Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Lucie Kalferstové:

"Studium patogeneze infekce, kterou zplsobuji bakterie komplexu Burkholderia cepacia
u nemocnych cystickou fibrézou"

Predlozend disertace Mgr. Lucie Kalferstové je zaloZzena na dvou ze Ctyf jiz vyslych recenzovanych
publikaci, na kterych se podilela. Tyto prace vysly v kvalitnich specializovanych odbornych ¢asopisech se
solidnimi impaktni faktory a na dvou z téchto praci je uchazecka uvedena jako prvni autor. Jeji stézejni
prace pak byla zvefejnéna v renomovaném casopise J. Clin. Microbiol. s kvalitnim oponentnim fizenim. Z
tohoto pohledu nelze proti pfipusténi uchazecky k obhajobé mit namitek. Je zjevné, ze odvedla mnoho
uziteCné prace a Ze ji ziskané pozoruhodné vysledky obstaly v anonymnim oponentnim fizeni.

Ma hlavni vytka k predloZené disertaci se tyka ledabylého formdlniho zpracovani nékterych casti
prace, které obsahuji radu preklept, chyb, nevhodnych vyrazii a malo srozumitelnych vét a slovnich
spojeni. Radu vét a pasaii jsme doslova ludtil a na Fadé mist autorka zépasila s ¢estinou. To éteni ponékud
komplikovalo.

Lze pouze litovat, Ze uchazecka nepredlozila klasickou disertaci zaloZzenou na publikacich, kde by
proloZila vytisky jiz vyslych publikaci jednostrankovymi komentafi a spolu se souhrnnym uUvodem,
souhrnnou diskusi, a seznamem citaci a zavéry by je dala svdzat jako disertaci. Nejenom, Ze by s tim
uSettila hodné prace, ale nejspise by vzniklo presnéjsi a lIépe Citelné dilo, kdy jadro prace a jeji vysledky
by oponent nejspise snadnéji vycetl z vyslych plvodnich publikaci, nez z predlozeného hybridniho spisu.
Prace neni tak strukturovana ani jako klasicka disertace, ani jako disertace zalozend na vloZenych
publikacich. Uchazecka predlozila extrakt vySlych publikaci, ktery se zrovna u jeji stézejni price o
transkriptomické analyze pomoci DNA CipU, Uplné nepovedl. Tato ¢ast neni zpracovana pfilis dakladné a
jeji jednotlivé sekce lze stéii oznatit za Metodickou ¢ast (Materidl a Metody) a sekci Vysledky. Radu
klicovych informaci k této praci oponent vycetl, a jejich smysl a obsah pochopil, teprve po prelteni jiz
vyslé publikace v anglictiné. Ta je sepsand kvalitné (nejspiSe Skolitelem prace?). V extraktu dalsi
pfipravované publikace naopak uchazecka zachdzi misty az do popisu podruznych technickych
podrobnosti, aniz by adekvatné pojmenovala a vysvétlila princip pouZitych metod.

Celkové tak uchazecka predloZila pomérné neobvykly utvar, ktery predevsim v sekci tykajici se
transkriptomické studie vykazuje mnoZstvi gramatickych a stylistickych nedostatkdl a obsahuje fadu
nevhodnych, ¢i obtizné srozumitelnych slovnich spojeni, preklepd, laboratorniho slangu a nepresnosti. V
textu je téz rada anglicisma, kdy se autorka neumi rozhodnout, zda pise v ¢estiné, nebo v anglictiné a tak
misty necitlivé micha vyrazy z obou jazyk(i dohromady. Doktorandka se uchdzi o védeckou hodnost a
méla by proto respektovat, Ze k zdkladnim podminkam védecké prace patfi téZ presnost a peclivost v
pisemném vyjadfovani a v popisu experimentl a vysledk(. Pfemira formdlnich nedostatkd odvadi
pozornost Ctenare od vysledkl samotnych a vzbuzuje v ném pochybnosti o peclivosti provedeni
experimentl, coZ jisté neni ku prospéchu. Pfilohou k tomuto posudku je proto seznam aspon Casti
zachycenych formalnich prohreskll a chyb, které by bylo vhodné uvést na pravou miru na opravném listé,
vloZzeném do archivované verze disertace.



