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Cilem predlozené diplomové prace Bc. Malikové byla optimalizace elektrochemické detekce
pro stanoveni fosforylace proteinii s vyuzitim zlatych nanocastic, poté stanovit aktivitu
proteinkindzy A Vv solubilni a imobilizované formé a stanovit jeji kinetické parametry.

Tak jak cile uvadi autorka piedstavuji pouze zkopirované zadani prace. Jedna se vlastné o
jakousi osnovu prace, piehled dil¢ich krokd, které by mély vést k dosazeni cile. Cile by podle
mne mély byt definovany jasné a strucné.

V teoretické Casti se studentka zaméfila na proteinkinazu A a jeji funkci, popsala metody
imobilizace enzymil v¢etné konkrétnich ptikladii a metody stanoveni aktivity proteinkindzy a
fosforylace proteint. Vzhledem k zaméteni prace je teoreticka ¢ast uspotfadana a Clenéna
logicky a zahrnuje odpovidajici kapitoly. Na druhou stranu jsou jednotlivé kapitoly psany velice
struéné az zkratkovit€, coz vede k hor§imu porozuméni obsahu. Srozumitelnost zhor$uje rovnéz
pouzivani zkratek bez jejich predchoziho zavedeni a chybégjici vysvétleni nékterych zakladnich
pojm, napf. co je aktivita enzymu a jakym zptisobem se vyjadiuje. V textu je dale pro ilustraci
vlozena tada obrazkl, které by dobie dokreslovaly jednotlivé techniky imobilizace nebo
detekce, kdyby byly blize popsany a vysvétleny. Takto je na Ctenafi, aby se v nich orientoval
sam. Napf. v Obrazku 6 pedpokladam, ze fialové ¢tverecky jsou enzymy a doslo tedy k jejich
imobilizaci. Prvni odstavec kapitoly 2.4.5. je tézko srozumitelny pro ¢lovéka mimo obor.

Experimentalni ¢ast adekvatné shrnuje pouzité chemikalie, instrumentalni vybaveni i pracovni
postupy, i kdyz i v této kapitole jsou nckteré nejasné nebo neptresné informace. Napf. tiSt€né
senzory DropSens Metrohm DRP-C110 s uhlikovou pracovni elektrodou se dodavaji se
stiibrnou referentni elektrodou a nikoli argentchloridovou. Plocha pracovni elektrody by pak
méla byt 12,56 mm?, protoze vyrobce uvadi primér 4 mm, a nikoli 11 mm?. Totéz plati o
senzoru DropSens Metrohm DRP-110STR s uhlikovou pracovni elektrodou modifikovanou
streptavidinem (Ag RE a 12,56 mm?). Déle autorka pise o pomocné diamantové elektrodg.
V tomto piipadé¢ pozor na pojmy. Opét je tieba uvadét borem dopovanou diamantovou
elektrodu, protoZe diamant jako takovy je izolant. Proto nemiZze byt elektrodou.

Kapitola ,,Vysledky a diskuse* pfedstavuje velice struény piehled provedenych experimentt a
dosazenych vysledl, Casto bez jakékoli diskuse nebo zasazeni experimentll do kontextu.
Pocate¢ni kapitoly tykajici se elektrochemické detekce a jeji optimalizace nejsou stru¢nym
popisem pfili§ negativné poznamenany, protoze se jedna o jednoduché experimenty s jasnym
cilem ziskat nejlepsi mozny detekéni nastroj. Piesto i tady se vyskytuje spousta nejasnosti. U
nasledujicich ¢asti zaméfenych na stanoveni aktivity a kinetickych parametru je ale situace jina.
Diky strohosti textu, absenci popisu provedenych experimentt a jejich ucelu, a bez diskuse



ziskanych vysledkl se pro ¢tenafe vytraci smysl prace a jen tézko lze porozumét nékterym
vysledkim.

Konkrétni pfipominky k teoretické ¢ésti:

- Graf 1: Legenda v grafu (PBS pro prvni kiivku) neodpovida experimentalni ¢asti, kde
autorka piSe, Ze prvni kiivka byla 0,1 HCI (str.43, kapitola 3.4.2 Elektrochemicka
detekce zlatych nanocastic). PBS neni definovano, predpokladam, ze jde o fosfatovy
pufr? U prvnich méteni SWV (Graf 1-3) by bylo vhodné specifikovat podminky méfeni
pievzaté z predchozi prace, které byly podle nasledujiciho textu v rdmci optimalizace
ménény.

- Nastran€ 51 na konci autorka uvadi, ze proudova odezva byla odecitana pii potencialu
odpovidajicimu maximu piku (+0,35 V). V odpovidajici tabulce 4 jsou ale u vsSech
méteni hodnoty potencialu 0,25 V.

- Pfi voltametrickych méfenich je vhodné vzdy uvadét odezvu zakladniho elektrolytu,
aby bylo evidentni, co se na kiivce zménilo po pfidavku analytu a zda sledované piky
nebyly jiz v elektrolytu, resp. jestli odpovidaji analytu.

