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Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: velmi dobra
b) Naro¢nost pouzitych metod: velmi dobra
c) Zpracovani metodickeé Casti (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: dobra

e) Zpracovani vysledku (pfehlednost, srozumitelnost): dobré

f)  Hodnoceni vysledk( v€etné statistické analyzy: dobré

g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: nedostatecna
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zavéru: nedostatecna
i)  Splnéni cilt prace: dobré

J)  Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazi: dobré

k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka urover): velmi dobra

[) Formalni aroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): dobra

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [_]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

PfedloZzena prace se zabyva zajimavym procesem vybéru spravné purifikaCni metody pro
enzymy AChE a BChE. Z vlastni zkuSenosti je mi znamo, Ze pfi spravném provedeni
purifikace jsou vysledky jsou zcela opacné, nez je zde prezentovano. OCekaval jsem tedy
podlozZeni vysledkl jednozna¢nymi daty a diskuzi s aktualni literaturou. Bohuzel k mé litosti
se zde neobjevuje ani jedno a nemohu tedy s uvedenymi zavéry souhlasit. Ocenuiji
laboratorné provedenou praci, avsak celek bohuzel srazi obrovska spousta chyb a
nepresnosti, které mohly byt odstranény dikladnou konzultaci se Skolitelem-specialistou.

Dotazy a pfipominky:
Teoreticka Cast

Obecné — Je pracovano s velkym mnozZstvim odbornych termind, které dle mého nazoru

Str. 13 — Zfejmé doSlo ke smazani citace? Viz ,Chyba! Nenalezen...” Tato chyba se objevuje
jesté nekolikrat.



Str. 15 a 16 — Dvakrat vlozeny obrazek. Jednou v textu a jednou mimo text.

Str. 18 — Informace o metabolitech viaknitych hub je dle mého nazoru nepodstatna pro
danou praci.

Str. 18 — Nesouhlasim s tvrzenim, Ze purifikace je finalnim krokem produkce
rekombinantniho enzymu. Autorka by se méla zkusit zamyslet nad tim, proc?

Str. 18 — ,Molekulova vylu€ovaci chromatografie® neni spravny termin pro purifikaéni
techniku. Pfedpokladam, Ze se jedna o ,Size exclusion chromatography*.

Str. 19 — Prosim o vysvétleni terminu ,tandemové fazeni tagd*.

Str. 19 — Imidazolem vymyvat nelze, protoze se jedna o pevnou latku. Spravné by bélo byt
roztokem nebu pufrem obsahujicim imidazol.

Str. 19 — ,Gravitacni kolona“. Co je tim mysleno? Kolona, ktera pracuje s gravitaci?
Str. 20 — ,Vynalezena“ neni vhodny pojem. SpiSe se hodi ,pfipravena“.

Str. 21 — Méfeni koncentrace proteinu nelze vyuZzit pro méfeni Cistoty.

Prakticka ¢ast
Chemikalie a material

Obecné — Kdyz uz je nékde uveden vyrobce v€etné mésta a statu, mélo by to byt dodrzeno
vSude.

Str. 22 — U chemikalii by meéla byt uvedena jejich Cistota. U kitd a hotovych pufri by mélo byt
uvedeno produktové Eislo.

Metodika
Str. 24 — Opét chyba s neexistujicim odkazem.

Str. 24 — Chybi mi zde, o jaky typ purifikace se jednalo. Je rozdil v tom, jestli je kolona
napakovana pfedem nebo doSlo k prostému smichani pryskyfice s mediem (batch
chromatografie).

Str. 24 — Uvadite, Ze dialyza probihala pfes noc a zarovenr, ze vymeéna pufru byla po dvou
hodinach. To autorka zUstavala v laboratofi pfes noc, aby ménila pufr?

Str. 26 — EXPI medium neni kompatibilni s Zaddnou Ni-NTA pryskyfici, i kdyz se to u
nékterych z nich tvrdi. DoS$lo u supernatantu s BChE pfed nanesenim na kolonu také k
dialyze? Tato informace zde chybi.

Str. 26 — Sice je uvedeno sloZeni elu¢niho pufru pro hupresin, aviak nikde neni uvedena
vysledna latkova koncentrace trimethylamonium chloridu. Mlze se tedy stat, Zze by v pfipadé
pouziti jiné Cistoty chemikalie, byla rozdilna koncentrace.

Str. 32 — Nemélo by zde spiSe byt 300 delta-mAU/min nebo 0,3 delta-AU/min?

