viz i vase zdroje 1 a 2)

- str. 13 - "kazdy enzym (mysleno cholinestrasy) poskytuje dvé dilezita tzv. aktivni
centra". Cholinesterasy maji pouze jedno aktivni misto, anionické misto je soucasti

aktivniho centra, slouzi k vazbé substratu, nikoliv samotné reakci. "...rozeznavame dva
typy té&chto esterd..." - bylo my$leno dva typy enzymd

- str. 13-16 - v sekci cholinesterasy a acetylcholinestrasa se zbyte¢né opakuje role AchE
na synapsi. V této ¢asti chybi zcela zékladni informace o enzymech AchE a BuchE, jako je
jejich velikost, struktura, pocet podjednotek, rozdily v aktivnim misté (Ze se vyznamné
lisi uvadite na str. 13, ale mimo substratové specifity a exprese se vic nedozvime), coz se
mi zda duleziti vzhledem k tomu, Ze v experimentdlni ¢asti pracujete s Cistymi enzymy a
nikoliv se synapsi

- str. 17 - pfi klasifikaci inhibitorl cholinestras mi pfipada zbyte¢né uvadét klasifikaci
pesticid{, kdyZ samotné inhibitory moc neklasifikujete, postraddm tfeba zminku o
pritomnosti v bojovych latkach (uvedeno az pozdéji). Fysostigmin rozhodné nepochazi

z fazole, ale z puchyfnatce jedovatého. Calabar bean uvedeny ve zdroji 8 je kalabarsky
bob, cozZ je semeno puchyfnatce

- str. 18-22 - vzhledem k zaméreni prace se mi zda zbytecné dlouha ¢ast inhibitory
cholinesteras, kde podrobné popisujete jednotlivé latky. Ale i pfesto zde zcela chybi
uvedeni NIMP, NEMP, POX, NEDPA, které pak pouzivate v experimentalni ¢asti. Navic tato

cela c¢ast pouziva prakticky jediny zdroj, zdroj 8.

Strana 2/5



- str. 23 - v Casti inhibitory cholinestras jako farmakoterapeutika nema co délat
memantin, protoze je to inhibitor NMDA, coz i tedy uvadite, ale kapitola se nejmenuje
terapie Alzheimerovy choroby

- str. 24-31 sekce reaktivace cholinestras velmi podrobné popisuje mechanismus
reaktivace a jednotlivé struktury reaktivatord. Vzhledem k zaméreni prace (Grovef in
vitro) se mi zda skoro zbytecné se podbné zabyvat davkovanim a inovacemi v 1é¢bé

- str. 32-35 se sice jmenuje imobilizace enzym{ ale zabyva se pouze imobilizaci
cholinestras a pouziva prakticky jediny zdroj, zdroj 34, coz je Skoda, kdyz na toto téma
existuje celd fada publikaci & knih a dal by se napsat p&kny kompilat. Vibec autor
nezmifnuje nap¥. afinitni zakotveni, které i sam pak experimentalné pouziva (ale ve zdroj
34 se neuvadi)

- str. 38-39 kapitola ellmaniyv esej - termin esej bych zde ani jinde v praci rozhodné
nepouzivala, v ¢eském jazyce ma esej jiny vyznam, jde o Ellmanovu metodu, EllmanQv
test, stanoveni dle Ellmana apod. Sdéleni "pfitomnost inhibitoru se projevi bilym
zbarvenim" neni pfesné, roztok zlstane bezbarvy nikoliv bily

- str. 41-44 - experimentalni ¢ast - bylo by vhodné metodiky |épe popsat, ujednotit
pouziti koncentraci (c(zasobni, c(final), tak aby bylo zfejmé kolik ¢eho je v reakéni smési
(napf. 3.1.3.4 vyjadreni o mnozstvi inhibitoru v reakéni smési 0,5 ul inhibitoru o c=25
uM/200 ul je dost nejednoznacné, neni jasné jestli koncentrace reaktivatord jsou zasobni
nebo finalni)

-str. 49-59 vysledky a diskuse - tabulky obsahuji vysledky jednotlivych méfeni, coz se
obvykle v tomto typu prace neuvadi, pouze primérné hodnoty se smé&rodatnou
odchylkou. Navic diky tomu tabulky 8,9,10 velmi malé a vpodstaté zbytecné. Navic

z kazdé tabulky vychazi i graf, ktery v podstaté rika to samé. Popis i struktura tabulek je
zavadéjici, neni zfejmé, co obsahuji- napf tabulka 2 "Absorbance pro magentické histrap
&astice" rozhodné nemize obsahovat pouze absorbanci, ale pokud jde o aktivitu (coz
vyplyva z textu) musi to byt aktivita vyjadifena jako zména absorbance za Cas, coz by
meélo byt i v popisu obrazku i v tabulce. Nazev tabulky by mohl byt napfiklad "Aktivita
AChE pred a po imobilizaci na magnetické ¢astice Histrap". Dalsi tabulky trpi obdobnymi
problémy.

- str. 49-59 vysledky a diskuse. Vzhledem k tomu, ze funkcnost navrzeného konceptu
nebyla dle predstav bylo by mozné docela dobFe diskutovat & navrhovat mozné divody a
feseni Ci porovnat vysledky se znamymi hodnotami, ale to se zde vyskytuje jen ve velmi
omezené formé&. Napr. sdéleni na 57 "Obecné Ize konstatovat, Zze u imobilizovane AChE
je ucinnost reaktivace nizsi ve srovnani s daty publikovanymi i s namérenymi daty pro
volny enzym" se mi jako plodna diskuse nezda.

