Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Nikoly Ludvikové
»Antivirotické a antibakterialni Gi¢inky biologicky aktivnich latek z pfirodnich
zdroju a jejich potencialni vyuziti proti klistaty pfenaSenym patogentim*

Préce se zabyva zhodnocenim antivirovych a antibakterialnich a¢inkt pfirodnich rostlinnych
substanci zastoupenych resveratrolem a derivaty adamantanu. Pro experimenty in viro byl
vybran virus klistové encefalitidy, Borrelia burgdorfei a nékolik zastupcti G+ a G- bakterii.
Po stanoveni maximalnich tolerovanych koncentraci pouzitych latek pro glioblastomovou
buné¢nou linii pouzitou pro mnozeni viru KE, byl prokdzan antivirovy ucinek resveratrolu,
ktery byl nejvyssi pii profylaktickém podani. Derivaty adamantanu neovliviiovaly vyznamné
replikaci viru KE. Resveratrol téZ inhiboval rist bakterii Staphylococcus aureus, S.
epidermidis a Escherichia coli. Nebyl prokéazan vliv na rast spirochét Lymské boreliozy.

Prace obsahuje pomérné rozsahly literarni piehled (30 stran), ktery je vénovan biologicky
aktivnim latkdm pfirodniho ptvodu, resveratrolu a adamantanu a flavivirim a bakteriim
prenasenym klist'aty. Podle mého néazoru je ptehled pfili$ rozsahly, zbyte¢né se vénuje na
ptiklad metodam izolace biologicky aktivnich latek z rostlin, nebo stavbé hroznii vinné révy.
Literarni piehled je podpofen zhruba 180 citacemi, coz je pocet ictyhodny. Nejsem si zcela
jist, zda v magisterské praci citovat uéebnice nebo skripta a uz viibec ne popularni a jisté
zajimavou knizku M. Kerlese ,.Clovek a kliste.

Kapitola Material a metody (13 stran) je psana dostate¢né podrobné, nékde az pfili$ (pro¢ psat
sumarni vzorec trypanové modii?). Na druhé strané chybi informace o oznaceni a ptivodu
glyoblastomové linie (lidska nebo zvifeci?), v popisu pasazi bunek je vynechana trypsinizace
(str. 32). Na str. 37, 2. odstavec se mluvi o ulozeni paneli do CO, inkubatoru a koncentrace
CO; je uvedena az pozd¢ji.

Pfi pripravé vzorki pro pratokovou cytometrii ke stanoveni poméru zivych a mrtvych bunék
byly buriky pted trypsinizaci oplachnuty 1% roztokem BOFES. Tim ale mohly byt odmyty
mrtvé bunky. Byla si toho autorka védoma?

Str. 39 dole: v ptipadé MOI je lepsi mluvit o po¢tu PFU na buriku a ne o poctu viriond,
protoze ty nikdo nespocita.

Str. 41. Ponékud mi unikl smysl pouziti QRT-PCR, kdy byla virovd RNA stanovovana
v glyoblastomovych burikach, zatim co virus byl plakovou titraci stanoven v kultiva¢nim
mediu z infikovanych bunék.

Kapitola vysledky je spojena s diskusi, coz neni podle mého nazoru ku prospéchu véci.
Vysledky spojené s diskusi se pouzivaji pouze u kratSich publikovanych sdéleni, zatim co
rozsahlejsi vysledky se diskutuji zvlast’. Tato kapitola trpi zejména zcela nedostate¢nymi
legendami u grafii a tabulek, takze ¢tenar musi pracné hledat v kapitole Material a metody co
které oznaceni (PC, NC, derivaty adamantanu atd.) znamena.

Str. 47. Pro¢ nejsou uvedeny hodnoty Zivotnosti bunék pro vyssi koncentrace resveratrolu?

Str. 48. Pro¢ nebyly testovany vyssi koncentrace derivatli adamantanu?




Na str. 51 bych se chtél zeptat, jak je definovana inhibi¢ni koncentrace (IC), jak je uvadéna u
resveratrolu pro jednotlivé viry.

Na str. 51 je u IC resveratrolu pro enterovirus 71 uvedena chybna citace (ma byt Zhang et al.
2015).

Na str. 57, tabulka XVII chybi u resveratrolu koncentrace.
V celé diplomové préci chybi seznam zkratek.

