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Charakterizace antibakteridalniho potencidlu nové
syntetizovanych latek a bakteridlnich spolecenstvi

Predlozena disertacni prace je vénovana aktualni problematice antimikrobidlni rezistence
a tvorb¢ mikrobialniho biofilmu, coz jsou dv¢ uzce souvisejici oblasti, které predstavuji znacné
vyzvy v 1é€bé bakteridlnich infekci. Z mého pohledu ma prace vysoky potencial uplatnéni
v aplikovaném sektoru, jelikoz pokroky v oblasti vyvoje novych aktivnich molekul jsou
nezbytné pro efektivni boj proti nove se vyvijejicim multirezistentnim kmentim. Tyto kmeny
totiz Casto disponujici zvySenou schopnosti tvorby biofilmu a vymény genetického materialu,
véetné genll pro rezistenci. Pravé metabolismus bunék a struktura biofilmu ovliviiuje prinik a
vliv aktivni antimikrobialni latky do cilového mista patogena.

Vlastni prace je rozd€lena do dvou stézejnich oblasti, a to na optimalizaci a standardizaci
tvorby biofilmu u grampozitivnich bakterii patfici do rodu Staphylococcus, ptedstavujici
vysoce metabolicky aktivni druhy bakterii produkujici fadu exoenzym a toxini a vyvolavajici
zavazné pyogenné infekci u lidi a zvifat. Druhd ¢ast se zabyva studiem vlivu nové syntetizované
aktivni molekuly na béazi chlorovaného derivatu 2-aminooxazolu a pfirodni latky
montaninového typu rostlinného ptivodu ziskané z alkaloidt vykazujici antimikrobialni aktivitu
vaci Sirokému spektru vybranych testovanych kment.

Diserta¢ni prace je zpracovana v ¢eském jazyce. Jazykova troven prace je velice dobra.
Prace mé rozsah 178 stran, je ¢lenéna do nékolika kapitol, zahrnujici teoretickou cast,
experimentalni metody a jednotlivé cile prace. Cile jsou piehledné rozdéleny do trech
podkapitol. Na konci kazdé kapitoly jsou souhrny vysledkli, a to ¢inni praci velmi
srozumitelnou a pfehlednou. Jako pfilohy autorka ptiklada 10 pfednaSkovych a plakatovych
sdéleni a déle je pfipojen seznam 4 c¢lankd publikovanych v mezinarodnich recenzovanych
Casopisech. Publikované clanky a ucasti na védeckych mezinarodnich konferencich
dokumentuji experimentalni zru¢nost, znalost a schopnost autorky prezentovat své vysledky a
obh4jit je 1 v recenznim fizeni v mezinarodnich ¢asopisech hodnocenych Q2. Tyto schopnosti
pfevysuji standartni znalosti primérného studenta doktorského studia.

Uvod disertaéni prace zahrnuje literarni prehled, ktery odpovida rozsahu experimentalni
Casti prace. V prvni ¢asti se autorka zaméfila na problematiku antimikrobidlni rezistence,
konkrétné mechanismy rezistence a na kombinacni terapie. Druhad sekce je zaméfena na
charakteristiku skupiny bakterii sdruzené pod akronym ESKAPE vykazujici vysokou virulenci
a znacnou miru rezistence. Z pohledu faktord virulence bakteridlnich kment autorka cili na
strategii tvorby bakterialniho biofilmu, jeho vizualizaci, roli pfi infekénich onemocnénich a na
jeho naslednou eradikaci pomoci cilené 1€kové terapie. V zadvérecné Casti jsou pak rozepsany
jednotliva hodnoceni antimikrobidlni aktivity latek, jako napf. stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace, biologické vlastnosti latek a studium vlivu kombinace 1é¢iv a adjuvantnich latek.
Z mého pohledu je literarni reSerSe obsahla a pfehledna, autorka ukazala zdjem a piehled o
danou problematiku coZ potvrzuje 190 citovanych piivodnich praci. Nicméné par pfipominek



bych k této sekci méla. Vzhledem k zaméfeni prace mné v literdrnim prehledu chybi detailné;jsi
popis mechanismu tvorby biofilmu a mechanismus G¢inku vybranych antimikrobidlnich latek
zaméfeny na konkrétni cilové struktury ¢i metabolismy mikroorganismu.

Po formalni strance lze v ne€kterych piipadech vytknout par drobnosti jako zbyte¢né se
opakujici véty napt. v kapitole 4.3.3.3 a 4.3.3.4. Textova tabulkova a graficka ¢ast je vyvazena,
vSe je fadné ocislovano a pro piehlednost doplnéno legendou s vysvétlenim pouzitych symbold.
U obrazkt je vzdy odkaz na zdroj.