- Str. 56 — je uvedeno, Ze bylo méfeno s pomoci SWV s optimalizovanymi podminkami
s vyuzitim SP-BDDE i DRP-C110. Optimalizace ale prob¢hla pouze pro SP-BDDE.
Byly tedy pro DRP-C110 pouzity podminky optimalizované pro SP-BDDE nebo
z predchozi prace. V predchozim textu se uvadi, ze pro tento senzor byl optimalizovan
expozicni Cas, ale experiment ani vysledek neni nikde uveden. Neni tedy jasné, jaké
parametry byly pouZity.

- Stim souvisi z mého pohledu nedostatecné popisky u obrazka. Podle mne nestaci jen
nazev obrazku, ale mély by byt uvedeny i podminky provedenych méfeni, aby byl
obrazek samonosny a poskytl v§echny potiebné informace bez nutnosti listovani textem.

- Graf 17 — doporucovala bych nastaveni osy y od 0 a nikoli od 54 % (pro¢ zrovna tato
hodnota?). Pak by bylo evidentni, Ze rozdil u vSech 4 reak¢nich smési je minimalni.

- Ve vysledkové ¢asti se hojné opakuji informace uvedené v experimentalni ¢asti, které
opravdu patii do experimentalni Casti, napt. charakteristika a dodavatel magnetickych
¢astic, specifikace pouzitého hmotnostniho spektrometru apod.

- Kapitola 4.4.1. Kalibrace solubilni proteinkinazy A elektrochemickou detekci — Podle
mne nevhodny nazev, nebyla kalibrovana proteinkinaza, ale jeji detekce.

- Graf 18 — tato zavislost by viibec neméla byt prolozena primkou.

- Str. 67, 1. odstavec — Moc stru¢né€ popsano pouze s odkazy na kapitoly v experimentalni
Casti. Vyzaduje neustalé listovani mezi experimentalni a vysledkovou casti. Ve
vysledkové by bylo vhodné vedle odkazu uvést 1 stru¢nou informaci o postupu, aby se
Ctenafi pfipomnélo a nemusel hledat ktery z postupii v experimentalni ¢asti se skryva
pod jakym ¢islem kapitoly.

Z hlediska formalni stranky piedlozené prace je ziejmé, ze tato by mohla byt zpracovéna
peclivéji, bez velkého mnoZzstvi gramatickych a stylistickych chyb. Vétsi pozornost mohla byt
vénovana I formatovani textu, kdy v ne¢kterych mistech jsou napt. riizné velké mezery. Tabulky
jsou prehledné a obrazky graficky dobfe zpracované, jen popisky by mohly byt podrobné;jsi.



Formalni pfipominky:

Seznam zkratek neni rozhodné¢ kompletni, chybi v ném fada zkratek pouzivanych
v textu i vSechny symboly fyzikalnich veli¢in (Kwm, Vmax, S, | apod.). Soucasné tada
zkratek neni zavedena/vysvétlena ani v textu pfi jejich prvnim pouziti (napt. AMP,
AuNPs, CM5, ITO, MOPS, DTT, EDTA, MES). Ani v obrazcich by nemély byt zkratky
bez vysvétleni.

Rada obrazki v teoretické &asti predchazi odkazu na n&j v textu. Spravné by mél byt
nejprve odkaz na obrazek a teprve poté vlastni obrazek.

V textu se vyskytuje fada vyjadieni, ktera nejsou gramaticky spravné (Spatné tvary slov,
opakujici se slova, ¢arky ve vétach, netiplné véty, chyby i v nadpisech kapitol).
Veliciny se pisi kurzivou, pro stejné veliciny autorka nékdy pouziva velké a nékdy malé
pismeno (mélo by byt jednotn¢), indexy nejsou vzdy v indexu.

Obrazek 15 — je tieba si vzdy pii popisu grafu uvédomit, Ze se vynasi na osu x nezavisle
proménna a na osu y zavisle proménna. Spravné je tedy zavislost velikosti proudové
odezvy Au nanocastic na dobé¢ kinazové reakce a nikoli naopak. V druhé ¢asti ma byt
zavislost proudové odezvy na dobé inkubace S Au nanocasticemi.

Rovnice na str. 36 — rovnice se nevkladaji jako obrazek, ale ptes editor rovnic,
neoznacuji se jako obrazek, ale jako rovnice a €isluji se (v textu odkaz s Cislem stejné
jako u obrazka).

Kdyz autorka v textu uvede, Ze byly pouzity podminky z ptedchozi prace (str. 49), musi
nasledovat odkaz na tuto praci (nestaci, Ze uz byla zminéna napft. v teoretické ¢asti).

U kladnych hodnot potenciali autorka nékdy uvadi znaménko + a nékdy ne. Mélo by
byt jednotné.

Dotazy a podnéty k diskusi:

1.

V teoretické Casti byly pouzity pojmy ,,imobilizovana proteinova fize® resp. ,,fuzni
protein®, ,,nanoimpaktni elektrochemie® resp. ,nanoimpaktni elektrochemické
experimenty“. Muzete ho vysvétlit?