K autorce mam otazku, ktera se tyka eventualniho testovani antivirotik na zvitatech. Co je to
terapeuticky index a jak byste ho stanovila?

Zaveér:

Nikola Ludvikova piedlozila pomérné zdafilou praci psanou dobrym védeckym jazykem.
Podaftilo se ji jako prvni prokézat inhibi¢ni G¢inek resveratrolu na replikaci viru KE.
Nepochybné by stalo za to, dale se zabyvat mechanismem ucinku této latky a zhodnotit jeho
efekt in vivo. Bohuzel kvalitu prace ponékud snizuji nedostate¢né popisy grafii a tabulek a
prili$ struéna diskuse, ktera se ponékud ,,rozplynula® v kapitole Vysledky.

Préci doporucuji k obhajobé a hodnotim ,,velmi dobre*.

V Ceskych Bud&jovicich 17. 5. 2016

-

Prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Nikoly Ludvikové

w»Antivirotické a antibakteralni u¢inky biologicky aktivnich latek z p¥irodnich zdroji a jejich

potencialni vyuziti proti kliSt‘aty pfenaSenym patogenum®

V praci autorka fesSi problematiku vyuziti resveratrolu a derivatu adamantanu proti kliSt‘aty
pfenasenym patogentiim. Jako cile si autorka navrhla ur&eni tolerovanych koncentraci vybranych latek
pii pouziti v in vitro systému a to s bunééni linii glioblastu, detekci antivirotickych G¢inku latek proti
viru klistové encefalitidy a antibakterialnich G¢inku proti standardnim kmenim bakterii a vybranym
kmenim spirochét komplexu Borelie burgdorferi sensu lato.

Prace ma 75 stran a je ¢lenéna na kapitoly literarniho Gvodu, cile prace, materidly a metody,
vysledky a diskuzi, zavér a seznam literatury a svym rozsahem odpovida narokiim na magisterskou
praci.

K formalni strance prace mam tyto pfipominky:

Sepsana prace obsahuje mensi chyby a nepfesnosti:

~Annotation® v angli¢ting, fadek 6. .,...using flow cytometry and subsequently*. Co to znamena?

V Obsahu prace jsou neuvedené Casti které se vyskytuji v textu, naptiklad 2.1.1.1,2.1.1.2a 2.1.1.3.

V Obsahu podle mne nékteré nazvy nejsou piesné, napiiklad 2.1 Biologické latky z rostlin a 2.5
Biologicky aktivni latky z ptirodnich zdroju. ... Pfirodni zdroje zahrnuji rostliny, nebo ne?...

Chyby jsou v citované literatufe, né€kolik citaci chybi: str. 1 Negi 2010; Farzaneh a Carvalho,
2015; str.2- Schrutz, 1993.

Neprestnosti: str. 3 pod 2.1.1 Antioxidanty... jsou najednou 2.1.1.1 Izolace biologicky aktivnich
latek. Stale tak casti 2.1.1.2 a 2.1.1.3 take nepatri pod 2.1.1.Antioxidanty

U jednotlivych kapitol mam tyto pfipominky:

2. Literarni prehled....obsahuje 28 stran. Podle mne je hodné ¢lenény na male odstavce, néktera z
nich nemaji nic spole¢ného s cilem prace a jsou totiz zbyte¢na. Napriklad 2.6.1.1 Virus klistove
encefalitidy - tfeba ano, ale Lecba a prevence TBE jsou zbytecna. Takovych casti je vice.

2.3.2.1 Polyfenolicke latky

,,Polyfenoly delime na fenolove kyseliny, ligniny, flavonoidy a stilbeny“. Neni jasny proc dale
popisujete jen flavonoidy a stibleny, a dalsi dva proste vynechate. Je k tomu nejake objasneni?

2.4.5.2 Antivirova aktivita resveratrolu

...téméf ve vech studiich resveratrol zpisobil vyznamny ustup virové infekce, s vyjimkou hepatitidy
C, kde byly progrese onemocnéni po jeho podani zhorSeny... Zajimalo by mne, zda je tomu néjaké
vysvétleni?

...stejna veta je v rozporu z vétou na str. 51 kde se pise ze...:“Doposud byl antiviroticky G¢inek
resveratrolu prokdzan u mnoha viru napf. u viru hepatitidy C...“




2.7.1 Klistaty prenasene bakterie: predstaveni jsou Borrelia burgdorferi, Rickettsia prowazekii a
Francisella tularensis. Nespravne pouziti nazvu Borrelia burgdorferi. Pouziti toho to jmena odkazuje
na druh sensu stricto. V praci by melo byt uvedeno B. burgdorferi sensu lato.

