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PfedloZzena diplomova prace stucdentky Veroniky Chladkové je soucdsti vyzkumu skupiny
biochemie na KBBV a je zaméfena na moinosti elektrochemické detekce inhibitord
acetylcholinesterazy svyuZitim tisténych dvou nebo tfielektrodovych senzorl, které umoZiuji
analyzu v malém mnoZstvi vzorku. V rdmci prace byly testovany inhibitory pfipravené na Ustavu
organické chemie a technologie, FCHT, UPCE.

Vteoretické  {ésti  studentka popisuje  strukturu enzyml  acetylcholinesterdzy a
butyrlycholinesterazy, ddle se zabyvd zakladnim strukturou a rozdélenim biosenzor(i a teorie je
doplnéna o konkrétni pfiklady aplikaci biosenzor( pro detekci inhibitord vy$e zminénych enzymd.

Experimentdlni ¢ast popisuje jednotlivé postupy méfeni, kdy vedle elektrochemické detekce,
ktera byla zavddéna, byla logicky provedena i spektrofotometricka detekce jako metoda kterd je jiz
zavedena, optimalizovna a slouzi jednak pro potvrzeni Gcinkd inhibitorl a také pro porovnani
s detekci elektrochemickou.

Vysledkova a diskusni ¢ast obsahuje vysledky uspofddané vystizné do tabulek a graf(, co do
komentdrud a vlastni diskuse vysled{ je znaéné stroha.

Ke vSem castem prace mam fadu pfipominek, a to nejen formalnich, ale hlavné vécnych, které
dle mého ndzoru znaéné snizuji kvalitu pfedkladané diplomové précel
Formalni pfipominky:

Souhrn (i Summary) by mél byt umistén pfed obsahem, v pfipadé, jak je tomu u této préce, by musel
byt uveden vobsahu a &islovan. Stejné tak je nestandardni ¢lenéni obsahu (teoreticka &ast a
experimentalni samostatné uvedeny s velkym nadpisem, vysledky nikoliv), nesjednoceny je format a
typ pisma. Nékteré zkratky nejsou vysvétleny pfi jejich prvnim pouZjti v textu, za nékterymi odstavci
chybi uvedeni citace. Prace obsahuje fadu pfeklept (str. 12, 19 a dali) a hrubych chyb (stanoveni
Michaelisovi konstanty, pouZiti Ellmanovi metody). V pfipadé enzymové aktivity jsou vtextu
vyuZivany tfi zplsoby, a to U, IU a Ul, mélo by byt sjednocené.
Dalsi pfipominkou k formalnim nalezitostem prace mam Kk literatuife. Pro praci autorka pouZila 32
citaci Ceskych ¢i zahrani¢nich zdroji, odbornych ¢lankd, ale i internetovych odkazd, z nich nékteré
(www.encyclo.co.uk ¢i www.peta.unas.cz) nejsou vhodné pro védecky text. Pocet 32 odpovida dle
meého nazoru spiSe bakalarské praci nei diplomové. To plati i pro celkovy rozsah préace, kterd
obsahuje pouze 46 stran odborného textu, zbytek do celkovych 60 jsou formélni néleZitosti a seznam
literatury.
Vécnépripominky:
Teoreticka Cast:
e Celd Cast o biosenzorech (7 stran) dle mého nazoru nema povahu odborné reserse, kterou
ma byt, pro zpracovéni bylo pouZito pouze 9 literdrnich zdrojl, z toho valnd vét3ina textu
z odkazu www.peta.unas.cz. Na toto téma existuje nepfeberné mnoistvi védeckych &lanka,
navic pouze jedna citace je z roku 2011, ostatni starsiho data.

e Str. 11 kap. 2.1.1 - ma nazev Enzymové biosenzory. Toto spojeni se vyskytuje pouze v prvni
vété, zbytek kapitoly pojednavé obecné o enzymech.

e Str. 17 a 18 — u detekénich technik (cyklicka volumetrie, square wave) jsou z jedné prace
vytaZzené podminky nastaveni, které v3ak jsou odlidné a je|tFeba je vidy optimalizovat pro
danou aplikaci. Vhodné&jsi by bylo porovnat nastaveni z rGiznych praci a tak, aby se vztahovala
ke stejnému typu analyz, pak by to bylo opodstatnéné v ramci reserse.

e Str. 23 kap. 2.4. — mé ndzev biosenzory pro detekci inhibitorli ACHE, pul strany je viak o
biosenzorech jako takovych, coZ bylo nédplini kapitoly 2, pak by ale kapitola méla rozsah jedné
strany A4. Konkrétnich pfikladG a aplikaci z literatury je opét minimum, pfestoZe citaci lze
nalézt velké mnozstvi.

e Str. 24 —ve schématech se vyskytuji zkratky, které v okolnim textu nejsou vysvétieny.




e Str. 24 - posledni odstavec — autorka zmifiuje pouZiti mediator(i ve spojeni s biosenzory.
Téma neni vice rozpracovédno, pfestoze mediatory jsou hodné vyuZivény. Prosim studentku o
vysvétleni principu fungovani takovych latek.

e Dale prosim studentku o vysvétleni pojmu ,senzory se zprostiedkovanou detekci” (str. 24
posledni véta)

e Str. 25 kap. 2.4.1 — néazev podminky stanoveni — je uvedena opét pouze jedna prace, coZ
neodpovida resersi

e Str. 27, 28 a 29 kap. o imobilizacich enzym( na povrch senzord — z literatury jsou uvadény
postupy provedeni imobilizaci, u jednotlivych reagencii| jsou vsak mnohem dilezitéjsi

koncentrace danych latek nez objemy roztok( bez uvedeni koncentraci

e Str. 27 — pfi imobilizacich je vyuZivano pfidavku BSA pii vlastni vazbé enzymu. Dovedete
vysvétlit proc?

