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PredloZena doktorska prace ma strukturu standardn€ pojaté vyzkumné zpravy
obsahujici uvedeni do problematiky, metodiku i vysledky spojené s diskuzi. Jak ivod prace,
tak i diskuze vysledkd se odkazuje na aktualni ¢lanky z oboru. Vlastni text doktorské prace je
sepsan &tivé, na dobré odborné i stylistické urovni za vyuZiti platné odborné terminologie.
V zavéru prace (kapitola 6) je shrnuta publika¢ni ¢innost Mgr. Katariny Vorc¢akové. Jedna se
o tfi pfijaté publikace v &asopisech s IF a fadu dalSich ve sbornicich a ¢asopisech bez IF. Jiné
tfi &lanky prochazeji recenzni Fizeni v Casopisech sIF. Po samostatném prostudovani
v seznamu uvedenych vyslych &lankd s IF mohu konstatovat, Ze se jedna o kvalitni publikace
v prestiznich ¢asopisech. Zde zvefejnéné vysledky proSly Usp€Sn€ samostatnym recenznim
fizenim a nachézeji odezvu ve védecké komunité, o cemZ napfiklad sveéd¢i Sest citaci u prace
oti$téné v Bioorganic and Medicinal Chemistry v roce 2013.

K disertaéni praci nemam zasadni pfipominky, ale na druhou stranu nékteré Casti
vyzaduji komentéfe recenzenta:

e Kapitola 2.1.2.2: ,,Merany prud je priamo umerny koncentrécii stanovovanej latky* —
s timto tvrzenim tykajicim se amperometrickym biosenzorim lze ve vétSin€ ptipadi
souhlasit, ale pravé diskutované biosenzory s vazanou AChE funguji pfesn€ opacné.
Analyt (inhibitor) zptisobi pokles stanovovaného signdlu (proudu). Jednd se tedy o
nepfimou umeru.

e Kapitola 3.3.3: ,,Pouzité elektrochemické senzory boli zakupené od firmy BVT Brno
(CR) a PalmSens (NL)”. Doporu¢uji byt v ptipadé popisu senzorl konkrétn&jsi, aby
byla zajisténa reprodukovatelnost postupt. BVT je jak prodejce, tak i vyrobce senzor
a z fotografie (senzory 2 a 3) lze odvodit o jaké vyrobky se jednalo. U PalmSens je
situace ponékud slozit&jsi. Tato spolecnost se zabyva pfedeviim vyvojem a vyrobou
analyzatori a pouze distribuuje senzory jinych vyrobcl. Senzory &islo 1 a 3 jsou
produkty némecké spole¢nosti BST Bio Sensor Technology GmbH a nikoliv zminéné
PalmSens.

e Kapitola 4.5: pfi uvadéni nalezenych interakci v tabulkdch doporucuji uvadét i
vazebnou energii spo&itanou pomoci popsané¢ho molekularniho modelovani.

Ke studentce mam nasledujici dotazy:

e Na strané 25 uvadite existenci periferniho anionického mista (v literatufe oznacovano
té2 B anionické a tvoii jednu &ast s tzv. aromatickym hrdlem) a popisujete dileZité
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aminokyseliny, které je tvofi. Jaky je fyziologicky vyznam periferniho anionického
mista AChE?

e Aclkoliv AChE i BChE jsou si vzajemné velmi podobné, jsou mezi nimi i né€které
vyznamné rozdily. Napiiklad je zde zésadni rozdil v konverzi substratu vyskytujiciho
se v nadbytku. DokaZete tento problém rozvést?

e V kapitole 2.4.2.3 a v kapitole 2.5.3 pfedstavujete ireverzibilni inhibitory zastoupené
organofosfaty. Jak spravné uvadite, inhibovany enzym trvale ztraci schopnost reagovat
se substratem. Je takto vdzany organofosfat stabilnim reziduem v aktivnim centru,
nebo miZe projit dal$i pfemé&nou?