Dle vysledka Ize sumarné disertacni praci charakterizovat jako soubor tii Casti. Kazda
¢ast je tvofena struénym uvodem do problematiky, experimentalni kapitolou nasledovanou
dil¢imi vysledky a shrnutim. V prvni sekci se autorka zabyva vlivem kultiva¢nich podminek na
formaci biofilmu u vybranych stafylokokovych kment a optimalizaci metod vedouci
k hodnoceni citlivosti  biofilm-tvoficich stafylokoki vii¢i kandidadtnim potencialnim
antimikrobidlnim latkdm. V této ¢asti autorka modifikovala matrice a substraty vhodné pro
screeningove studie v in vitro biofilmovém modelu mikrotitra¢nich desti¢ek v rezimu tiepanych
a sesilnich kultur a nasledné vizualizovala tyto struktury pomoci epifluorescenc¢ni mikroskopie.
V druhé sekci autorka detailn€ popisuje vlastnosti a vliv nové syntetizované molekuly na bazi
chlorovaného derivatu aminooxazolu s cilem jeho vyuZiti jako samostatného antinfektiva nebo
jako adjuvantni latky pfi kombinované terapii. Autorka velmi detailné popisuje antimikrobialni
pusobeni latky na Siroké spektrum vybranych bakteridlnich a houbovych kment, aktivitu latky
v cilové oblasti biosyntetickych drah, depolarizace bunééné membrany, cytotoxicity a souc¢asné
ijeji interakce s komeréné dostupnymi ATB. Vedle toho autorka charakterizuje tuto latku jako
potencialni adjuvant pro zvySeni efektivity komeréné dostupnych antibiotik pfi kombinované
terapii. Vedle chemicky syntetizované latky, autorka za vyuZiti stejnych technik jako v predeslé
casti testovala antimikrobidlni u€inky vybranych pfirodnich latek rostlinného piivodu, a to
derivati montaninového typu, které maji v soucasné dobé¢ Siroké spektrum vyuziti jako
adjuvantni latky v kombinované terapii.

Cile diserta¢ni prace jsou jasn€ definovany a po prostudovani celé piedlozené prace mohu
konstatovat, Ze byly rovnéz splnény. Hlavni dosazené cile zahrnuly optimalizaci a standardizaci
tvorby stafylokokovych biofilmu v in vitro uzavieném biofilmovém modelu. Charakterizace
vlastnosti a G¢inku kandidatnich chemickych a pfirodnich latek jako antimikrobidlnich latek,
ktera mohou byt uplatnéna samostatné ¢i v kombinaci s komeréné dostupnymi ATB pfi
terapiich proti multirezistentnim mikroorganismiim Sirokého spektra druhii a piipadné
uplatnéna 1 pfi vyvoji novych molekul jako antimikrobiélnich latek.

K praci méam nasledujici dotazy:

1. Charakterizovala jste v rdmci in vitro riistovych studii u tfepanych kultur jednotlivé
faze riistu, tak abyste mohla v nasledujicich experimentech pouZivat definované
kultury? Testovala jste u vybranych bakteridlnich kment korelaci mezi optickou
denzitou a stanovenim poctu Zivotaschopnych bun¢k (CFU)?

2. Vlastnosti bunéénych povrchovych struktur, a s tim souvisejici adheze bun¢k miize
byt ovlivnéna vnéjSimi podminkami jako jsou ménici se fyzikalni parametry, naptiklad
pH. To miiZe mit i zna¢ny vliv na hydrofobni vlastnosti povrchu bunék. Sledovali jste
napi. zménu pH na vyvoj adheze a nasledné maturace biofilmu na nosici?

3. Testovala jste navrZenou rustovou studii i pro dalsi typy bakterii ESKAPE, které pak
vyuzivate pfi testovani antimikrobidlnich latek? Skupina ESKAPE nese n¢kolik



bakterii, které budou reagovat ristové a metabolicky zcela odlisn¢, coz bude hrat
diilezitou roli ve struktufe biofilmu a nasledné aplikaci antimikrobidlnich latek.

4. 'V ramci tvorby biofilmu dochézi k heterogenité bunck, které se vyznacuji rozdilnou
rastovou rychlosti coz nasledné ovliviiuje i jejich citlivost k antimikrobidlnim latkdm.
Sledovali jste rozdil metabolické aktivity v zavislosti na stafi bun¢k biofilmu pfi
podani antimikrobialni latky?

5. V ptipad¢ houbovych kultur jste antifungalni aktivitu kandidatnich latek testovala na
na pln¢ vyvinuté hyfalni struktufe nebo jste zkouseli i vliv na germinaci?

6. Zajakym ucelem byla pouzita izoforma nikotinamidu jako soucast struktury molekuly
AB15? Hraje tato forma néjakou roli v burnice?

Celkové pokladam ptredlozenou Disertacni praci Mgr. Adély Diepoltové vypracovanou
na téma ,Charakterizace antibakterialniho potencialu nové syntetizovanych latek a
bakteridlnich spoleCenstvi® za praci velmi kvalitni, kterd zcela spliiuje pozadavky kladené na
tento typ praci podle § 47 odst. 4 zdkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, a dale dle
ptislusného Studijniho a zkusebniho fadu Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové ji doporucuji
pfijmout k obhajobé.
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