Experimentalini ¢ast:

e Str. 32 — kapitola o pouifité laboratorni technice neobsahuje standardné uvadéné
informace o pfistrojich a pomlckach (typ spektrofotometru, vyrobce), zejména u
elektrochemickych senzor( by tato informace méla byt uvedena

o Str. 32 kap. 3.2 — u pfipravy roztoku enzymu je uvedeno, Ze bylo navaieno pfiblizné
10 mg — to nepovaZuji za presnou informaci

e Pfi uvadéni jednotlivych metod je pfed vlastnim postupem uveden princip i teorie
k dané metodé. Dle mého nazoru by toto patfilo spise do vysledkové Casti

e V nékterych metodikach chybi jednotky (frekvence) ¢i koncentrace pouZitych roztokl

o Str. 40 kap. 3.8.3 — jak piesné bylo provedeno vyhodnoceni plochy pod kfivkou pfi
elektrochemické detekci?

e  Str. 40 — na konci zfejmé chybi ¢ast textu na konci kapitoly 3.8.4 — je uvedeno pouze A a
nic daldiho

Vysledky a diskuze:

Vysledkova ¢dst je zpracovdna ve formé tabulek a grafl. Obsahuje|viak pouze stroha konstatovani,

ktera jsou na prvni pohled patrné z uvedenych tabulek. Uvddim pouze namatkou:

e ktab. 3 -6,str. 42, 43 ,Vysledky ziskané po méfeni s jednotlivymi senzory se mezi sebou lisi,
vyrazné rozdily jsou patrné predeviim u mezné rychlosti, ktera se lisi v jednotlivych
pfipadech vyznamné”. Neni uvedeno ani zamysleni, ¢im to mlZe byt zplsobeno. Ani
oddélena diskuzni ¢ast nedavéd odpovéd, ale pouze okopirovany text: ,Vysledky ziskané po
méfeni s jednotlivymi senzory se mezi sebou lidl, vyrazné |rozdily jsou patrné predevsim u
mezné rychlosti, kterd se lisi v jednotlivych pfipadech vyznamné” (str. 54, posledni odstavec).
Nékteré vysledky by bylo tfeba vice okomentovat &i lépe diskutovat. Navic diskuze je tedy
naprosto zbyte¢nd, vzhledem ktomu, Ze je jednd o pouhé okopirovéani celych odstavch
z vysledkové ¢asti. Stejné je to i u ostatnich vysledka.

e Str. 48 Urceni typu inhibice — je uvedeno, jak bylo |vyhodnoceni provedeno a jen
konstatovano o jaky typ se jednd. Pfi porovnani s ,navodem na uréeni typu” (str. 37, obr. 5)
je patrné, Ze by mély byt kfivky vyhodnoceny i s hodnotou Km a uvedenim Vmax a jejich
poméru, aby bylo na prvni pohled ziejmé, Ze se opravdu jedna o akompetitivni typ inhibice.
Tyto informace vSak v praci chybi.

e  Str. 48 Urceni stability enzymu po imobilizaci — uvadite, Ze jmobilizace na uhlikové elektrody
sorpci (je jedno, kterou metodcou) se nezdafila. V literatufe |je v3ak tento postup nejbéznéjsi.
Vzhledem k tomu, Ze v piedloZené praci dané informace chybi prosim o komentaf v ramci
obhajoby: Mate néjaké vysvétleni, pro¢ se imobilizace |nezdafila? Postupovala jste na
zdkladé jedné z praci nebo postupy a podminky urditym zplGsobem optimalizovala? Je
zvlastni, Ze na senzory s platinou, ktera je inertni, byla sorpce Uspésna. Ocekavala bych
v diskuzi néjaky navrh na mozny dalsi postup, vylepseni, feSeni apod.

e Vrdmci prace byly testovany inhibitory syntetizované ha Ustavu organické chemie a
technologie. AZ na tabulku a vzorec v experimentdlni ¢asti nejsou o testovanych inhibitorech




v celé praci zadné dalsi informace. Pro¢ byly zvoleny prav

& tyto latky? Jedna se o latky, u

kterych se ofekava praktické vyuZiti jako pesticidd, tedy latek, se kterymi se élovék miize

setkat a mohou tak mit vliv na nase zdravi? Nebo se jedna

pouze o modelové latky?

e Jak jsem jiZz zminila, diskuze v podobé, v jaké se v praci vyskytuje, je naprosto nadbyte¢nd a
nicnefikajici. AZ na vyjimky se jedna se pouze o okopirované useky z vysledkové &asti.

e Str. 55 predposledni odstavec - jako nejuéinnéjsi inhibito

- je uvedena latka s Cislem 4, na

strané 56 vzavéru je viak uvedeno, Ze nejucinnéj$im inhibitorem je latka &islo 1. Ktera

z informaci je tedy platna?

Zavérem konstatuji, Ze mnoistvi a charakter nedostatk(i dle mého néazoru znaéné sniZuje kvalitu

diplomové prace, pfestoZe téma je velice zajimavé a aktualni. Pr.
doporucuji k obhajobé a vzhledem k faktu, Ze studentka splnila

aci po zodpovézeni mych otadzek
vSechny body zaddni diplomové

prace, pfestoZe o bodu ,Optimalizovat podminky elektrochemického stanoveni koncentrace

thiocholinu” by se dalo hodné diskutovat, hodnotim znamkou velmi

V Pardubicich 21.5.2012

dobie - M.
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