V zavéru svého posudku mohu konstatovat, Ze predloZena prace spliiuje vSechny
naleZitosti na doktorské prace kladené a tematicky odpovida zadani. Prace je zdafila a opiré se
o kvalitni sdéleni v odbornych periodicich. VySe uvedené vyhrady maji charakter jen
drobnych ptipominek a nesniZuji celkovou vysokou uroveri doktorské prace. Na zaklad¢ vySe
uvedeného DOPORUCUJI disertani praci pfijmout k obhajobé a po tispésném obhéjeni
udélit Mgr. Kataring Vor¢akové titul Ph.D.
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Oponovana disertacni prace je sepsana na 136 stranach a obsahuje mnoZstvi naro¢né
sepisovaného textu, grafii tabulek a chemickych strukturnich vzorcii. Prace je G&lenéna
obvyklym zptisobem na kapitoly: Uvod, Teoreticka &ast, Experimentalni ¢ast, Vysledky a
diskuze a Zavér. Cile price jsou uvedeny v souhrnu a Gvodu prace. Z nich vyplyva, Ze
doktorandka méla za cil posoudit moznosti aplikace metod zaloZenych na elektrochemickém
principu s vyuzitim square-wave voltametrie pro zjidténi inhibi¢ni Gi¢innosti testovanych latek,
vhodnych pro terapii Alzheimerovy choroby a autoimunitniho onemocnéni Myasthenia
gravis.

Kapitola ,,Teoreticka ~¢ast“ popisuje soufasny stav pozndni v oblastech
cholinesterdzovych biosenzorti s diirazem na elektrochemické biosenzory. Pozornost zde je
dile vénovéna imobilizatnim technikam zakotveni cholinesterdz na povrchu pracovnich
elektrod a jejich dopadim na enzymovou kinetiku, tj. Michaelisovu konstantu a maximalni
rychlost hydrolyzy substratu. Tato problematika je v praci podrobné diskutovana zejména
v souvislosti se stanovenim inhibiéni u¢innosti vybranych, zejména karbamatovych inhibitord
acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy.

Nejdilezit€jsi ¢asti prace je Experimentalni ¢ast a kapitola Vysledky a diskuze, ktera
popisuje zplisoby realizace jednotlivych typl experimentii, dosazenych vysledkd prace, kdy
bylo testovano celkem 253 inhibitord, vybranych cestou molekulového modelovani

s vyuzitim vybranych poc¢itaovych programa.



Lze konstatovat, e formalni pozadavky na disertaéni praci byly splnény. Také cile
stanovené pro disertaéni praci byly splnény. Je zde patrny ptinos studenta zejména v realizaci
a vyhodnoceni realizovanych experimentii. Pro lepsi pochopeni vysledkt experimenti by bylo
dobré zdivodnéni zavérd prace popsat podrobnéji. Mém na mysli vas zavér, Ze pro testovani
inhibi¢ni G&innosti novych inhibitord je vhodnéjsi vyuziti Ellmanovy metody, nez metod
elektrochemickych.

K Gpravé prace nelze mit zasadnich pfipominek. Vystupy jsou ilustrovany pomoci
tabulek a grafii s Gplnym popisem, text je pfehledn¢ ¢lenén. Také z jazykového hlediska neni
praci co vytknout. Prace je opatfena Gplnym seznamem pouzitych zkratek. Snad by bylo
vhodné praci doplnit je3té seznamem grafil, tabulek a vzorc.

Doktorandka dosud publikovala 8 praci vztahujicich se k tématu disertacni prace,
ztoho tfi prace v &asopisech simpaktovym faktorem, dv&¢ publikace v zahrani¢nich
recenzovanych Gasopisech a dvé prace prezentovala na konferencich. K publikaci byly
odeslané jedté dalsi 3 publikace. Z tohoto pohledu Ize konstatovat, Ze publikaéni aktivita
autorky je na dobré Grovni.

Po prostudovani predlozené disertacni prace konstatuji, Ze piedlozena disertacni prace
svym cilenym zaméfenim, obsahem i rozsahem, pfedstavuje kvalitni zpracovani problematiky
aplikace biosenzorfi pfi testovani koncentraéniho rozmezi, asové stability a stanoveni
inhibi¢ni G&innosti vybranych inhibitorti. Vzhledem k zaméfeni prace lze konstatovat, ze
vysledky prace jsou prakticky aplikovatelné ve zdravotnictvi a s ohledem na tuto skutecnost
povazuji téma disertacni prace za velmi aktudlni.

