Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Petra Pospichala

Interakce streptomycet izolovanych z lidskych tkani s buiikami savéiho imunitniho systému

Prace se zabyva vlivem extraktl z péti riznych izoldtd bakterii rodu Streptomyces na preZivani,
aktivaci, fagocytézu a produkci prozanétlivych cytokint TNF a IL-1b lidskou monocytarni linii THP-1.
Prace je tradi¢né rozdélena na Gvod, cile prace, metody, vysledky, diskuzi a zavér. Ma 52 stran a
formalné splfiuje vSechny poZadavky kladené na diplomovou préci.

Préace je psdna ctivym, védeckym slohem a téma pokryva velmi srozumitelné, alespori co se Givodu a
diskuze tyka. Nejslabsi ¢asti prace jsou bohuzel vysledky, ve kterych autor podle mé nezvlad|
prezentaci dosazenych, a velmi zajimavych, vysledkl. K tomu se ale dostanu pozdéji. V praci jsou
néjaké preklepy, ale ne nijak mnoho, ¢teni to nerusi.

Uvod jasné shrnuje téma a diivod zaméreni této prace. V Gvodu mé nicméné prekvapilo rozdéleni na
uvod a prehled literatury. Dfive jsem byl zvykly, Ze Gvod a pfehled literatury byly jedno a totéz, ale jiz
vickrat jsem se setkal s tim, Ze na pocatku je Gvod, pak cile prace a pak reserse. Osobné mi to pfijde
zbytecné a kontraproduktivni, protoze takto prace ztraci format védeckého ¢lanku, jehoZ psani si ma
student na diplomce vyzkouset. Toto vSak nepovaZuji za chybu.

Otdzka: Autor pise, Ze neddvno vznikla sbirka izoldta streptomycet. Zajimalo by mé, kde tato sbirka
vznikla.

Cile prace jsou stanoveny jasné a realisticky.

Pfehled literatury je kvalitné zpracovan a seznamuje nas nejprve s problematikou interakce
streptomycet a mnohobunéénych organismu véetné clovéka. Ve druhé ¢asti autor velmi stru¢né
popisuje ¢asti imunitniho systému, které maji souvislost s bakteridlni infekci. Nékteré pasdze by si
zasluhovaly vice rozvést, predevsim imunologicka ¢ast by méla zminit, jak se zmifiované imunitni
reakce tykaji konkrétné streptomycet. Tato ¢ast je pfilis obecnd, obsahuje spi$ uc¢ebnicové informace
a je opravdu zaloZena hlavné na jedné imunologické u¢ebnici. Navic citaci Gordon et Martinez, 2010
jsem nenasel mezi referencemi.

Otdzka: V kapitole 3.2.3. autor pise, Ze makrofdgy vznikaji bud'z kostni dfené nebo z kostni dFené.
Toto tvrzeni ale neni kompletni. Jak jesté jinak vznikaji makrofagy?

Materidl a metody:

Metody jsou popsany celkem precizné, mam nicméné nékolik vice ¢i méné zavainych pripominek a
otdzek. Ocenil bych néjaky schématicky popis pfipravy jednotlivych extraktl a supernatantd, které
byly pouZity, pozdéji ve vysledkdch se prestavam orientovat, co je co, co jak bylo pfipraveno a
podobné&. Prosim o srozumitelné popsani tohoto pfi obhajobé. Par drobnych dotaz(:

Jak konkrétné probiha zbaveni se rychlerostoucich bakteridlnich kontaminaci?

V kapitole 4.2.2.1 je uvedeno, Ze streptomycety byly inkubovany pfi 28°C, poté byla suspenze
centrifugovéna pfi 4°C a 6380g a buriky byly opét zaotkovany a kultivovany pfi 28°C. Tento postup mi
nepfijde spravny. 1.) Jaky je diivod centrifugace pfi 4°C, kdyZ vie okolo je pfi 28°C? 2.) neni 6380g
piilis vysoka rychlost na staéeni Zivych bunék? Nemohou byt timto krokem streptomycety
poskozené?



