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NAZEV PRACE: Vyvoj novych insekticidii zaloZenych na inhibici cholinesteras

AUTORKA: Mgr. Veronika Hrabcovd

Predkladanda disertacni prdce je zaméfena na studium velmi zajimavé a aktudlni
problematiky tykajici se pfipravy a testovani novych insekticidd inhibujicich hmyzi
acetylcholinesterazu, jez by bylo moino vyuZit i v celosvétovém boji s maldrii. Tomuto
odpovidaji i jasné definované cile disertacni prace, jimiz jsou kromé reSersni Cinnosti také
pfiprava jak hmyzi wild-type, tak i rekombinantni komafi AChE, které mély byt nasledné
vyuzity pro testovani Siroké skaly novych AChE inhibitort. Kone¢nym cilem doktorandky bylo
vybrat slouceniny zplsobujici nejen nejsilnéjsi inhibici hmyziho enzymu, ale také dostatec¢nou

selektivitu inhibice v porovnani vici lidské AChE.

Disertacni prace je clenéna dle klasického formatu, kdy nejprve je zpracovana
teoreticka cast, a poté nasleduji ¢asti tykajici se cili, pouzitych metodik, vysledk(, diskuze,
zavéru a priloh. Celd préce je sepsana ctivé, srozumitelné, bez velkého mnozstvi preklepl Ci
formdlnich nedostatkd a s dodrzenim ndlezitych citacnich norem. V teoretické ¢asti autorka
vsouladu s prvnim cilem zpracovala na 33 stranidch velmi detailni popis tykajici se
problematiky malarie. V ramci tohoto tématu jsou uvedeny jak parazitologické informace o
rodu Plasmodium, tak je i nasledné probrana problematika obsahujici aktualni pohled na
moznosti vakcinace proti malarii, snahu o regulaci stavu ¢i poc¢tu vektorli maldrie v danych
oblastech, ¢i prehled dosud poznanych mechanism( rezistence komara rodu Anopheles.
V tomto kontextu pak autorka vhodné prechazi k popisu problematiky aktudlnich trendi
pfi hledani novych insekticidl, které se lisi dle principu plsobeni. Tato teoreticka cast je
zpracovana prehledné, kompletné, s vyuzitim recentnich zdrojl. Z urcitého pohledu mozna
nestandardni je rozdéleni této Teoretické ¢asti do celkem osmi hlavnich kapitol, kdy devatou
¢i desatou kapitolou, na stejné Urovni Cislovani obsahu, jsou jiz cile a metodika disertace, a
analogicky pak dalsi ¢asti DP. Toto je ale jen drobnd pfipominka tykajici se formalni stranky
DP.
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Metodicka cast predkladané disertacni prace je sepsana podrobné, kdy do detailu
popisuje vétsinu experimentdlnich krokd, které byly postupné provadény v souladu s cili DP.
Nékteré metodické postupy jsou popsany méné, Ci aZ v ndsledujici vysledkové casti (napft.
detekce proteinl v eluovanych frakcich na gelech, resp. popis parametr( elektroforetického
déleni — tj. Obr. 34-41). Ostatni ¢asti metodiky, a to obzvlasté ty zamérené na pouZiti

pokrocilych molekularné-biologickych metod, jsou popsany bezezbytku.

Vysledkova ¢ast se sklddd z nékolika casti, kdy autorka nejprve popisuje vysledky
experimentll, jez mély za cil pfipravit a purifikovat musi MdAChE a rekombinantni komari
AgAChE1, stanovit aktivitu purifikovanych enzymu, a nakonec vyuzit dany druh AChE pro
stanoveni miry inhibice enzymu v pfitomnosti syntetizovanych sloucenin, které byly rozdéleny
do nékolika skupin dle chemické struktury. Dosazené vysledky jsou ndsledné v samostatné
Casti DP dostatecné diskutovany na 7 strandch a jsou shrnuty v Zavéru. V DP je na jejim konci
uveden také prehled publikacni ¢innosti autorky, kdy jsou vysledky prace uvedeny ve dvou
pGvodnich védeckych pracich uverejnénych v kvalitnich renomovanych ¢asopisech s IF, z nichz
vjedné je autorka uvedena jako prvoautor, a ddle vjednom prehledovém ¢lanku

publikovaném opét v kvalitnim ¢asopisu s vysokym IF.

K praci mam nasledujici dotazy a drobné komentare:

Dotazy:

1) V teoretické ¢asti na str. 20 uvadite: ... Za béZnych podminek ionty sodiku aktivuji kandl,
ktery se otevre, ¢imZ dojde ke zmeéné ndboje (depolarizace) a ndslednou repolarizaci
membrdny se kandl znovu uzavre. ... MlZete, prosim, vysvétlit tuto vétu s ohledem na roli
Na* pfi otevieni Na*-kanald, resp. také pfi repolarizaci?

2) Pti purifikaci enzymu AChE rizného plvodu jste pouzivali afinitni chromatografii. Méfili jste
po jimani frakci také specifickou aktivitu enzymu? Popt. jak byla srovnavana aktivita enzymu
mezi jednotlivymi purifikacemi v rlizném Case, a dale, jaky byl typicky vytéZzek purifikace?

3) Na strané 76 uvadite, Ze ,,...Rekombinantni protein je vSak v eludtech v tak malém mnoZstvi,
Ze po obarveni methylenovou modii neni patrny na gelu...” Nezkouseli jste vizualizovat
pfitomnost proteinG v jednotlivych frakcich pomoci stfibra, nebo Coomassie Blue barveni?
Stim i souvisi dotaz, jestli jste vysledky elektroforézy nevyhodnocovali také pomoci
denzitometru, coz by bylo vhodné napf. pro porovnani sirky pruh(i protein uvddénych v textu
na str. 78 k Obr. 41.
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Pripominky formalniho charakteru:

- sloveso ve tvaru ,viz"“ je obecné psano bez tecky

- namisto anglického , detoxifikace” je v eském odborném textu pouzivano spiSe , detoxikace”

- nékolik tabulek, ¢i popis nékterych obrazk( je rozdélen na dvou po sobé jdoucich stranach
(napf. legenda Obr. 5, Tab. 26, atd.)

- pojmem ,transluminator” je pravdépodobné myslen pfistroj ,transiluminator”

- enzymova aktivita by méla byt uvadéna napft. v definovanych jednotkach Units (U/ml;

U/mg prot.; U/mg), coZ by mohlo byt vyuZito napf. u osy Y grafi 2 a 3 na str. 80 a 81.

Zavérem shrnuji, Ze Mgr. Veronika Hrabcova béhem zpracovani své disertacni prace
prokazala schopnost systematické védecké prace, k cemuz vhodné pouzila pfi feSeni zadané
problematiky celou fadu pokrocilych biochemickych a bioanalytickych metod. Vystupy jeji DP
mohou byt vyuZity vzhledem k nélezu silnych a specifickych inhibitord hmyzi AChE v praxi, coz
je zvySuje kvalitu této DP. Protoze vSechny kladené cile prace byly spinény, a to vcetné

pozadované publikacéni aktivity, doporucuji predlozenou disertacni praci k obhajobé.

V Pardubicich 10.6.2020

doc. RNDr. Tomds Rousar, Ph.D.
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