Pokud jde o samotny vécny obsah prdace, teoreticky Uvod a souhrn dostupné literatury je pfimérené
obsahly a informativni. Postradal jsem v ném ovsem podrobné;jsi pojedndni o mechanismech virulence B.
cenocepacia a o tom, co je zndmo o mechanismech regulace genové exprese u studované bakterie.
Pokud jde o vysledky stézejni prace uchazecky, tedy transkriptomické analyzy celogenomovych
expresnich profil(l izolatl ze sputa a z krve tychZ pacientd, ty jsou pozoruhodné. NeumoZnuji sice
vyvozeni jednoznacnych zobecriujicich zavérd, ale to je ddno typem studie a uchazecka adekvatné a bez
pifehnané interpretace konstatuje pozorovana zjiSténi. Pro transkriptomickou studii byla k dispozici
unikatni sbirka hned nékolika izolatd odebiranych v pribéhu kolonizace z tychZ pacientd v ¢ase a po
dlouhou dobu. Tyto izolaty pochazely predevsim ze sputa, ale k dispozici byly téz izolaty z krve tychz
pacient(, tedy z obdobi kdy se u nich rozvinul cepacia syndrom. To umoznilo pozoruhodnou analyzu
zmén v celogenomovych expresnich profilech mezi izolaty ze sputa v rlizném obdobi kolonizace, a z krve.
Analyza byla navrZena originalnim zplsobem a byla provedena za podminek, kdy vlivy kultivac¢nich
podminek v laboratoti bylo moZno odfiltrovat péstovanim bakterii v rdznych médiich. Vysledkem bylo
zjisténi, Ze izolaty z krve vykazuji predevsim pretrvavajici zvySenou hladinu exprese gen( pro produkci
komponent aparatu sekrecni drahy typu 3 (T3SS), exopolysacharidu cepacinu a aparatu pro quorum
sensing. lzolaty z krve rovnéz zpravidla vykazuji snizenou motilitu a snizenou expresi genl pro tvorbu
biciku. Posledni ale neplati absolutné. Bude proto nutné dale ovérit zda na zakladé téchto pozorovani
bude mozno vytvofit indikativni test, ktery by pfipadné mohl pomoci odhalovat bliZici se riziko priniku
patogena z dychaci sliznice do cirkulace, a tim i riziko rozvoj cepacia syndromu. V dalsi praci bude
dalezité urdit pricinné souvislosti pozorovanych jevd, tedy co je pficina a co je nasledek zmény v expresi
genu pro bicik, T3SS a cepacin.

V dalsi, dosud nepublikované praci, doktorandka ukazala, Ze izolat z krve pacienta mnohem
efektivnéji prezivd v makrofazich. Dale se zaméfila na charakterizaci role T3SS v tvorbé biofilmu a
prezivani B. cenocepacia v krvi a v séru. Z izoldtu A3, pochazejiciho z krve pacienta s cepacia syndromem
pak pfipravila mutantu, kterd neprodukovala T3SS. Z technickych dlvodd, ale jiz nemohla ukazat, zda
tato mutanta ztratila schopnost prezivani v makrofazich. Ziskané vysledky ddle naznacily, Ze T3SS muze
hrat roli ve schopnosti bakterie tvofit biofilm a téZ ve schopnosti prezivat v pIné krvi (v makrofazich?). To
jsou nepochybné zajimava pozorovani. Budouci objasnéni mechanismd, které za témito pozorovanimi
stoji, mlzZe pfinést vyznamné poznatky pro pochopeni virulence tohoto oportunistického patogena a
patofysiologickych mechanism( infekci, které zplsobuje.

Vysledky ziskané v jednotlivych ¢astech (publikacich) této disertacni prace jsou pak struc¢né a
stfizlivé diskutovany. Autorka se pfitom vyhyba nepodloZzenym spekulacim, coZ je urcité dobre, protoze
mechanisticka podstata pozorovanych vlastnosti studovanych izolatd zatim neni odhalena.

K pfedlozené préci priklddam soubor dotazl jako podklad k diskusi o predlozené praci.

Zavérem konstatuji, Ze pfes formalni nedostatky v pfesnosti a srozumitelnosti nékterych casti
predloZzené disertace, prokazala uchazecka dle mého soudu schopnost tvorivé védecky pracovat.
Navrhuji proto, aby ji pfedloZena disertace byla pfipusténa k obhajobé.

7]

-,(3?"——17‘2 @J"""
V Praze, 9. ¢ervna 2016 Prof. Ing. Peter Sebo, CSc.,
Mikrobiologicky tstav AV CR, v.v.i.



Ohledné vlastniho obsahu prace a ziskanych vysledkii mam tyto dotazy:

1) Jaké mnozstvi mobilnich genetickych element(l obsahuje genom B. cenocepacia a co je znamo o jejich
mobilité? Napfriklad v genomech klinickych izolatll B. pertussis jsou desitky az stovky inser¢nich sekvenci,
jejichz rekombinaci dochazi k reorganizaci architektury kostry bakteridlniho chromosomu a rovnéz k
inaktivaci, nebo aktivaci exprese jednotlivych gent. Co je o téchto procesech znamo u B. cenocepacia?

a) Jaky je Va3 nazor nato, Ze podobnym mechanismem by mohlo dojit naptiklad ke ztraté exprese gen(
pro motilitu a naopak zapnuti, nebo zvyseni exprese genl pro produkci T3SS a jeho efektord?

b) Co je v tomto ohledu zndmo z genomickych studii? Planujete kompletni sekvenovani (vC. uzavieni)
genom aspon nékterych izolatll z krve pacientl a jejich porovnani s kompletnimi genomy tychz kment
ze sputa pred vypuknutim cepacia syndromu, cilem identifikovat pfipadné zmény v sekvencich a
strukture genomu?

