Oponentsky posudek diserténi prace Mgr. Vita Kole¢kare
.Metoda stanoveni antioxid&niho/antiradikalového pasobeni aplikovatelna ve vyhledavacim
vyzkumu prirodnich latek".

Racionalizace &decké prace v oblasttipodnich I€iv se v poslednich desetiletich promitla do
cileného hledani latek, které se svygmkem mohou podilet na teragiiprevenci definovanych
chorob a jejich fic¢in. Jsou vyvijeny skriningové metody, umagci z bohaté nabidky rostlinné
fiSe vybrat druhy nebo rody, které obsahuji latkpBadovanym &inkem. Nasledna izolace
aktivnich substanci jgzena biomonitoringem a po#gseni struktury lze tit latku zodpo¥dnou
za (&inek. Tento postup je umo&m pozadavkem ,mediciny zaloZené rikazech*.

Pasobeni volnych radikalkysliku a dusiku jefiednétem intenzivniho zajmu badaiatekolik
poslednich desetileti. Jejichgbytek v Zivych organismech je davan di@ipné souvislosti se
vznikem cel&ady zavaznych onemo&mi a neni proto divu, Ze se vyzkum orientuje tigrgrem.
Hledaji se zdroje znamyei novych biologicky aktivnich latek, které vykazajtiradikalove
pusobeni. Prace vedouci k pokroku v uvedenérrsie wdecky i spoléensky aktualni a ptebna.
To plati beze zbytku i 0 posuzované disarigraci, ktera se v prvidasti zangiuje na hledani
vhodné metody pro stanoveni latek s antiradikalaidivitou a ve druhéasti se zartuje na
izolaci a identifikaci latek, jejichz zdroj vykazalwe skriningu negtsi aktivitu.

Teoretick&ast prace dci o schopnostech autora zpracovat obsahlou odbditecaturu
zpiasobem, ktery vyusti do srozumitelnéhelpledu dosud pouzivanych metod préemi
antiradikalové aktivity. Je darighled antioxidénich enzyni, nizkomolekularnich endogennich
antioxidanti a exogennichifrodnich a syntetickych antioxid@ntrehled je vhod&doplrén
strukturami popisovanych latek. V daégisti se Mgr. Koleéka vénuje vztatim mezi oxidénim
stresem a diabetes mellitus typ 2 a aterosklerdopisuje latky ovlisiujici trombocytarni
agregaci. V zasru teoretick&asti je uvedeniighled metod pouzivanych kékeni antioxidani
aktivity prirodnich latek.

Cile disertani prace jsouigsre definované a logicky na sebe navazuji. Za vyznapuwazuiji
vyvoj DPPH-SIA metody, umadilijici stanoveni antioxidai aktivity vzorki. Mgr. Kolectkar se
zan®fil na rostliny pattici doceledi Asteraceae. Shromazdil impozantni souborzdrki, které
zpracoval, po extrakci it metodami DPPH-SIA a FRAP antioxi¢la aktivitu a vybral pro dalsi
experimenty druleuzea carthamoides, ktery vykazoval nejvysSi aktivitu. Po extrakaezalaci
ziskal ze studovaného materialdistych latek, které charakterizoval fyzik&tnhemickymi
metodami, ufil jejich strukturu a stanovil jejich antioxidai a antiagregai aktivitu. Na zagr
stanovil obsah jednotlivych latek ve zpracovandliras

V kapitole Material a metody jsou uvedené pouZiténsikalie a postupy uzit&igiipraw extrakt

a chromatografickych nagi — polyamidu a silikagelu; nasleduje sy popis pistroji a postuf
uzitych @i spektralni analyze. Srozumitelnymigobem jsou popsany pouzité testy DPPH-SIA a
FRAP a test na tgeni antiagregmi aktivity. Konstatuji, Ze Mgr. Kot&ar zvolil k feSeni problérin
cilerg velmi &&inné postupy a metody, které umoznily ziskatgmié Udaje se Zzadouci
spolehlivosti. Vysoka metodologicka uravexperimeni je dana jak fistrojovymi moznostmi
matdského pracovigt tak spolupraci se specializovanymi pracovisti.

