Oponentni posudek diplomové prace Bc. Alice Halové

“ Stanoveni aktivity cholinesteraz v krvi

PiedloZena diplomova prace fe$i aktudlni vyzkumnou tématiku testovani novych
inhibitord cholinesteraz za pouziti lidskych krevnich a plazmatickych cholinesteraz.
Studované karbamaty jsou perspektivni skupinou inhibitorti cholinesteraz s farmakologickou
aplikaci pii 1é¢bé Alzheimerovy choroby. Exelon® (rivastigmin) je prozatim jedinym
povolenym karbamatovym Ié¢ivem této choroby s celosvétovou aplikaci.

Diplomantka prostudovala celkem 80 publikaci a literarnich studii pfevaZzné zahrani¢nich,
biochemickych véd. FCHT. V teoretické Casti diplomantka popsala mechanismus inhibice
cholinesteraz, fyziologii vzniku Alzheimerovy choroby i jeji souc¢asnou farmakoterapii. Dale
popsala experimentalni metodiky pro stanoveni ICsy inhibitorti, konkrétni méfeni a vypocty.
V této kvalitné zpracované teoretické ¢asti jsem nalezl chyby v Obr. 9 (str. 31) a to: Ve druhé
rovnici pusobi ¢inidlo H a v nasledujicim vzorci je trojvazny kyslik -OHR.

Dotaz 1: Je ¢inidlo H atomarni vodik, nebo néco jiné¢ho?

Dotaz 2: Jaky je chemicky vzorec produktu reakce?

S tvrzenim, Ze galantamin ma fenanthrenovy kruh nesouhlasim (str. 33, 1 f. shora)..
Dotaz 3: Jaké kruhy galantamin obsahuje?

Experimentalni ¢ast je rovnéz kvalitné zpracovéna, ale i zde jsem nalezl chyby v ndzvech
inhibitorti na str. 42 — 45, kde jsou halogenové substituenty chybné napsany, misto napf.
bromofenyl, chorofenyl ma byt bromfenyl, chlorfenyl atd. Diplomantka pouzila dvé nezavislé
analytické metodiky, spektrofotometrickou (Ellmanovu) a pH-statovou a jejich vysledky
porovnala. Spektrofotometricka metoda poskytla hodnoty ICsy s nizkou smérodatnou
odchylkou viz Tab. 4, zatimco u vysledkd pH-statové metody v Tab. 5 smérodatné odchylky
chybi. Mimo to jsou hodnoty ICsy této metody pro AChE 2 — 3 krat vyss$i nez u Ellmanovy
metody a pro BChE jsou témét neporovnatelné.

Dotaz 4: Pro¢ v Tab. 5 nejsou smerodatné odchylky?

V diskusi diplomantka tyto rozdily vysvétluje riznymi reakénimi podminkami, jinymi
substraty (acetylthiocholin versus acetylcholin), riznymi koncentracemi substratii u obou
metod (viz str. 66 posledni odstave a str. 67 prvni odstavec), ale tyto své tvrzeni nedoklada ani
vlastnimi vysledky, ani citacemi z literatury. Opravuji déle tvrzeni diplomantky uvedené na
str. 66 na poslednim fadku, Ze koncentrace substratu byla u Ellmanovy metody 10 krat nizsi
nez u pH-statové na spravné tvrzeni, ze zminovana konc. byla pouze 2 krat nizsi (200 pl 0,01
mol/l ATCh do 2 ml (str. 49, 11. t. shora) a 300 ul 0,1 mol/l ACh do 15 ml (str. 50, 8 . sh.).

Pro vysvétleni rozdilnych vysledki jsou pro mé rozhodujici rozdily v Michaelisové
konstanté a v mezné rychlosti uvedené v Tab. 8 a Tab. 9 (str. 63 resp. str. 65) v fadcich
s nulovou konc. inhibitoru, které dokazuji, Ze konstantni charakteristiky enzymu jsou v obou
metodach rozdilné a proto ob€ metody pifi tomto experimentdlnim uspofddani nemohou
poskytovat shodné, piip. srovnatelné vysledky. Postradam piilohy s primarnimi hodnotami a
tabulkami vSech vysledki, ze kterych by bylo mozno provést podrobné;si analyzu.

Dotaz 5: Jak by diplomantka upravila reakéni podminky, aby Michaelisova konstanta a mezna
rychlost byly u obou metod stejné.

Je ziejmé, Ze diplomantka vénovala vypracovani diplomové prace velké Usili a ziskala
fadu hodnotnych vysledk, které dokazuji, Ze diplomantka plné zvladla teorii i experimentalni
postup méfeni enzymatické reakéni kinetiky véetné vypoctl inhibiénich parametrii. Rozbor
reak¢éniho mechanismu inhibice u obou metod pak jiz pfesahuje zadani diplomniho ukolu, ale
povazoval jsem za nutné néktera tvrzeni opravit a nebo komentovat.




Doplnéni udaji o studovanych inhibitorech rozdélovacim koeficientem v soustavé 1-
oktanol/voda je dilezité, protoze dokazuje dobrou penetraci téchto sloucenin pies biologické
membrany a tim i jejich ptipadnou farmakologickou vyuzitelnost.

Zavérem mého posudku konstatuji, ze diplomantka splnila zadani diplomové prace ve
vSech bodech, piredlozila zpravu popisujici teoretické a experimentalni splnéni zadanych
ukolt, ke které jsem vyslovil vySe uvedené ptipominky. Doporucuji diplomovou praci Be.
Alice Halové k obhajobé a hodnotim ji znamkou:
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V Pardubicich 14.5.2015 prof. Ing. Alexander Cegan, CSc.
oponent




