
Posudek diplomové práce Bc. ondŤeje Hejnara s názvem

,,Studium kinetil.y a mechanizmu inhibice cholinesteras inhibitory na bázi
benzothiazohit'

Tato diplomovápráce pojednává o kinetice a mechaniZmLL in vitro neinhibované i inhibované
hydrolyzy chloridu acetylcholinu (ACH) a jodidu acetylthiocholinu (ATCH) komerčními
enzymov;imi preparáty acetylcholinesterasy z moŤského rihoŤe (ACHE) a
butyrylcholinesterasy z kořské krevní plasmy (BCHE) ve vodném prostŤedí, pŤi tep1otě25oC,
pH 8, počáteční koncentraci obou substrátri 4 mM a určité iontové síle (není uvedena). Jako
inhibitory bylo testován o |2 benzothi azolovy ch karbamát .

Práce je vypracována pečlivě (našel jsem povze 2 pravopisné chyby) u pŤehledně. V rozsáú]é
rívodní část jsou nejen teoretické záklaďy prováděn;fch experimentťt, ale i zqímavy popis
neurodegenerativních chorob, které jsou nebo mohou souviset s testovanymi inhibicemi.
E'xperimentální práce jsou provedeny a vyhodnoceny velmi dobŤe, takže Z uvedenych
qisledk je možno činit platné závéry. Domnívám se, Že ztěchto v;isledkri (po doplnění) by
mohla vzniknout docela pěkná publikace do některého Ze specializovanych odbornych
časopisri.
Moje následuj icí poznámky a dotazy by k tomu mohly posloužit:
Str.14
Rovnice (2.2b): Rovnice Briggs.Haldane (BH) se od rovnice Michaelis.Mentenové (MM) liší
tím, že koncentrace E a ES jsou pro BH po celou dobu reakce ve stacionárním stavu (dtE]/dt
: d[Es]/dt _ 0), zatímco MM pŤedpokládáneustálou rovnováhu tvorby ES [K: [ES]([E].tS])

Rovnice (2.3) mábyt: K, : tE].tS]/tES]
Str.15
Graf v([S]) má tňi části: na zač,átku platí [S] << Kv, o tedy v : (Vy/Kvr).[S], tj. reakce 1 . Ťádu
na [S], tj. pŤímka se směrnicí (VM/KM) - rovnice (2,4a)je špatně. Na konci pLati [S] >> Kv, &
tedy v : Vm, tj. reakce 0. Ťádu na S, tj. rovnoběžka S osou [S]. Ale mezi těmito krajními
možnostmi probíhá tŤetí, hlavní a kŤivkováčástzávislosti v([S]), kdy platí tS] = Kv.
Otázka 1: Jakáje ve skutečnosti směrnice závislost [P](t) pro pŤípad v : V*?
Str.19
Ve schématu2.l 1 by měly bytvyznačeny i produkty reakce E + P, napŤ. ES(EP) a ESI(EPI)
str.30
Na Ťádcích 5 a 6 se píše o 0., 9- a y. anionickém místě. Je tŤeba vysvětlit, co to je.
Na posledním Ťádku je odkaz na vňah 2.18 _ kde je? Poslední pŤedcho zí je rovnice (2.I2) na
str. 19. Správně je asi (2.20), ale pak scbánejí vúahy (2.13) až (2.I9).
Str.31
Pravy (termodynamicky) rozdělovací koeficient je definován jako poměr rovnovátžnych
termodynamickych aktivit dané látky ve dvou nemísitelnfch kapalinách pŤi dané teplotě.
V reakčních podmínkách musí b t nejen pH' ale i druh pufru, a dále iontová síla prostŤedí (tu
jsem nikde nenašel).
PŤedposlední a poslední Ťádek: k3 je ...určující rychlostní konstantou inhibice (nikoliv celé
reakce).
Str. 45
1 . věta: . . .princip metody je založen nahyďro|yze ATCH a BTCH za vzníku TCH.
Reakce mezi DTNB a TCH je složitější [viz Komers et a1., Sci. Pap. Uni. Pardubice, series A,
F.CHT, 9 (2003) 89.96.] Probíhá podle stechiometrické rovnice