Na str. 29 je uvedena véta: ,,Pro elektrochemickou detekci byla vyuzita chloridova
redoxni chemie metodou square-wave voltametrie (SWV)., ktera nedava pfili§ smysl.
K m¢éfeni/analyze byla pouzita square wave voltametrie. Métfeni ¢eho? Co je minéno
chloridovou redoxni chemii? Popiste, jaké redoxni reakce probihaji a jakému dé&ji
odpovida sledovany proudovy signal u popisované metody.

Obrazek 17: Graf linearizace podle Lineweaver-Burka. — Obrazek by si zaslouzil
vysvétleni v textu. Pro¢ jsou dvé kiivky (bilé a ¢erné body)? Cemu odpovidaji?

V kapitole 3.4.1. Podminky elektrochemické detekce uvadi autorka podminky
precisténi rizné pro CV a SWV? V piipadé CV je to —1,5 V a v piipadé¢ SWV 1,5V?
Muzete vysvétlit volbu hodnot potencialu Ekond?

Graf 4: Cemu odpovida proudova odezva kolem 0,65 V?



6. Graf 10 - Pro¢ byly pro SP-BDDE testovany pouze nanoc¢astice o velikostech 5 a 20 nm,
kdyz v ptipadé DRP-C110 S$lo o 5 riznych velikosti v rozsahu 5-50 nm? S témito
experimenty souvisi i dotaz, ¢im je dan pokles proudové odezvy pro totozné nanoc¢astice
mezi obrazky 9 (5 nm ~ —6,65 pA, 20 nm ~-10,64 pA) a1l (5nm ~—4,73 uA, 20 nm
~—6,26 nA)? Zménily se néjaké parametry méfeni? A totéz pro SP-BDDE, kde podle
mne je uveden dvakrat stejny experiment (v textu neni uvedena zadna zména) v Grafech
10 a 12, ale vysky pikil pro nanocastice se stejnym rozmérem (5 a 20 nm) se zmenily.
Muzete to vysvétlit?

7. Kapitola 4.4.1. Kalibrace solubilni proteinkinazy A elektrochemickou detekci — Text
této kapitoly je naprosto nedostatecny a nejasny. PiSete: ,,Kalibra¢ni zavislost proudové
odezvy PKA...“ PKA poskytuje proudovou odezvu? O proudovou odezvu ¢eho se ve
skute¢nosti jednd? M¢ély by byt popsany alesponi struéné¢ podminky/postup piipravy
vzorku a analyzy, ucel experimentu. K ¢emu méla slouzit kalibra¢ni kiivka? Pro¢ byla
meétena? Podle postupu 3.3.1. §lo o méfeni proudové odezvy AuNPs po provedené
fosforylaci, pfi které se ménila koncentrace PKA? Mélo by to byt tak, ze s rostouci
koncentraci PKA roste mnozstvi fosforylovaného substratu, a tudiz se zachyti vice
AUNPs a je vyssi odezva? Jediny Vas zavér je, ze nebyly ziskany vysledky, ze kterych
by mohla byt sestrojena kalibra¢ni ktivka. Co to znamena pro Vasi praci? Méla byste
zavér diskutovat. Navic cilem bylo porovnani aktivity solubilizované a imobilizované
proteinkindzy. Co Vas vysledek znamena pro toto srovnani? O aktivit¢ imobilizované
proteinkindzy se Vv textu viibec nezminujete.

8. Graf 19 a 20 — Z odpovidajiciho textu neni viibec jasné, jak byly ziskany hodnoty
rychlosti, jejichz pfevracena hodnota je uvedena na osach y v grafech. Soucasn¢ zcela
chybi diskuse Kk vysledku, Ze se nepodafilo elektrochemicky stanovit kinetické
parametry. Jaké mohou byt pfiCiny a pfipadné jaké dalS$i moZnosti uspotradani, resp.
zmén parametrd Ize otestovat?

Zavérem konstatuji, ze Bc. Kristina Malikova provedla experimenty, které byly dle zadani
nutné ke splnéni cilt diplomové prace. A to, ze vysledky téchto experimentt K jejich splnéni
nevedly, nemusi byt nutné diivod k neobhajeni prace, protoze jde o vyzkumnou praci, kde neni
vzdy zarucen pozitivni vysledek. Soucasné si ale myslim, ze v ramci ¢asu vyhrazeného na
vypracovani experimentalni casti diplomové prace v laboratofi mohla studentka zvladnout vétsi
penzum experimentll a pokusit se nékteré ze vzniklych problémil vyfeSit pravé zménou
VvV uspofadani nebo podminkach, napf. otestovanim SP-BDDE i pii stanoveni aktivity
proteinkindzy. Soucasné mohla studentka pfistoupit zodpoveédnéji i ke zpracovani vlastniho
textu prace. Je zfejmé, ze k obsahu prace a kvalit¢ zpracovani dat a textu mam zasadni vyhrady,
nicméné ji doporucuji k obhajobé a hodnotim znamkou
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