Pro¢ nejsou zminéna dalsi bakterie, jako naptiklad anaplasma nebo spirochety navratné horecky???
Piece ani Rickettsia prowazekii ani Francisella tularensis nebyli zapojeni do pokusu a pii tom byly
popsané...

2.7.1.1. Rickettsia prowazekii??? Pro¢ pravé ona? A co dalsi rickettsii, je jich okolo 12 rtiznych druhu?

2.7.1.3 Borrelia burgdorferi -podle textu usuzuji ze jde o sensu lato komplex. Je popsanych uz 21
druhu, ne 20. Dale, ne 3 ani ne 6 ale 10 druhu dnes jsou asociovany s LB u lidi. Posledni odstavec
Casti, str.28 objevuji se druhy ptivodci navratné horecky jako pokracovani Casti. T¢€ ale nepatfi ke
skupiné B. burgdorferi sensu lato.

2.7.2 Lymska borelioza 2. odstavec:“Borelie neprenasi jen dospela klistata ale i larvy a nymfy..“ toto
nepatii do rozdilu LB. Déle, larvy I ricinus ptenaset spirochéty nemohou pokud nebyl potvrzen
transovarialny prenos. Ten u komplexu B. burgdorferi sensu lato potvrzen nebyl.

Uvod obsahuje obrovské mnozstvi informace (obcas i zbyte¢né) a kviili tomu objemu postrada se
informativni hodnota nékterych Casti, v nékterych odstavcich informace je spiSe povrchni.

Material a metody

str. 34 Borrelia burgdorferi s.1. Pro¢ byly vybrané pravé tyto 5 kmenu borelie. B. garinii, B. afzelii, a
B.burgdorferi s.s. rozumim, jsou to druhy které se vyskytuji nejvice v Evropé (i kdyz B31 je americky
kmen) a jsou asociované s LB, ale pro¢ pravé B. finlandensis?? Je k tomu néjaké vysvétleni?

str. 37-38 Pro¢ je tak velky rozdil v testovanych koncentracich resveratrolu (3,125-100
mikrogram/ml) a u derivatu adamantanu - (15.625-500 ng/ml). Neni to vysvétleni pro¢ u resveratrolu
se podafrilo prokazat néjaké Gcinky a u derivatu adamantanu ne?

Totéz se tyka koncentraci DM SO ve vzorcich,- 0.1% oproti 0.0025%. Prosim o vysvétleni.

Vysledky a diskuze.

V piipade praci Nikoly nepovazuji napad sepsani spole¢né Casti Vysledky a Diskusi za dobry. Diskuse
vyrazné pievlada a vlastni vysledky se ztraci v probiranych cizich.

Vysledky a diskuze dale: resveratrol se rychle rozpada pii uschovani na +4 °C. Testovali jste jak
dlouho miize vydrzet stabilni na -20°C? Jak dobie snase opakované rozmrzeni a zmrazovani?

Seznam pouzité literatury je obdivuhodny, ma necelych 15 stranek, a pfi tom chybi v ném nékteré
citace.

Zavér: podle mne by bylo lepsi viibec nezahrnovat do prace negativni vysledky testovani derivatu
adamantanu a nepovedené pokusy na boreliich, proto ze jde o metodickou chybu pouzitého postupu.
Nedostatek ¢asu na opakovani pokusu, bohuzel, nemiize byt pfijatelnym vysvétlenim.

Na zavér by chtéla fict ze autorka zvladla zakladni metody nezbytni pro dosazeni cilt praci. Prace
Jje velice zajimava a jako zacatek dalSiho vétsiho projektu dost slibna. Podafilo se prokazat
antibakterialni u¢inky resveratrolu a inhibice ristu viru TBE, coZ jesté nebylo prokazano nikym jinym.

Pies vSechny pfipominky jsem pfesvédcena, ze piedlozena prace splituje naroky Pfirodovédecké
fakulty JU na magisterskou praci, proto ji doporucuji k obhajobé jako jeden z predpokladii udéleni
titulu Magistr. Navrhuji znamku 2 (hodné ale zavisi na obhajobé).

V Ceskych Budgjovicich dne 20. 5. 2016 %%/w> Nataliia Rudenko
r/U