Str. 32 — Jakym zpUsobem byl pfidavan substrat? Protoze pfi zvolené aktivité 0,3 delta-
AU/min je ruéni pfidavani po jamkach zcela nedostate¢né.

Str. 32 — Obrazek 9. Uvedeny vzorec je velmi zvlastni. Pokud bych vzal v potaz, Ze je v
idealnim pfipadé aktivita enzymu 1 a inhibovaného enzymu 0, tak pomoci vzorce bych ziskal
vyslednou aktivitu 0 % (1-(1-0)/1)*100. Prosim o vysvétleni.

Str. 32 — Obrazek 10. Uvedeny vzorec pro vypocet specifické aktivity je chybny. Jednotky
jsou sice spravné, ale jednotka U (umol/min) opravdu neni primérna hodnota absorbance.

Str. 33 - Opét hned dvakrat chyba s neexistujicim odkazem.



Str. 33 — Nespravna definice Vmax. Tato veliina je dana jako maximalni rychlost reakce,
kdy je vSechen enzym saturovan substratem. Dle mého nazoru se spiSe jedna o kostrbaté
vyjadfeni Km.

Str. 33 — etopropazin se piSe s malym pismenem na zacatku.

Vysledky

Str. 34 — Uvedeny obrazek SDS-PAGE gelu nevypovida o pfilisné Cistoté purifikovaného
enzymu. Velmi zde chybi obrazek western blottingu, ktery dle metodiky byl také proveden.
Zaroven bych k danému mél otazku. Byla provedena SDS-PAGE pro v8echny purifikaéni
frakce? Mam tim na mysli celou fadu supernatant, nezachycena ¢ast, vSechny promyvaci
frakce, eluéni frakce? Toto patfi ke standardni prezentaci jednotlivych krokl purifikace
enzymu. JestliZze toto provedeno bylo, byl by obrazek k dispozici?

Str. 35 — V8echny vypocty specifické aktivity jsou nespravné, viz ma predchozi poznamka ke
strané 32. Napf. primérna hodnota specifické aktivity pro ¢istou BChE udavana v
publikacich se pohybuje mezi 600-1000 U/mg, coz je fadové nékolikanasobné jinde nez
Vami uvedené hodnoty.

Str. 37 a 38 — Uvedené grafy sice paradoxné ukazuji inhibici AChE substratem, ale v
zadném pfipadé se nejedna o graf inhibice, nybrz o standardni grafické vyjadieni zavislosti
rychlosti reakce na koncentraci substratu dle Michaelis-Mentenové. U BChE se o inhibici
substratem ani nejedna. Dale, pro pfesnéjsi vypocet Km a Vmax by jiz inhibujici hodnoty
mely byt vyfazeny.

Diskuze

Obecné — Diskuze zjisténych vysledku s jiz publikovanymi informacemi se v praci témér
neobjevuje. Vesmés se jedna o opakovani teorie nebo vysledkdl. Je to Skoda, protoze
autorka svymi experimenty zjistila jiné hodnoty, nez ty, se kterymi se bézné pracuje a bézné
se prezentuji a bylo by tudiz velmi zajimavé je také porovnat s jiz znamymi informacemi.

Str. 42 — Osobné bych byl velmi opatrny s interpretaci SDS-PAGE gelu, protoze v
jednotlivych sloupcich je viditelné naneseno jednak pfili§ velké a také rozdilné mnozstvi
proteinu. UrCité zde neni vidét Zadné znecisténi proteiny < 70 kDa, protoZe obarveni sloupce
€. 3 nebo €. 7 nesouvisi s pfitomnymi proteiny. Pro proteiny > 70 kDa by se po upravé
histogramu ve vysledku jednalo o téméf ty samé necistoty v obou metodach purifikace. Az z
daného mam dojem, Ze sloupce 3 a 4 a dale 7 a 8 ukazuji vzdy ten samy vzorek, akorat s
rozdilnou koncentraci. Ale jedna se pouze o mou domnénku.

Zavér

Str. 46 — Pouziti Amicon kolon mélo byt zpracovano v praktické ¢asti a nikoliv v zavéru. Dale,
pokud je mi znamo, tak Amicon nejsou kolony, ale membranové centrifugacni zkumavky. A

vvvvvv

v laboratornich postupech? Pro€ tyto postupy nejsou uvedeny v praktické ¢asti?

hodnoceni, prace je: dobra k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kréalové 24. kvétna 2022 podpis ogonenta/ky



