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Ve své dizeraténi praci se Mgr. Adéla Diepoltova vénuje vysoce aktudlnimu tématu
antimikrobni rezistence. Experimentalni ¢ast zahrnuje optimalizaci modelu pro tvorbu bakteridlniho
biofilmu v in vitro podminkach pro testovani antibiofilmové aktivity novych antimikrobnich latek a dale
biologické a mikrobiologické analyzy novych latek s potenciondlnim antimikrobnim ucinkem. Vystihuje
zde zasadni problém, se kterym se lidstvo v oblasti zdravotnictvi v poslednich letech potyka - cozZ je
vyrazny narlst bakteridlnich kmenU rezistentnich na dostupna antibiotika na jedné strané a na strané
druhé pomaly vyvoj novych antimikrobné pUsobicich latek, pripadné strategii, které by pomohly tento
stav zvratit nebo alespon zpomalit. Tuto problematiku autorka vystizné popisuje v teoretické ¢asti své
prace.

Zvlast je treba vyzdvihnout a ocenit tu ¢ast prace, kterd se zaméfuje na problematiku
mikrobialni biofilmd a zavedeni validniho modelu pro in vitro testovani anti-biofilmového ucinku latek.
Tato mikrobni spolecenstvi mohou byt zasadni pfic¢inou selhani terapie, cozZ je dnes v ramci zakladniho
screeningového testovani novych latek prakticky opomijeno, nejspise z dlivodu naroénosti provedeni
a absence standardizovanych testovacich modeld. Autorka poukazuje na zdsadni nedostatky modeld
popisovanych v publikovanych studiich a sleduje zékladni charakteristiky biofilm( v zavislosti na
jednotlivych kultivac¢nich podminkach. Z vysledk(i a pozorovani této studie je zfejmé, Ze mikrobialni
spolecenstvi jsou velmi dynamickd a mohou vyrazné ménit své vlastnosti v zavislosti na okolnich
podminkach. Ve finale se nabizi otazka, zda je viilbec mozné tuto metodiku tzv. standardizovat. Autorka
nicméné poukazuje na veskera zdsadni Uskali tohoto experimentalniho pfistupu a zdlraznuje, Ze je
nutné model vidy optimalizovat pro konkrétni kmen daného mikroorganismu. Tuto ¢ast prace povazuji
za vysoce pfinosnou, inovativni a s velkym aplika¢nim potencidlem.

Dizertacni prace je sepsana velmi kvalitnim a srozumitelnym jazykem, prakticky bezchybné,
formalné je na vysoké Urovni. Ve své strukturni podstaté je prace rozdélena na ¢ast teoretickou, ktera
obsahuje extensivni sezndmeni s danymi tématy (antimikrobni rezistence vcetné zakladniho popisu
znamych rezistentnich patogend, alternativni pfistupy ve vyzkumu antiinfektiv, mikrobialni biofilmy a
prehled metodik pro hodnoceni antimikrobni aktivity kandidatnich latek). Cast experimentalni je
rozdélena do tfi nezavislych, tématicky souvisejicich ¢asti (oznacené jaké cile A, B, C). Kazda ¢ast je
vénovana jasné definovanému cili prace a obsahuje Uvod, pracovni hypotézu, metodiku, priibézné
diskutované vysledky doplnéné adekvatni obrazovou a tabulkovou dokumentaci a zavére¢né shrnuti.
Vzhledem k charakteru prace, pfispiva tento zplUsob ¢lenéni k vyssi prehlednosti, na druhou stranu
vsak dochazi, zejména v Uvodnich pasazich jednotlivych cilli, k ¢astému opakovani faktl a myslenek,
které jsou jiz popsany v teoretické c¢asti. Kromé celkového zdvéru je zde zafazena jesté kapitola
souhrnna diskuze, ktera by vsak svym obsahem a absenci literarnich odkazl odpovidala souhrnu
dosazenych vysledkd.

