Posudek diplomové prace Bc. Ondieje Hejnara s ndzvem

»Studium kinetiky a mechanizmu inhibice cholinesteras inhibitory na bazi
benzothiazolu*

Tato diplomova prace pojednava o kinetice a mechanizmu in vitro neinhibované i inhibované
hydrolyzy chloridu acetylcholinu (ACH) a jodidu acetylthiocholinu (ATCH) komer&nimi
enzymovymi  prepardty  acetylcholinesterasy =~ zmotského  uhote (ACHE) a
butyrylcholinesterasy z kotiské krevni plasmy (BCHE) ve vodném prostiedi, pii teploté 25°C,
pH 8, pocatecni koncentraci obou substratl 4 mM a urcité iontové sile (neni uvedena). Jako
inhibitory bylo testovano 12 benzothiazolovych karbamata.

Prace je vypracovana peclivé (nasel jsem pouze 2 pravopisné chyby) a piehledné. V rozsahlé
Gvodni Cast jsou nejen teoretické zaklady provadénych experimentd, ale i zajimavy popis
neurodegenerativnich chorob, které jsou nebo mohou souviset s testovanymi inhibicemi.
Experimentalni prace jsou provedeny a vyhodnoceny velmi dobfe, takZe z uvedenych
vysledkll je mozno ¢init platné zavéry. Domnivam se, Ze z té€chto vysledki (po doplnéni) by
mohla vzniknout docela p&knd publikace do nékterého ze specializovanych odbornych
Casopisu.

Moje nasledujici poznamky a dotazy by k tomu mohly poslouzit:

Str.14

Rovnice (2.2b): Rovnice Briggs-Haldane (BH) se od rovnice Michaelis-Mentenové (MM) lisi
tim, Ze koncentrace E a ES jsou pro BH po celou dobu reakce ve staciondrnim stavu (d[E]/dt
= d[ES]/dt = 0), zatimco MM piedpoklada neustalou rovnovahu tvorby ES [K = [ES1/([E].[S])
== KM = k-]/kl].

Rovnice (2.3) ma byt: K = [E].[S]/[ES]

Str.15

Graf v([S]) ma t¥i ¢asti: na zagatku plati [S] << Ky, a tedy v = (Vi/Kwm).[S], tj. reakce 1. ¥adu
na [S], tj. pfimka se smérnici (V/Kn) — rovnice (2.4a) je Spatné. Na konci plati [S] >> Ky, a
tedy v = Vi, tj. reakce 0. ¥adu na S, tj. rovnobéZka s osou [S]. Ale mezi t&mito krajnimi
moznostmi probihd tfeti, hlavni a kiivkova &ast zavislosti v([S]), kdy plati [S]~ Ky

Otazka 1: Jaka je ve skute¢nosti smérnice zavislost [P](t) pro piipad v = V,?

Str.19

Ve schématu 2.11 by mély byt vyznadeny i produkty reakce E + P, napt. ES(EP) a ESI(EPI)
Str.30

Na fadcich 5 a 6 se piSe o a-, B- a y- anionickém misté. Je tfeba vysvétlit, co to je.

Na poslednim fadku je odkaz na vztah 2.18 — kde je? Posledni piedchozi je rovnice (2.12) na
str. 19. Spravné je asi (2.20), ale pak schézeji vztahy (2.13) az (2.19).

Str.31

Pravy (termodynamicky) rozdélovaci koeficient je definovan jako pomér rovnovaznych
termodynamickych aktivit dané latky ve dvou nemisitelnych kapalinach pti dané teploté.

V reak¢nich podminkdch musi byt nejen pH, ale i druh pufru, a dale iontov4 sila prostiedi (tu
jsem nikde nenasel).

Pfedposledni a posledni fadek: ks je ...uréujici rychlostni konstantou inhibice (nikoliv celé
reakce). :

Str. 45

1. véta: ...princip metody je zaloZen na hydrolyze ATCH a BTCH za vzniku TCH.