2) Jadrem Vasi prace byla transkriptomicka analyza zmén genové exprese, ale v Uvodni teoretické Casti
Vasi disertace se o mechanismech regulace gend pro faktory virulence B. cenocepacia prakticky
nezminujete. Je tam pouze stru¢na zminka o alternativnich sigma faktorech a o quorum sensing. Co je
znamo o regulaci exprese genu B. cenocepacia?

a) jaké dvouslozkové regulacni systémy md a na jaké signdly tyto systémy odpovidaji?

b) existuje u B. cenocepacia néco jako je mechanismus fazové variace u G:C bohatého genomu B.
pertussis, kdy s relativné vysokou frekvenci (~10°/na generaci/buriku) dochazi k posunu ramce &teni v
genu klicové senzorové kindzy bvgS a podle toho se zapina a vypind exprese celého regulonu virulence,
nebo alespon jeho velké ¢asti? Daji se v genomu B. cenocepacia najit geny pro dvouslozkové systémy
podobné BvgAS z B. pertussis a mohlo by v nich dochazet k fazové variaci, obsahuji delsi souvislé
homoplymerni useky G a C bazi?

3) Kde v krvi se nachazi B. cenocepacia v pribéhu cepacia syndromu? Je volné v krvi, vyvolava
bakteriémii, nebo jsou bakterie obsazeny pfedevsim uvnitf fagocytll (monocytl, makrofagl, neutrofild a
pod.), kde by jim exprese T3SS mohla slouzit k prezivani uvnitf bunék? Tedy, vytvofi bakterie kolonie po
rozetfeni krve na agarovém médiu, protozZe fagocyty lyzuji a uvolni se v nich obsazené baktérie?

4) Kdyz se Vam nepodafilo pfipravit dvojitou mutantu, ktera neprodukovala T3SS a zéroven by byla citliva
na gentamicin, nezkusila jste pouzit polymyxin B (PMXB), abyste otestovala zda ztrata T3SS ovlivni
schopnost bakterie prezivat v makrofazich? Je B. cenocepacia rezistentni na béiné koncentrace PMXB?
Myslite, Ze by to byla mozna strategie zkusit vyssi nez obvyklé koncentrace antibiotika? Nebo néco
jiného?

5) Ve Vasi préci jsem se nedocetl, co pfesné se rozumi pod pojmem cepacia syndrom. MUzZete syndrom
blize definovat a lépe vysvétlit? Jak se projevuje a co je hlavni pfi¢inou Umrti na cepacia syndrom. Je to
dlsledek septikémie? Zabije pacienta nadprodukce prozanétlivych cytokint?

6) MUzete podrobnéji vysvétlit mechanismus selekce mutantd rezistentnich na tetracyklin na médiu s
kyselinou fusarovou uvadéné na str. 67? Z publikace, kterou citujete, z roku 1981 jsem pochopil, Ze
bakterie resistentni na tetracyklin jsou vysoce citlivé k plsobeni fusarové kyseliny. Na str. 67 uvadite, Ze
kyselina fusarova je antagonista tetracyklinu a vstupuje do bunék po indukci exprese efluxni pumpy pro



tetracyklin, TetA. Je pojem antagonista pouzit pravné? Kyselina fusarova je lipofilni chelataéni ¢inidlo a
efluxni pumpa TetA funguje jako antiporter proton( a komplex( tetracyklinu s kovovymi ionty. Neni to
tak, Ze kyselina fusarovd zablokuje funkci TetA pumpy s navazanym komplexem tetracyklinu a nasledné
pres kanal v proteinu TetA proudi do bunky protony z periplasmy, takze dojde k depolarizaci bakterialni
membrany a umrti bakteridlni buriky?

7) Co mate na mysli pod pojmem "korova oblast" ve strukture LPS?

8) Objasnéte, prosim, jak nedostatek T3SS zplUsobuje zmény v expresi proteind zahrnutych v
metabolickych procesech.

9) str. 30, posledni radek - Ktery toxin B. cenocepacia zabiji C. elegans? V Uvodu o toxinech této bakterie
nemluvite.

10) str. 32, co myslite pojmem oxidacni spalovani v makrofazich? — myslela jste oxidativni (oxidacni)
vzplanuti, tedy produkci reaktivnich kyslikovych radikala?

