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Predkladana prace je multidisciplinarniho charakteru. Zahrnuje prace s rekombinantnimi enzymy,
konstrukci biosenzori a molekulové modelovani s cilem predikovat interakce potencidlnich novych
IéCiv s jejich cilovou strukturou. Spojujicim prvkem prdace jsou cholinesterasy, které jsou bud' vyuZity
pro konstrukci biosenzor( nebo jsou potencidlnimi cilovymi strukturami pro nové kandidaty léciv.
Takovyto rozsah témat je nadstandardni.

Teoreticka ¢dast je zpracovdna prehledné a pokryva problematiku klasifikace cholinesteras, jejich
ligand, moZnosti jejich stanoveni a patologickych stavii, které jsou s nimi spojené. Je sepsana
prehledné, byt by mohla byt na nékterych mistech ponékud zpracovana dikladnéji. Literarni zdroje
jsou vybrany fadné, jsou dostate¢né recentni a jsou v praci fadné citovany. V praci se na nékterych
mistech vyskytuji ponékud vagni vyrazy (,doba separace se lehce prodlouZzila“). Jinak je prace po
jazykové strance naprosto v poradku.

Prakticka ¢ast je formulovdna jako komentovany seznam publikovanych praci. Prace uvedené
v predkladaném spisu jsou vSechny publikovany v zahrani¢nich periodicich sIF (1,206-2,583) a
doktorand je vidy prvnim autorem, coZ neni obvyklé a zaslouZi si na tomto misté vyzvednout.
Z mnoistvi provedenych experiment( je zfejmé, Ze za touto praci je zna¢né mnoZstvi prace.

Doktorand je autorem nebo spoluautorem dvandcti praci v recenzovanych periodicich souvisejicich
s predkladanou disertacni praci. Toto dokazuje velmi nadprimérnou Uroven védecké prace v rdmci
resSeni disertacni prace.

K praci mam nasledujici poznamky a dotazy:

e Seznam zkratek je naprosto nedostacujici a v praci vyskytuje celad fada dalSich zkratek, které
nejsou v tomto seznamu uvedeny a nékteré nejsou ani vysvétleny (napft. IA na strané 79).

e V praci se vyskytuje taxonomicka nepresnost, kterd se tyka plvodu pouZité AChE Torpedo
Californica neni pauhofr elektricky (Electrophorus electricus), jak se v praci tvrdi, nybrz pacificky
parejnok. S ohledem na to, Ze se pouzivd AChE obou téchto organismd, bylo by na misté toto
opravit.

e Je indoxylacetat stejné vhodnym substratem pro AChE i pro BChE, nebo je jednim z enzym
preferovan?

e V praci se vyskytuje rozpor v souvislosti s fyzikalni sorpci enzymu jako imobiliza¢ni metodou.
Na str. 19 se uvadi, Ze je to metoda slibnd a na téZe strance se doCteme, Ze neni pfilis vhodna
s ohledem na vymyvani enzymu. Lze tento rozpor néjak vysvétlit?




Starnuti enzymu inhibovaného organoforeénymi inhibitory je v praci popisovdno jako
dealkylace, po které zlstava enzym fosforylovany. To je i pfed procesem stérnuti, jaké je tedy
hlavni nebezpeci spocivajici ve starnuti?

Nesouhlasim s tvrzenim na str. 21, Ze reaktivatory nukleofilné atakuji elektronegativni kyslik
komplexu-enzym-inhibitor.

Takrin neni diskutovan jako lé¢ivo Alzheimerovi choroby, jak je uvedeno na str. 23. Byl jiZ pred
zna¢nou dobou pro zdvafné nezadouci ucinky stazen z trhu.

Na str. 25. se uvadi cholinergni teorie o vzniku a rozvoji Alzheimerovi choroby jako ta obecné
pfijimana. Nicméné Zadna dalsi tu neni zminéna, jaké jsou ty dalsi?

Na str. 28 se uvadi, Ze organofosfaty se vazi prednostné na BChE. Je to skutec¢né tak, lze to
doloZit néjakou publikovanou praci?

V praci postraddm informace o tom, jakym zplsobem doslo k vazbé mezi magnetickymi
Casticemi a enzymem. Jednd se zejména o pfilohy 1 a 2. Je to moZné ilustrovat chemickou
strukturou linkeru? Kaké jsou mechanismy vazby pres hydroxy, amino a imino skupinu zminéné
na str.45?

Nesouhlasim s tvrzenim, Ze krystalografickou strukturu proteinu lze ziskat elektronovou
mikroskopii (str. 91).

V prdci se na str. 93 uvadi hodnota -7,84 kcal/mol. Lze na zékladé této oviné vazebné energie
usuzovat néco o inhibi¢nim potencidlu dané latky? Jaka byla hodnota volné vazebné energie
pavodniho (nebo jiného znamého ligandu)?

Naméty do diskuse:

Zaveér:

Je Zadouci selektivni inhibice AChE pro terapii Alzheimerovi choroby, nebo jsou vyhodnéjsi
latky s dudlnim efektem AChE/BChE?

V praci je na nékolika mistech popsan vliv organickych rozpoustédel na aktivitu cholinesteras.
Také se zde tvrdi, Ze Ize jednoduse odecist miru inhibice organickym rozpoustédlem a ziskame
realnou predstavu o inhibicnich vlastnostech analytu. Je moZné, Ze v prostredi organickych
rozpoustédel se méni konformace molekul enzymu, a tedy i nékteré parametry mérené v této
praci (Ki, Km apod)?

Obecné nepovazuji za pfinosné se vyjadiovat k vysledkim, které jiz prosli recenznim fizenim
v periodicich, nicméné si zde dovolim poznamku. V publikovanych pracich se vyskytuje nékteré
grafy (napf. Fig. 6 a 9; priloha 4), které jsou charakterizované na zakladé linearni regrese.
Nicméné se domnivam, a i rozloZeni experimentalnich bod tomu napovida, Ze sigmoidalni fit
by byl asi vhodnéjsi. Jednd se zejména o grafy zavislosti log c inhibitoru na funkci aktivity
enzymu.

PredloZenou praci prokazal doktorand schopnost tviréi prace v oblasti vyzkumu a spliuje tak

v

pozadavky kladené na doktorskou disertalni praci ve smyslu § 47 zakona ¢. 111/1998 Sb. o VS.
K obhajobé praci doporucuiji.
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