Reakce mezi DTNB a TCH je slozit&j§{ [viz Komers et al., Sci. Pap. Uni. Pardubice, series A,
FCHT, 9 (2003) 89-96.] Probiha podle stechiometrické rovnice
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DTNB + 2 TCH — 2 zluty anion + zbytek DTNB
pravdépodobné systémem dvou naslednych konkurenénich reakci s velmi rychlym druhym
krokem. NaStésti to na pouziti pro dany G¢el nema vliv. Absorbance Zlutého zbarveni je ale
velmi citliva na pH prostieni. Otazka 3: Pro¢ asi?
Str.46
l.véta: Samotna [TNB] nemiize byt aktivitou (daného enzymu). Zde aktivita znamena reakéni
rychlost hydrolyzy daného substratu danym enzymovym prepardtem za danych podminek.
V rovnici (3.5) plati dale [TNB] = [TCH]. U symbolu A by mé&lo byt 412 nm.
... koncentrace TCH v zavislosti na ¢ase [25] a z ni hodnoty aktivity enzymu.
Byla pfipravena reakéni smés v objemu 2 ml (sloZeni viz kap. 3.2.1.3) .....
... dle rovnice (3.6) ? , ale to neni Z4dn4 rovnice! Nutno vypsat podrobné, jak koeficienty
vznikly.
Str.48
Kap.3.2.3: ... Galvanicky Clanek sklenénd elektroda - ... ..zavislost koncentrace kyseliny
octové na Case.
Str.49
Bylo by vhodné uvést zde spole¢nou podateéni koncentraci vSech substratii 4 mM a alespon
ptibliznou hodnotu iontové sily prosttedi.
Vkap.3 V Experimentalni Casti schazi popis simulace experimentdlnich kinetickych dat
danym kinetickym modelem pomoci programu GEPASI. Otazka 4: Jak program GEPASI
pracuje?
Str.51
Otazka 5: Pro¢ bylo nutno méfit kazdy den zékladni aktivitu enzymového preparatu Sestkrat?
Str.52
Otazka 6: Pro¢ neni mozné sledovat hydrolyzu ATCH pomoci pH-statu?
Tabulky 4.6 — 4.17: Uvazte, zda ma smysl uvadét uvedené hodnoty na tolik desetinnych mist.
Doporucuji uvést do zahlavi alespon prvni tabulky pokusné podminky (teplotu, pocate¢ni
koncentraci substratu, pH, aktivitu, iontovou silu).
Str.58
Kap. 4.3: Schézi (stru¢ny) popis ovéfovani platnosti predpokladaného modelu kompetitivni
nevratné inhibice pomoci GEPASI. Otdzka 8: Jak byla provedena simulace experimentu
uvedenym modelem?
3.tadek: Reakce ...
Predposledni fadek: Kompetitivni inhibice je ale ve schématu (2.7) vratn4!
Str. 61
Tab. 4.14: Otazka 9: Co znamend pismeno N v tabulce?
Str.67:
Kap. 5, odst. 2: Uvedené vysledky, ziskané Ellmanovou a pH-statovou metodou nelze viibec
porovnavat, protoZe v kazdé z nich je pouzit jiny substrat. Porovnani by bylo mozné napt. po
testovani obou substratii dalsi nezavislou HPLC metodou, ktera umoziiuje paralelni stanoveni
zavislosti ACH (ATCH), CH (TCH) i kys. octové na ¢ase. Domnivam se, Ze uvedeny divod
pro€ nelze pH-statem sledovat hydrolyzu ATCH neni spravny — viz Otazka 6.
Kap. 5.1, odst. 2: Otdzka 10: Z ¢eho usuzujete, Ze je hydrolyza ATCH rychlejsi nez ACH?
Plati to pro oba enzymy?
V pripadé stanoveni koncentrace enzymu jde spise o odhad.
Str.68
Odst.1: Rovnice MM neplati vSude, viz Tab. 4.14, pismeno N a konec odst. 2.
Odst.2: Dochdzi k nevratnému vzniku, nikoliv rozpadu komplexu enzym-inhibitor.
Odst.4: O rychlosti inhibice vypovida kvantitativné rychlostni konstanta ks ...
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Odst.6 (8): Podle (Na zéklad€) pH-statové (Ellmanovy) metody byly u€inng&jsi inhibitory ...
Str.69

Odst.2: Pfed publikovanim je nutno podrobn&ji vySetfit, zda hodnota k3 neni n&jak zavisla na
koncentraci inhibitoru. V kladném pfipad€ to znamena, Ze reakéni mechanizmus je sloZit&jsi
neZ predpokladany.

Odst.3: Viz Str.67, kap.5. odst.2.

Kap.5.3, odst.2: Tvrzeni, Ze ,,ACHE je silné inhibovana latkami ....“ je pon€kud pfehnané.
Str.71

Odst.3: SpiSe bych napsal: “Z vysledku mé&feni plyne, Ze relativng G¢innymi inhibitory byly
latky ...«

Do eventuelni publikace doporuduji psat ACh, ATCh, Ch a TCh misto ACH, ATCH, CH a
TCH, nebot’ to recenzenti a redakce vyZaduji.

Ptedlozend diplomova prace je pfinosem kvyzkumu a hleddni novych inhibitort
cholinesteras, které by mohly byt zdkladem lepSich 1éki Alzheimerovy a piibuznych chorob.
Prace je kvalitni a splituje vSechny pozadavky kladené na tyto prace na Chemicko-
technologické Fakult¢ Univerzity Pardubice. Proto ji doporuduji k obhajob& a hodnotim ji
znamkou

velmi dobre.

V Pardubicich 17. 05. 2012
LLL\ AN >

prof. Ing. Karel Komers, CSc.



