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Nazev diplomové praceUplatreni mikrokalorimetrie fi studiu enzymatickych reakci

Diplomantka Bc. Hana Viskova se ve své diplomovéacpr zabyva aplikaci
mikrokalorimetrickych metodipsledovani kinetiky enzymatickych reakci.

V Uvodu teoretické ¢asti shrnuje zakladni vlastnosti enzfma popisuje mechanismus
enzymaticky katalyzované reakce. Trochu nelogickyzfle ¥leréna kapitolal. 1. 5 Absorpce
viditeIného a ultrafialového zéni (str. 17), kterd dle mého nadzoru nema souvislgsedchozi ani
nésledujici kapitolou. V kapitole. 2 Kinetika enzymatické reakce, rovnice Michaelis Mpaté(str.
18) diplomantka vysitluje zakladni pojmy reaki kinetiky a odvozuje rovnici Michaelis-Mentenoveé
(MM) na zakla@ popisu reakniho schématu /5/ diferencialnimi rovnicemi. Zdeedené realni
schéma /5/ je specialniniipadem obecné jednosubstratové enzymatické redkege pouzit pouze
za ugitych zjednodusujicich fedpokladi, které vSak v dalSim textu postradam. Raviby bylo
vhodné podrob¥i vysvétlit pojem paatesni reakni rychlost a zéraznit podminky (zejména stupe
konverze chyb&iuvedeny na str.21), za kterych Ize rovnici MM piouldia str. 24 je uvedena definice
jednotky katal ....jako mnozstvi enzymové aktivityteré katalyzuje fgménu 1 molu substratu za
sekundu”. Sprawh by melo byt uvedeno katal - mnoZstvi enzymu, které katalyzuje.....", protoze
enzymatické reakce jsou katalyzovany enzymem nékatiymovou aktivitou.

V dalSi¢asti se diplomantka podrobzabyva enzymem trypsinem, jeho popisem, klasifikac
sekreci prekurzoru trypsinu a katalytickym mechaweis trypsinu. Tat@ast je zpracovana velmi
prehledr, logicky ¢lenéna a obsahavi zpracovanim je dobré odborné urovni.

V kapitole 1. 4 je diskutovdna problematika mikrokenetrie, jeji vyuziti pi studiu
enzymatickych &u, vyhody a nevyhody z pohledu studia kinetiky. &a33 je uveden vztah /25/ pro
entalpii reakce, kde je vSak souvislost rgdk rychlosti s mfenou velkinou? Jak vlasth
prepaiitavame plochu piku resp.éteny signal na ndasovou zavislost koncentrace substratu nebo
produktu, coZ je pro ziskani reak rychlosti a posouzeni kinetikgjé zasadni?

V teoretické ¢asti bych je& upozornila na drobné nesrovnalosti, haktivni oblast
membrany — na str. 40 je uvedeno 4x4 mm a v exeatifinicasti na str. 44 se uvadi 4x4 cm, ré&&n
termin pravouhla hyperbolana str. 20. by bylo vhodné opravit. Tyto drobnéosatky formalniho
charakteru vznikly izjme v dasledkucasoveé tisé a nepovaZzuiji je za zasadni.

Pripominky k experimentalni ¢asti:

- str. 49- je uvedeno, Ze enzym trypsin jéepaZzié izolovan z ryb a obojzivelntk Pra je
potom pro celou experimentakést pouzivan trypsin hézi?

- str. 55 - rovnovazna konstanta Kje vyj&a rovnici /30/, kde se chybrvyskytuje
koncentrace enzymu [E] ve jmenovateli (spianma byt [S]), coZ je v rozporu s dalSim textem
»-..K Nezavisi na koncentraci enzymu*

- str. 55 a 56- domnivam se, Ze kap. 3. 2. 1 a 3. 2. 2 tykapcpoznatk z literatury by bylo
vhodrgjSi zaadit do teoretickéasti a v dalSim textu se n& odkazovat



- str.57—obr. 31nema pro experimentaldést velkou vypovidaci schopnost vzhledem k tomu,
Ze chybi mifitko os i rozndry uvadnych veltin (pro diplomovou préaci toto schematické
vyjadieni dané zavislosti nepovaZzuji Zdlip vhodné)

- str. 57— obr. 32 prevzaty z literatury gat’i tedy do teoretickéasti) neni vhoda zvolen,
protoZe nezobrazuje typickytipad substratové inhibice. Uétdiny znamych enzyin
zavislost readni rychlosti na koncentraci substratu nevykazujstrg® maximum, ale pro
urcité rozmezi koncentraci substratu je rychlost reala koncentraci nezavisla.

- str. 60 — obr. 35chybny popis — nejednéa se o zobrazeni vlivu komaea enzymu na rychlost
reakce - K(3) je rychlostni konstanta nikoliv re&k rychlost, navic proloZeni
experimentalnich bddpro ¢ = 0,022mol/l ¢ervert) je zna&n¢ diskutabilni

- str. 63 — obr. 38- rovreZ chybny popis os i obrdzku a chybné proloZeni exmatalnich
bodx (zvlast ¢erna zavislost)

V experimentalni¢asti diplomantka piSe o kinetice enzymatické realicsledovani reaki
rychlosti, nenalezla jsem ale jediny vzorovy v§gb reakni rychlosti ani rychlostni konstanty.
V tabulkach i grafech jéasto zarénén nebo chyb& uveden pojem rychlostni konstanta a rychlost
reakce (grafy a tabulky str. 58 — 67). V celé pnamingZ postradanprepa’et merené veltiny na
reakeni rychlost (nebo rychlostni konstantu) a tudiz vislast veléin mikrokalorimetrickych a
kinetickych.

Zawrem konstatuji, Ze diplomantka zvladla n&ré experimentalni metody i zpracovani dat dle
zadani diplomové prace v plném rozsahu a prok&aisostatnostipzpracovani zadaného tématu.
Ocaiuji také schopnost kriticky zhodnotit vysledky ik®vou grafickou Gpravu textu.

PredloZenou diplomovou praci dopétiji k obhajol a hodnotim zndmkou
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