Jak je zajiSténo, Ze v extraktech nejsou zbytky extrakénich Einidel (etanol, metanol, aceton,
chloroform)?

Kapitola 4.2.2.3. zminuje tabulku | v kapitole 4.2. kterd by méla obsahovat objemy pfidanych
extraktu. Tyto hodnoty vsak v tabulce 1 nejsou. Kde tedy jsou?

V kapitole 4.2.3. je poutzit vyraz ,buriky byly sfoukdny“. Toto rozhodné neni vhodné pouZity vyraz.
Vysledky:

Vysledky jsou bohuZel nejslabsi ¢asti prace. Autorovi se podle mé nepovedlo prezentovat velmi
zajimava data jasné a prehledné. Prvni chybou je nekonzistentnost v popisu grafti a tabulek. Autor
napf. napise, Ze byl pozorovan pokles o0 20% a v grafu ukaze 80% sloupek, tj. ne pokles ,0", ale pokles
»,na“. Popis by mél vyjadfovat to, co je na obrazku, aby ¢tenar nemusel dopocitavat procenta.

Obrazky 3-6 jsou jesté srozumitelné (aZ na vySe uvedené dopocitavani procent). Jakmile viak autor
pouziva vice kombinaci, zacina byt graf nepfehledny, kontroly nejsou dostatecné vysvétlené, neni
popsano, vaci cemu se vztahuji hvézdicky u statistiky, neni zminén pocet vzork( ve skupiné (n), co
hvézdi¢ky znamenaji, co znamenaji chybové tsecky (SD nebo SEM), jak byl pokus vyhodnocen.
Vsechny tyto informace maji byt uvedené pfimo u obrazku, obrdzky by mély byt samovysvétlujici.
Navic popis jednotlivych sloupeckl — uZiti €isla vzorku pro mé bylo velmi matouci.

Obrazky znazornujici antimikrobidlni aktivitu by zaslouZili podrobnéjsi vysvétleni, co vlastné vidime.
Prosim autora o podrobnéjsi vysvétleni, jak tato metoda funguje a co obrazky znazornuiji.

Kolikrat byly jednotlivé pokusy opakovany?
Diskuze:

Diskuze je velmi povedena a obsahla. Autor diskutuje ziskané vysledky s dostupnou literaturou a
diskuze obsahuje mnoho podnét k daldimu zamysleni. Libi se mi, Ze diskuze neobsahuje pfili§
odvainé spekulace, ale literaturou podlozené interpretace vysledkd. Nicméné nékteré pasaZe, napf.
na str. 43 pat¥i spis$ do vysledkd, protoZe jsou spis popisné. Ke konci kapitoly 6.2. mi chybi reference
k nékolika tvrzenim, tykajicich se genové exprese a genetiky obecné. Jinak je ale diskuze vypracovana
peclivé.

Otézka: Autor pise na str. 39, Ze pokles produkce ROS byl ¢aste¢né zplsoben snizenou Zivotnosti.
Osobné mi pfijde, Ze to byl jediny dlvod sniZeni ROS. Pro¢ autor usuzuje pouze na castecny ucinek?
Prosim o bliz$i diskuzi k rozdiliim mezi 30 a 90 minutami inkubace. Je mozné, Ze pokles ROS
predchazi smrti bunék a proto jde spis o Easovou souslednost neZ o nezavislé ucinky?

Celkové je prace zdafila, pfestoze ma sva slaba mista. Autor prokazal schopnost interpretovat
vysledky na zékladé porovnani s dostupnou literaturou. Experimentainé je préce dostatecna, autor
proved| fadu experiment a méFeni, nicméné prezentace vysledkd neni zrovna moc pfehledna.
Nicméné vzhledem k ostatnim ¢astem prace, které se mi velmi libily, doporuéuji praci k obhajobé a
navrhuji zndmku 1-2. Pokud budou zodpovézeny otdzky a prezentace bude srozumitelnéjsi,

s vypichnutymi podstatnymi vysledky, rad se pfiklonim k lepdimu hodnoceni.