DTNB + 2 TCH ---> 2 žlutý anion + zbýek DTNB
pravděpodobně systémem dvou nrásledných konkurenčních reakcí s velmi rycblým drutrým
krokem. Nďtěstí to na použití pro daný účel nemá vliv. Absorbance áutého zbarvení je ale
velmi cítlivá na pH prosťení. otá.z;|<a 3: Proč asi?
Str.46
1'věta: Samotná [TNB] nemuŽe bý aktivitou (daného enzymu). Zde aktívita znarrtená reakění
rychlost hydrolýzy daného substrátu daným enzymovým preparátem za daných podmínek.
V rovnici (3'5) platí dále [TNB] = [TCH]. U symbolu A by mělo bý 412 nm'
.. ' koncentrace TCH v ávislosti na čase [25] a z ď hodnoty aktivity enzymu.
Byla připraverra reakění směs v objemu 2 ml (složení viz kap. 3.2.I.3) .....
.... dle ror'rrice (3.6) ? , a]e to není žádruí rovnice! Nutno vypsat podrobně, jak koeficienty
vznikly.
stÍ.48
Kap.3 '2.3: ''' Galvaniclcý člrínek sk1eněná elekhoda . ... ..závislost koncentrace kyseliny
octové na čase.
Str.49
Bylo by vhodné uvést zde společnou poěáteční koncentraci všech substrátů 4 mM a alespoň
přiblifuou hodnotu iontové síly prostředí'
V kap.3 V Experimentální části sclrrází popis simulace experimentrílních kinetických dat
daným kineticl.ým modelem pomocí programu GEPASI' otázka 4: Jak program GEPASI
pracuj e?
slr.J I

otázka 5: Proč bylo nutno měřit každý den základní aktivitu enzymového prepaÍátu šestlíát?
Str.52
otázka 6: Proč není možré sledovat hydrolýzu ATCH pomocí pH-statu?
Tabulky 4'6 _ 4.|7:Uvažle, zda má smysl uvádět uvedené hodnoty na tolik desetirrrrých míst'
Doporučuji uvést do zíhlaví alespoň prr'ní tabulky pokusné podmínky (teplotu, počáteční
koncentraci substrátu, pH, aktivitu, iontovou sílu).
Str.58
Kap. 4.3: Schrází (stručný) popis ověřování platnosti předpoktádarrého modelu kompetitilrrí
newatné inhibice pomocí GEPASI' otázka 8: Jak byla provedena simulace experimentu
uvedeným modelem?
3.řádek: Reakce...
Předposlední řádek: Kompetitivní inhibice je ale ve schématu (2.7) watná!
Str. 61
Tab. 4.74: otáz'ka 9: Co zrramená písmeno N v tabulce?
Str.67:
Kap. 5, odst. 2: Uvedené ýsledky, získané Ellmanovou a pH.statovou metodou nelze vůbec
porornrávat, protože v kďdé z ri.ch je použit jiný subsfuát. Porovnání by bylo možné např. po
testovríní obou substrátů další nezávislou HPLC metodou, která umožňuje paÍalelní stanovení
závislosti AcH (ATCH)' cH (TCH) i kys. octové na čase. Domníviám se, že uvedený důvod
pťoč nelze pH-statem sledovat hydro1ýzu ATCH není sprárnrý - viz otázka 6.
Kap. 5.1' odst. 2: otrízka 10: Z čeho usuzujete, že je hydro|ýza ATCH rychlej ší než ACH?
Platí to pro oba erzymy?
V případě stanovení koncentrace enzymu jde spíše o odhad'
Str.68
odst.1: Rovnice MM neplatí všude, viz Tab' 4'14, písmeno N a konec odst. 2.
odst.2: Dochrízí k nel'ratnému vzniku' nikoliv rozpadu komplexu enzym-inhibitor.
odst.4: o rychlosti inhibice r'rypovídá kvantitativně ryctrlostní konstanta k3 . . ..



ffil.:

]ťi|..;

odst.6 (8): Podle (Na základě) pH.statové (Ellmanovy) metody byly ričinnější inhibitory ...
Str.69
odst.2: PŤed publikováním je nutno podrobněji vyšetŤit, zda hodnota k3 není nějak zétvis\á na
koncentraci inhibitoru. V kladném pŤípadě to znamená, že reakční mechanizÍnus je složitější
neŽ pŤedpokládan;i.
Odst.3:Yiz Str.67, kap.5. odst.2.
Kap.5.3, odst.2: Tvrzení,že ,,ACHE je silně inhibovana látkami. ...... je poněkud pŤehnané.
Str.71
odst.3: Spíše bych napsal: ,,Z vysLedku měŤení plyne, že relativně ričinn mi inhibitory byly
látky .....
Do evenfuelní publikace doporuěuji psát ACh, ATCh, Ch a TCh místo ACH, ATCH, CH a
TCH, neboť to recenzenti a redakc e vyžaďují.

PŤedložená diplomová práce je pŤínosem k qizkumu a hledaní novych inhibitoru
cholinesteras, které by mohly byt zéklaďem lepších lék Alzheimerovy a pŤíbl,vn;ich chorob.
Práce je kvalitní a splřuje všechny požadavky kladené na tyto ptáce na Chemicko-
technologické Fakultě Univerzity Pardubice. Proto ji doporučuji k obhajobě a hodnotím ji
známkou

velmi dobŤe.

V Pardubicích 17 . 05. 20L2
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