Oponentni posudek diplomové prace Be. Veroniky Cerné
“Vyvoj a optimalizace podminek vazby Sfingolipid ceramid N-deacylazy

na magnetické mikrocastice*

Predlozena diplomova prace fe$i vvvoj a optimalizaci magnetického mikroreaktoru
s imobilizovanou Sfingolipid ceramid N-deacvlazou a charakterizuje jeho parametry. Dale
bvly studovany hydrolytické a syntetické vlastnosti solubilniho envzymu pomoci
specifickvch substratu.

Diplomantka k tématu prostudovala vétSinou noveéjs$i publikace a pro feSeni zadaného
ukolu pouzila celkem 69 literarnich zdroju. z toho 12 elektronickvch a 61 cizojazvénvch.
Dokumentovala tim svoji schopnost aktivné pracovat s védeckou odbornou literaturou.

V textu teoretické a experimentalni prace jsem nalezl nékteré chvby. nepfesnosti a
nejasnosti. které celkové kladny dojem z této diplomni prace ponékud snizuji. V textu jsou
gramatické chyby na str. 13 (8. f. sh.) spravné: katalyzovanych (16. f. sh.) pfipravovaly. str.
29 (1. a 2. t. zd.) zachovaly. bylv. nepfesnosti na str. 14 (6. f. sh.) misto alkoholovou skupinu
spravné hvdroxvlovou skupinu a tvrzeni (3. f. zd.). ze mastné kyseliny ceramidu obsahuji
hvdroxvlovou skupinu na a-. nebo ®- uhlikovém atomu jsem v uvadéné publikaci [12]
nenalezl a je chvbné. Na str. 15 v Obr. 1 je chybny vzorec sfingomyelinu a celkové
k pfevzatym obrazkum konstatuji. ze jsou malo ¢itelné a v angli¢tiné. Na str. 32 (2. f. sh) je
termin ..adsorpéni vazba™. ktery jiz neni dale vysvétlen. na str. 36 (6. f. zd.) a na str. 41 (7. f.
sh.) je provadéna rehvdratace smési CHCl; a CH;OH. myslim Ze se jedna pouze o rozpusténi.

Pi1 konkrétni experimentalni praci diplomantka prokéazala zna¢nou experimentalni erudici
a pouzitym postupum nelze nic vvtknout. Bvlo shromdzdéno mnozstvi experimentalnich
udaju které diplomantka odpovidajicim zpusobem vyhodnotila a spravné prezentovala a to jak
tabelarné. tak 1 graficky. Pouze u Obr. 16 pochybuji. ze vysvétleni uvedené na str. 30 je
realné. t]. ..tzv. zpétnou vazbou inhibice aktivity enzvmu vznikajici v dasledku rostouci
koncentrace produktu™ a to z duvodu. ze koncentrace produktu u pokusu s konc. enzvmu 3 a
10 mIU klesa. Na Obr. 17 je podobna situace 1 u reverzibilni reakce u stejnvch koncentraci
enzvmu a zde nesouhlasim s difizni dostupnosti substratu. tento fenomén se vvskvtuje u
velmi ryvchlych enzymu pfi nizké koncentraci substratu. Velmi piijatelné vvsvétleni jsem
nalezl na str. 35 a to ustavovani dvnamické rovnovahy mezi hvdrolvtickou a svntetickou
aktivitou enzymu. redlna je i mala rozpustnost enzymu pii vvss$i koncentraci. autoinaktivace
atd. Stanoveni Michaelisovy konstanty pomoci programu Gepasi bvlo z davodu malého
mnozstvi dat neuspé$né. ptdm se pro¢ diplomantka nepouzila klasickou linearizovanou
Lineweaver-Burkeho rovnici. Zavérec¢na cast popisujici stanoveni skladovaci a operacni
stabilitv imobilizovaného enzvmu jiz bvla bezproblémova. prokazala prevahu svntetické
aktivity enzvmu nad hvdrolvtickou a potvrdila vyznam imobilizace enzymu. Identifikace
produktu obou reakci pomoci hmotnostni spektrometrie potvrdilo experimentalni erudici
autorky 1 pracovisté a doklada uspé$né nalezeni vhodného magnetického nosice s velmi
dobrou skladovaci i syntetickou operaéni stabilitou.

Diplomantka splnila zadani diplomniho ukolu ve vSech bodech. pfedlozila zavére¢nou
zpravu s kvalitni experimentalni ¢asti na sou¢asné odborné urovni. k pisemné ¢asti prace mam
prevazné formalni a interpretaéni pfipominky. Doporucuji proto diplomovou praci Be.
Veroniky Cerné k obhajobé a hodnotim ji znamkou:
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