- str. 62-72 - literarni zdroje - u ¢lankd v ¢asopisech se neuvadi dostupné z a datum
citace, samotna spravna citace ¢lanku je dostatecnou charakteristikou zdroje. Zatimco u
¢lanku tyto informace mate (véetné datumu citace) u zdrojd z webu to mnohde chybi (

napf. [26], [60]), jinde zase ¢lanky uvadite jako weby (napf. [13]). Literarni zdroje také
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nejsou citovany jednotné, nékde chybi autofi (napf. [12]), nékde jsou uvedeny bez
jména (napf. [38]), nékde jsou nazvy ¢lanku uvedeny malym, jinde velkym pismem a
dalsi chyby. Zdroj [2], cozZ je stfedoskolska ucebnice nepovazuji za zdroj vhodny pro

diplomovou praci.

Otazky:

- v praci jste pouzival dva enzymy ze skupiny cholinestras, zaradte je a uvedte jejich
oznadéeni v nazvoslovi enzymd.

- na str. 14 uvadite, Ze biologickou roli AchE je ukoné&eni pFenost na cholinergnich
synapsich. Jakym zplsobem se dostane AchE do synaptické Sterbiny? Jakd je role AchE
v Cervenych krvinkach?

- na str. 26 uvadite, zZe intoxikace somanem je |éCitelna otrava, stejné tak jako
intoxikace latkou VX ackoliv na str. 25 uvadite velmi odlisné ¢asy starnuti enzymu.
Upfesnéte a vysvétlete proc?

- na str. 34 uvadite, Ze imobilizaci se mize zvysit aktivita enzymu a snizit jeho Km.
Vysvétleto pro¢ tomu tak je?

- na str. 35-36 popisujete stanoveni aktivity cholinestras podle Ellmana, ale spravné
uvadite, Ze existuji i jiné metody stanoveni. Popiste a vysvétlete metodu
elektrometrickou a titracni.

- v praci chybi pfesny popis pouzitych stacionarnich fazi, coz je problematické, zejména
pokud jsou v centru pozornosti celé prace, sdéleni magneticke stacionarni faze His-Trap
(Thermo Fisher’s Scientific) a SIMAG-PGL(Thermo Fisher’s Scientific) ¢i nemagneticke
stacionarni faze Sepharosa (Thermo Fisher’s Scientific) rozhodné nestaci, navic simag-
PGL rozhodné nejsou od Thermo. Uvedte presné jaké Castice Slo vcetné jejich velikosti.
- na str. 41 v seznamu chemikalii zcela chybi pouzité inhibitory NIMP, NEMP, POX, NEDPA
¢i nemagnetické His-Trap Castice. PopisSte o jaké latky jde a vysvétlete proc se pouzivaly i
presto, Ze o nich nepiSete v sekci inhibitory cholinestras. Doplfite jaké nemagentické
histrap Castice se pouzivali vCetné jejich velikosti a jaké mnozZstvi se pouzivalo pro vazbu.
- na str. 42 je postup imobilizace AChE na rizné &astice, porovnejte mnoZstvi pouzitych
Castic pro vazbu (neni zfejmé, z pouzitych c (zasobni), c(final)). Jaka je kapacita Castic?
Porovnejte s mnozstvim pouzité AchE. Nebylo by vhodné cCastice blokovat?

- na str. 46 uvadite, zZe aktivita imobilizovaného enzymu je 2,6x vyssi. Jak si to
vysvétlujete? Proc je vysledek 1. méreni u volného enzymu (tab. 2) zcela odliSny?
Pochybuji, Ze smérodatna odchylka vysledku pro volny enzym je 0,013. Jaky byl pouzit
kontrolni vzorek pro méreni aktivity? Jak si vysvétlujete, Ze imobilizace AchE u ostatnich
¢astic nevedla ke zvyseni/zachovani aktivity? Bylo néjak prokazano skutecné zachyceni
enzymu na C&asticich (byt v neaktivni formé&)? Jak byste to mohl provést?

- jak si vysvétlujete, ze aktivita volného enzymu je pfi jednotlivych méreni odlisna

(tabulka 2-5, hodnoty v rozmezi 0,420 - 1,112). Téz aktivita imobilizovaného enzymu se
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v rGznych tabulkach li&i (Tab.2 a Tab. 6 a 7). Vzhledem k Grovni popisu vysledkd nelze
dohledat, zda by mélo jit o identické hodnoty. Prosim vysvétlete.

- na str. 52 pouzivate imobilizovanou BUuChE. Byla provedena také optimalizace
imobilizace nebo se pouzily pouze podminky stanoveni pro AChE. LiSilo se né€jak mnozstvi
imobilizované BuChE?

- v experimentalni ¢asti zcela chybi zasadni informace o pouzitych enzymech mimo
sdéleni plvodu (katedra PiF, Hradec Kralové). O jaké enzymy $lo? Slo o enzymy piné
délky ¢i jen fragmenty? Kde byl lokalizovan histag?

- na str. 57 uvadite "Obecné Ize konstatovat, Ze u imobilizovane AChE je ucinnost
reaktivace nizsi ve srovnani s daty publikovanymi i s namérfenymi daty (tabulka 10)
pro volny enzym". Porovnejte vami ziskané hodnoty a hodnoty publikované (vyberte si
napr. jeden inibitor a rlizné reaktivatory)? Lze to jednodu$e porovnavat?

- navrhnéte proc¢ reaktivace na imoblizovanych enzymech nefungovala dle vasich
predstav (delsSi vyjadfeni 3 fadky nez na strané 58) a navhrnéte jak by bylo napriklad

mozné postup/pFistup modifikovat pro zlepseni?

Vysledné hodnoceni: vyberte hodnoceni

V Hradci Kralové dne 28.7.2020

Podpis vyberte

Strana 5/5