Experimentalngast a vysledky jsou spojeny do jedné kapitoly. Tape jsou uvedeny vysledky
skriningu DPPH-SIA testu giglusnym komeni@&m. Je popsan #pob extrakce listLeuzea
carthamoides a jejich dalSi zpracovantetné separace a identifikace obsahovych latek. Mgr.
Koleckar ve finalnicasti prace ziskal z pokusného materialu 3 flavon¢haspidulin LC-1,
eriodiktyol LC-2, patuletin LC-3), 3 flavonoidniyosidy — poprvé popsany patuletin{3b-
xylofuranosid LC-6; 6-hydroxykempferol-7-O-(6"-Ceatyl$-D-glukopyranosid LC-7) a



eriodiktyol-7$-D-glukopyranosid LC-8 a dale kyselinu 4-hydroxybeovou LC-4 a kyselinu 3,4-
dihydroxybenzoovou LC-5. U vSech latek bylé&ama antioxidéni a antiagregani aktivita proti
standardm kvercetinu a troloxu resp. kysaliacetylosalicylové. Vysledky jsou doghy grafy,
tabulkami a histogramy, wipad patuletin-3’'$-D-xylofuranosidu je&tMS fragmentaénimi

spektry i riiznych ionizénich energiich 8H a*3C NMR spektry. Nakonec jsou uvedené vysledky
kvantitativni analyzy izolovanych latek v suSireuzea carthamoides.

Diserta&ni prace ma rozsah 102 stran a uvadi 107 litetapri@men. Peliva formalni Uprava,
konkrétni vymezeni ail jakoz i obsahla diskuse a koncisni&syto vSe peswdcuje o odbornych
i praktickych kvalitach autora.dkteré pasaze diskuse (kardioprotektiviqbeni polyfendl, vliv
fenolickych latek na vybrané biomarkery) mohly bigjre GsgsSne uvedeny v Teoretick&asti.
Zawr shrnuje pouzité metody a dosazené vysledky.

Cile disertani prace byly splkiny. Dosazené vysledky jsou s@sti 7 publikaci v zahratich
casopisech s IF, (4x je Mgr. Kdlear prvnim autorem), 2 publikaci deskychcasopisech a byly
prezentovany formouipdnasek a postemna 8 zahranich a 2 doméacich konferencich. Pracovni
aktivity pana Kolékéare dokumentuje jeStdalSich 13 publikénich vystud (z toho 5 publikaci

s IF), které nesouviseji s disertaci.

Pripominky:

Lingvisticky purista by se nesiilis ignorovanim rodu slova ,spektrum* a z tohorgwci chyby —

str. 47, 49, 50 (spektra byly porovnavany), (atesprave na str. 51, ,....spektra se shodovala...”).

Str. 42 — u vyobrazeni Leuzea carthamoides bylaréavést @ itko.

Str. 45 — pleonasmus, ,frakce byly spojeny dohroytigthak snad spojit frakce ani nelze.

Str. 48 — vzorec eriodyktyolu nema v poloze 7 ghyoale ma hydroxyl.

Str. 48 — kolikrat byla opakovana preparativni T8y za popsanych kvantitativnich p@in(na
desce maximat25 mg) se zanalyzovalo 1,37 g odparku?

Str. 60 — prosim objasnit, ,nezadouci pyridinioazlyy v kostni hmet

Str. 70 — i Udajich o antioxidénich aktivitach se Udaj pro BHT jevi jako neddye vysoky @i
porovnani s-tokoferolem.

Dvé nasledujici otazky jsou miné jako uvod do diskuse a vyplyvaji spiSe z mémuz®

piedloZenou tématiku.

e str. 47 - vedle hispidulinu se vyskytovala dalgkda kterou se nepotib ziskat v¢istém stavu.
Uvadite d¢ mozné piciny, které se vSak vyraznisi (rozklad nebo polymerizace). Ke které
fabulaci se fiklanite a prd? Jsou takové moznosti popsané u deikiflavonu?

» Vdisert&ni praci by bylo vhodné uvatisacharid u vzofcglykosidi v prislusné konformaci,
aby byla patrné, Ze jdefaD-glukopyranosid, resgi-D-xylofuranosid.

Zavér: Po zhodnoceni vysledk uvedenych v disert&ni praci a publikaéni aktivity konstatuji,
Ze Mgr. Vit Kole¢kar prokazal tvir i schopnosti a prace spiuje pozadavky kladené na
diserta¢ni praci v oboru Farmakognosie. Proto doporduji, aby Mgr. Vitovi Kole ¢karovi byl
po Gspisné obhajolE udélen podle § 47 VS zakona 111/1998 Sb. akademickiuti,doktor”
(Ph.D.).

Brno 15.8.2010.
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