V Ceskych Budéjovicich 8.1.2018 RNDr. Jindfich Chmelaf, Ph.D. | |
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HODNOCEN]{ PRACE - OBSAHOVA STRANKA

Nazev dobie vystihuje obsah prace, je vécny a struény. Cile prace jsou jasné formulované, hypotézy
nejsou uvedené. Prace ma 52 stran, 4 tabulky, 14 obrazki a 36 citaci v ¢asti Literatura.
Uvod je vystizny, literarni prehled se vztahuje k zadané problematice a obsahuje dostate¢né mnozZstvi
informaci, které shrnuje na pfiméfené Urovni poznani v dané oblasti; kriticky hodnoti pouzité
informace. Pouzité informacni zdroje jsou zaloZené zejména na plvodni zahrani¢ni a doméci
literatufe, ale dohledatelnost velké ¢asti z nich je v kapitole Literatura nemozna. Kapitola Materidl
a metody je prehlednd a srozumitelnd, nechybi nic podstatného, mnoZstvi materidlu (pozorovani,
opakovani) a pouzité metody jsou takové, Ze pomohly splnit vytéené cile.
Vysledky jsou vhodné prezentované s jednim postfehnutym nedostatkem (viz niZe), odpovidaji
pouzité metodice, k vyhodnoceni byla pouzita vhodna statistickd metoda.

Interpretace dat je odpovidajici, autor prokézal znalost studované problematiky, ktera se projevuje
zejména v &asti diskuze. Zavéry prace jsou jednoznaéné a odpovidaji na cile prace.
Obsazené informace jsou pro obor nové a mohou tvofit zaklad velmi kvalitni publikace v odborném

védeckém Casopise. Doporucuji brzké publikovani ziskanych dat.

HODNOCENI PRACE - FORMALNI STRANKA

Obrazky a tabulky jsou prehledné a obsahuji potiebné informace. Text je bez vétSich formalnich
nedostatkti. Jazyk odpovida gramatické spravnosti, moZnostem a zvyklostem pouZivani v odborném
textu. Literatura je citovdna s chybami, ob&as nejednotné, citace v textu neodpovidaji seznamu

literatury (chybéjici nebo piebyvajici citace).



Doplitujici komentar:

- V préci jsem nenalezl zminku na které katedie PiF JU v C. Bud&jovicich byla magisterskéa prace
vypracovana. Byva dobrym zvykem tuto skute¢nost uvadét i s ohledem na studentem vyuZivané
zazemi a prace mnoha lidi katedry. JiZ v ¢asti Podékovani jsem se potkal s prvnimi ndznaky urgité
nedbalosti studenta, kterd pak vrcholi v &asti Literatura. D&kuje zde Dr. H. Hanghansové, Ph.D.
zatimco ma byt, jak jsem si dohledal, Dr. H. Langhansové, Ph.D.

3. Prehled literatury:

3.1. Bakterie rodu Streptomyces (str. 4) - chybi n€kolik citaci uvedeného ptehledu.

3.1.4. Lidské patogenni druhy streptomycet (str. 8) - jsou zde uvedeny nazvem dvé sbirky
streptomycet, je vhodné uvést aspoit www stranky zminénych instituci.

4. Material a metody:

4.1.2. (str. 12) - neni uveden spravné nazev sbirky ze které pochazely testované kmeny streptomycet,
ma byt Sbirka kultur pidnich aktinomycet Ceské Bud&jovice (CCSACB, www.actinomycetes.cz), ta je
soucasti Sbirky kultur Biologického centra AV CR, v. v. i. (BCCO).

- 4.2.5. Zpracovani vysledkd, (str. 22) - chybné je uvedeni pouzité statistické metody. Nemize byt
...jednocestné anovy....., je metoda jednocestna ANOVA (z ANalysis Of VAriance).