Prvni cil prace je vénovan jiz zmifiovanym biofilm{m. Nasleduje ¢ast zabyvajici se testovanim
nové syntetizované latky na bazi 2-aminooxazolu (s oznac¢enim AB-15) jako potencionalni adjuvantni



latky pro kombinacni terapii. V ramci tretiho cile byl testovan antimikrobni potencial latek pfirodniho
plGvodu, alkaloidll zrostlin celedi Amaryllidaceae. | tyto dvé casti pfinaSeji zajimavé a prinosné
vysledky. Antimikrobni aktivita latek byla sledovana zdkladnimi in vitro pfistupy na skutecné pestrém
spektrum bakteridlnich kmen( sbirkovych i klinickych izolatll. Kromé toho byl proveden i zakladni
screening antimykobakteridlni a antifungdlni aktivity. U vybraného kmene byl analyzovan i moiny
interakcni Ucinek s bézné dostupnymi antibiotiky. DalSi testovani latek zahrnovalo i zédkladni in vitro
hodnoceni Ucinku na proliferaci jedné vybrané bunécné linii. Zde by bylo vhodné provést ovéreni jesté
i na dalSich typech bunécnych kultur a dalsimi béZné dostupnymi testy, véetné testl na genotoxicitu.
To je zde vSak vyvazeno aplikaci bezobratlého zvifeciho modelu, s vyuzitim larev Galleria mellonella,
cozZ posunuje testovani toxicity na in vivo uroven. U latky AB-15 byla ovéfovana i antibiofilmova aktivita
a byla provedena i prvotni studie smérujici k uréeni mechanismu ucinku testované latky. Souhrnné Ize
konstatovat, Ze u obou typU testovanych latek se podaftilo prokazat jejich antimikrobni Gcinek, nizkou
toxicitu a za urcitych podminek i synergicky efekt a tim potvrdit jejich potencidl pro dalsi vyzkum
v oblasti novych antiinfektiv.

Vysledky dizertacni prace byly prezentovany formou prezentaci i predndskovych sdéleni a jsou
soucasti celkem 6 publikaci vimpaktovanych ¢asopisech, kde v jednom ptipadé je Adéla Diepoltova
prvni autorkou.

K préci bych méla nasledujici dotazy:

- Kucili A (zavedeni pristupu pro tvorbu stafylokokovych biofilmd): V ramci testovani rizné
modifikovanych kultivacnich médii se ukdazala suplementace lidskou krevni plazmou
vyhodnéjsi v porovnani s pouzitim inaktivovaného fetalniho bovinniho séra. Méla byste pro to
néjaké mozné vysvétleni?

- Vréamci cile A se Vam podafilo optimalizovat tvorbu biofilmu na koli¢cich uzavieného
biofilmového modelu. Pro¢ nebyl tento systém také pouzit pro testovani antibiofilmové
aktivity latky AB15?

- Ztextucile 2 nevyplyva zcela jasné kdo, pfipadné na jakém pracovisti byla pfipravena latka AB-
15 pro testovani v rdmci této prace.

- Kucili 3 — testovany jsou zde derivaty montaninového typu pfipravené modifikaci alkaloid
rostlin Celedi Amaryllidaceae. Alkaloidy rostlin této celedi jsou obecné znamy pro svij
cytotoxicky ucinek na eukaryotické buriky. Vami testovanad latka prokazala jen nizkou toxicitu.
MuZete blize vysvétlit?

- Ktestovani antimykobakteridlni aktivity latek v ramci cile 2 a 3 byly pouzity kmeny fazené
aktualné do rodu Mycolicibacterium, ddale atypické mykobakteridlni kmeny a kmen M
tuberculosis H37Ra. Posledné zminény oznacujete jako avirulentni, v jinych zdrojich je
oznacovan jako atenuovany. Jak dalece jsou tyto kmeny porovnatelné s virulentnimi kmeny M.
tuberculosis (z pohledu interpretace ziskanych vysledkd)?

- Pfi porovnani stanovovanych MIC - hodnoty testovanych latek jsou vyrazné vyssi (az o rad)
v porovnani s hodnotami standardné pouzivanych antibiotik. V kontextu s tim vyvstava otdzka,
zda existuji néjaka ,hranic¢ni“ kritéria (limitni hodnoty), do kterych lze antimikrobni Ucinek
povaZzovat za skutecné prinosny.

- Bakterie disponuji tzv. CRISPR/cas systémem, ktery nasel dnes vyuZiti i v oblasti molekularni
biologie. M4 tento systém také néjakou souvislost s bakterialni rezistenci?

Dizertacni prace spliuje veskera kritéria a pozadavky, lIze ji hodnotit jako velmi péknou a
pfinosnou. Mgr. Adéla Diepoltova jasné prokazala zpUsobilost k samostatné védecké praci.
Zavérem disertacni praci doporucuji k obhajobé.
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