Ke zvolenému postupu zpracovani disertaéni prace nemam piipominky, povazuji ho
za metodologicky spravny, v &sti teoretické i praktické vyvazeny a logicky provéazany.
Ptinos doktorandky je mozno spatfit ve velmi kvalitn€ zpracované teoretické Casti disertacni
préce, z &ehoz vyplynula spravna orientace doktorandky v feSené problematice a formulaci
realnych cilli, které se ji podafilo naplnit.

Predlozen4 disertadni prace splituje po formélni strance vSechny poZadavky kladené na
préci tohoto typu. Je spravné Clenéna, citace na pouZitou literaturu odpovidaji normé CSN
ISO 690, rozsah a aktualnost pouzitych literarnich zdrojh je pfiméfena.

Navrhuji, aby pfi obhajob& disertatni prace doktorandka blize vysvétlila své stanovisko
k témto otazkam:
1) Jak si vysvétlujete, Zze funkéni se ukézal pouze jeden ze Ctyt tisténych elektrod. V ¢em

se testované elektrody 1iSi?



2) Pro¢ byla ze vSech elektrochemickych testovana pouze technika square-wave
voltametrie (SWV)?

3) Vpraci uvadite, ze méfeni inhibi¢nich vlastnosti s vyuzitim Ellmanovy metody a
SWV vykazovalo znatné rozdily. Jak je mozno vysvétlit zcela rozdilné vysledky
uvadéné napf. v tabulkdch 3 az 5, kde naméfené hodnoty pro butyrylcholinesterdzu
jsou témér srovnatelné s Elmanovou metodou, na rozdil od acetylcholiesterazy, ktera
vykazuje fadové rozdilné vysledky?

4) Jaky byl LOD a LOQ testovanych inhibitori?

5) Odkud byly ziskany vyuZité programy pro molekulové modelovéni a jak se jednotlivé

programy lisi?

Zavér
Konstatuji, Ze disertantka v pfedlozené doktorské disertaéni praci prokazala potiebnou

schopnost a pfipravenost k samostatné védecké a vyzkumné praci.

Vzhledem k vyse uvedenému doporuéuji pFijeti prace k obhajob& a po uspésném

obhajeni této prace udéleni akademického titulu Ph.D.

V Brné dne 23. fijna 2015
doc. Ing. Josef Kellner, CSc.
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POSUDEK OPONENTA DOKTORSKE DISERTACNI PRACE
,Biosenzory a dalSie metdody pre detekciu inhibitorov cholinesteraz”

Autor: Mgr. Katarina Vorcdkova

Skolitel: prof. Ing. Karel Vytias, DrSc.
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Mgr. Katarina Voréakova predloZila k obhajobé disertacni praci na téma ,Biosenzory a
dalsie metddy pre detekciu inhibitorov cholinesteraz”.

Prace, kterd je psana ve slovenském jazyce, predstavuje 136 stran vlastni prace a
seznam literatury, ktery ¢itd 129 poloZek. Prace se mj. opird o autorciny publikace,
v Casopisech s IF (Bioorganic & Medicinal Chemistry IF = 2,921, Molecules IF 2,095 a dalsi).
Publikované prace a prace predloZena predstavuji dobrou troven dosazenych vysledka.

Vlastni prace je ¢lenéna do obvyklych kapitol, ale po uvodu chybi kapitola, ve které by
byly jasné definovany cile. CtendF musi v pribéhu prace dedukovat, pro¢ byly viechny
experimenty provadény a k ¢emu dosazené vysledky maji slouzit.

V teoretické Cdsti se autorka soustfedila na problematiku biosenzoru, jejich vyuziti pfi
testovani cholinesterdzovych aktivit a neurodegenerativnch chorob, v jejichz terapii se
vyuZzivaji inhibitory cholinesterdz (ChE). Vzhledem k zdvaznosti Alzheimerovy choroby (AD)
v dnesni dobé, mohla byt tato problematika rozpracovana podrobnéji. V textu je uveden
prehled hypotéz vzniku tohoto zdvazného onemocnéni. U téchto hypotéz vsak postradam
uvedeni rdmcové moznosti terapeutického zasahu do popsanych patofyziologickych procesu.
Milzete tyto mozné zdsahy vramci diskuze pfiblizit a stim i nové sméry ve vyzkumu
potencidlné vyuZitelnych latek v terapii AD? NeztotoZiuji se zcela s pfehledem pouZivanych
lé¢iv v terapii AD. Nékterd ze zminénych lécCiv se jiz z rGznych dlvodl nepouZivaji nebo jesté
nebyly schvéleny a jsou teprve ve fazi klinického testovani. Neni mi Uplné jasné zarazeni
kapitoly ,2.5.3 Nervovo paralytické latky”, resp. Role téchto latek snad ve farmakoterapii?
Jsem presvédcena, Ze se jedna o jiné téma.