5. Vysledky:

- 5.2. Vliv extrakti metabolitil...., (str. 30) - je uvedeno ...U aktivovanych bunék doslo pouze u vzorku
GYM+RPMI(M) 14 k signifikantnimu sniZeni.....; ma byt .....GYM+RPMI(M) 13.......

- 5.2. Vliv extraktii metaboliti...., (str. 31) - je uvedena prvni véta - Polarni i nepolarni extrakty ze
streptomycetového kmene TR38 mély podobny vliv na produkci TNF burikami THP-1 - ale toto
tvrzeni neni pravdivé s ohledem na pokradujici text na str. 31. Je pieci rozdil mezi "plicnimi" kmeny
(TR1, TR24) a "neplicnim" kmenem (TR38) - vysvétlete.

6. Diskuze:

- Kvalitni &ast prace, ale podobné jako v ¢asti 3. Piehled literatury chybi citace, napf. str. 40
...... Odpadni produkty bakteridlniho metabolismu mohou chovani a Zivotnost THP-1 téZ ovliviiovat
(chybi CITACE). Strana 44, dole, Doposud publikované ¢lanky (chybi CITACE) se zaméfuji....,
str.45, uprostied, Nélez tohoto kmene ve vice riznych tkénich.....lidské télo (chybi CITACE).

7. Zavér:

- Posledni odstavec - Na zakladé ziskanych dat lze konstatovat, Ze....., ale pieci existuji literarni
odkazy...tedy lépe: Na zakladé ziskanych dat a literdarnich udajii 1ze konstatovat.....

9. Literatura:

- Nejslabsi &ast prace, celkem 5 odkazi je uvedeno v &asti Literatura, ale neni uvedeno v kapitolach
textu (uvadim zkracen&): Aminov a Mackie (2007), Carey et al. (2001), Duraijar et al. (2015), Ser et
al. (2016), Syh-Jae (2004).



- Celkem 14 (!) citaci je uvedeno v textu kapitol, ale neni zminéno v &asti Literatura (uvadim
zkracen€): Quinton 2008, Manteca 2008, Chater 2010, Gerber 1965, Yin 2007, Develoux 2003,
Kapadia 2007, Manceta 2007, Moos 2003, Ekkelenkamp 2004, Tucher 2010, Gordon 2010, Hooi-leng
2016, Cecrdlova 2016.

- U nasledujici citace je rozpor v roce publikovani uvedeny v textu resp. v ¢asti Literatura (uvadim
zkracené): Yang et al. (2008 nebo 2016?).

- A déle je: Callado nebo Collado et al. 2016, Taechovisan et al. 2016 nebo Taechowisan at al. 2016?

- Strana 17: Syh-Jae 2004 mé byt Syh-Jae et al. 2004.

- Citace Zlabkova, Z. (2017), Rozpracovana bakalarska prace, ....odpovidé to standardim uvéadéni
citaci na PiF JU?

Orientace Ctenaie v Casti Piehled literatury a Diskuze je tak, na zdkladé vySe uvedeného, sniZzena

a neumoziuje si plné¢ dohledat odkazy na literaturu.

Otazky pro predkladatele prace:

Jaké jsou diivody stale nizké objasnénosti vlivu lidskych kmenti streptomycetl pro hostitelsky
organizmus? Popiste vasi pfedstavu postupu (na zakladé dostupnych informaci a znalosti) Usp&Sné
izolace kmene streptomycety z dekontaminovaného sputa a z délohy po cisafském fezu a naslednou

identifikaci izolovaného kmene. Uved'te prakticky vyznam vasich vysledki.

Praci, s ohledem na dosaZeni vyznamnych experimentalnich vysledkid, doporucuji k obhajobé

a hodnotim klasifika¢nim stupném DOBRE.

/ (
V dus

Datum: 10. ledna 2018 Podpis oponenta