V kapitole Vysledky a diskuze autorka shrnuje celou fadu vysledkd, které svéd¢i o mnozstvi
odvedené prace. Prvni ¢ast vysledkd, které se tykaji prace s biosenzory, optimalizace méfeni
s biosenzory atd., je diskutovana v kontextu drive publikovanych praci a vede k jasnému
zavéru o mozné vhodnosti ¢i nevhodnosti pouZiti biosenzorl pfi testovani inhibitord
cholinesteraz. Druha, rozsahlejsi vysledkova Cast je z mého pohledu pojata spise jako urcité
shrnuti dosazenych vysledk(. V ramci diskuze jsou z jednotlivych skupin latek vidy zminény
slouceniny s nejvy$si aktivitou vGci acetylcholinesteraze (AChE) a butyrylcholinesteraze
(BuChE), neni diskutovan vztah struktury vs. biologické aktivity. K této diskuzi pfimo vybizi
napf. skupina testovanych derivatl karbamatl a thiokarbamatl, kde bylo sledovédno 63
raznych latek. Dale jsem v diskuzi nenasla informaci, zda podobné slouceniny byly jiz dfive
testovany nebo ne. U vysledkd inhibi¢nich aktivit postraddm informace o aktivitach pouzitych



standardu. Ziskané hodnoty ICso testovanych latek neni mozné porovnat s hodnotami ICso
znamych inhibitory a ziskand data tak nemaji vypovidaci hodnotu, zda urditd latka ma realny
potencidl v dal$im studiu moznosti vyuZiti jako inhibitoru ChE.

V zévéru prdce autorka shrnuje praci, kterou provedla. Disertaéni praci uzavird seznam
publikovanych praci. Publika¢ni aktivita autorky je dostacujici, ale postradam prvoautorskou
praci v Casopise s IF, kterd by byla v dobé konani obhajoby alespori ve stavu ,accepted”. Dvé
prvouautorské prace jsou uvedeny v prehledu odeslanych praci do redakce; v jakém stadiu
oponentniho fizeni tyto prace jsou?

V ramci diskuze predkladam déle ndsledujici dotazy:

1. Jaké byly pouzity pozitivni standardy v pfipadé méreni ChE aktivit? Jaké hodnoty ICso
jste ziskala? Porovnejte je s hodnotami uvadénymi v literatufe a s hodnotami, které
mate uvedeny ve vasich publikovanych ¢lancich s IF.

2. Vteoretické casti se vénujete problematice typu inhibice, v experimentdlni a
vysledkové ¢asti jsem nenasla informaci o tomto testovani. Pro¢ nebyl testovan typ
inhibice alespon u nejaktivnéjsich inhibitor( z kazdé skupiny sloué¢enin? Budou se tyto
studie provadét pfi dalSim pokradovani Vasi prace?

3. Které terapeutické cile jsou v dnedni dobé nejzajimavé;jsi z pohledu potencidlniho
vyuZiti v terapii AD?

VySe uvedené pfipominky nesnizuji faktickou napli pfedloZzené studie, dotazy prameni
ze skutecCnosti, Ze se v ramci své védecké prace zabyvam podobnou tématikou a prace mé tedy
zaujala. Pfipominky mohou byt i ur€itym navodem pro kandidatku do pfipadné dalsi védecké
prace. PfedloZzend doktorska disertacni prace splfiuje pozadavky, které jsou kladeny na tento
typ kvalifikacnich praci a proto ji v souladu s § 47 zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych 3kolach
a 0 zméné a doplnéni daldich zakonlG doporuduji k pfijeti a obhajeni. Po Uspésné obhajobé

souhlasim s udélenim akademického titulu Ph.D. (,,Doktor”).

V Hradci Kralové dne 15. 10. 2015

Doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.
Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové
Katedra farmaceutické botaniky a ekologie
Heyrovského 1203

500 05, Hradec Kralové
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