11) str. 48 — pro¢ byla provadéna analyza transkriptom izolat( A3 + B8 a A2 + B7 dohromady? Poskytlo
to néjakou jinou informaci nez analyza jednotlivych vzorkd jednotlivé? V jakych mnoistvich byly vzorky
smichany a proc¢?

12) v tabulce ¢. 5 uvadite pro gen BCAMO0081 velice rozdilné hodnoty zmény exprese zjisténé pomoci
gPCR. Od snizeni 3,5x po zvySeni 2048x. Co tento gen kdéduje a jak tomuto vysledku rozumite. Nejde o
experimentalni chybu?

13) Zda se, Ze ztrata produkce biciku a motility by mohla predchdazet zvyseni exprese T3SS a pripadnému
praniku bakterie do cirkulace, ale patrné to neplati absolutné, muizZete to okomentovat?

14) Jaka je vase hypotéza ohledné mechanismu prliniku bakterie B. cenocepacia z dychaci sliznice do
cirkulace? Co je o tom zndmo a myslite, Ze by baktérie mohla byt napfiklad transportovana ze sliznice do
krve ve fagocytech?

15) Maji pacienti kolonizovani B. cenocepacia opsonizujici protilatky proti této bakterii?

16) Jakou selektivni vyhodu pro prezivani bakterii v krvi nebo uvniti fagocytl by ztrata produkce biciku
mohla predstavovat? Flagelin je obvykle nejen velmi silny antigen, ale také je to TLR ligand aktivujici
imunitni odpovéd. Co je o jeho imunogenicité zndmo u B. cenocepacia a mohla by ztrata produkce biciku
v prlbéhu kolonizace, a pred prlinikem do cirkulace, byt mechanismem Uniku bakterie pred imunitni
odpovédi hostitele?

17) Clovék je nepochybné pouhym nahodnym a nepodstatnym hostitelem Vami studované bakterie. B.
cenocepacia je pudni bakterie, ktera pfichazi do styku s prvoky, cervy a hmyzem. Které z téchto
organismU jsou podle Vas hlavnimi ptirozenymi hostiteli této bakterie, na nichZ uplatni své faktory
virulence?



Vybér preklept, chyb a spornych vyrazu a slovnich spojeni, které by bylo dobré opravit:

Klicova slova — faktory virulence...
Str. 5, 4.1.2. — nesrozumitelny a nespravny ndzev odstavce — jde o pfipravu mutant defektnich v produkci
T3SS a citlivych ke gentamicinu...
Str. 5, Surveillance...ne survaillance...
Seznam zkratek — Spatné Cislovani strane...
Str. 8 — b) chybi sloveso a véta je gramaticky nespravna — formulace je nespravna
Str. 9 — anglicky ptreklad souhrnu je nekvalitni — ...in the stable phase eventually exacerbation ...???
Str. 11 — chybi ¢arky, ...mukociliarni clearance....???

- ...proteinu, ktery je endoplasmatickym retikulem degradovan ...???
str. 13 — ubikviterni ... intermitentni... ??? co takhle vSudyptitomna ... pfechodna

vyssi resistence k antibiotické 1é¢bé, ...nebo k antibiotikdim...?
str. 14 - ...virulentnich determinant...??? ne determinant virulence...???

...prechodem infekce do chronicity...??? ... do chronické faze ???
Str. 17 — infikovanim bakterii... se mlZe doba preZiti pacienta snizit....???
Str. 20 — produkce virulentnich faktor( ...??? ne faktor( virulence...???
Str. 27 - ....potencionalni — nebo potencialni...???
Str. 29 — dochdzi k deleci genu pro dany faktor virulence...
Str. 33 — set = sada, v ¢estiné...
Str. 33 — co je préba — myslite sondu?
Str. 33 — microarray Cip? — budto oboji cesky nebo oboji anglicky, ale Iépe "DNA microarray"
Str. 33 — pomér intenzit fluorescencnich signald Cy3 a Cy5...
Str. 34 - ...microarray pfistup ....???
Str. 34 - ... dataset, nebo soubor dat...???
Str. 37 - ...identifikace markeru, se snahou odhalit marker...???
Str. 39 —... v prlibéhu experimentu doslo k inhibici fluorescencniho znaceni... nebylo to tak, ze cDNA byla
znecisténa latkami inhibujicimi znaceni...???
Str. 40 m- ...na nanodropu..., nebo pomoci UV/VIS spektrofotometru, ktery vyrobce nazval NanoDrop?
Str. 40 — co je to hydrolizace....?
Str. 41 - ...naodropu....???
Str. 41 — Cy3 a Cy4 nejsou barvicky, ale fluorofory
Str. 41 - ...naznaceni...
Str. 42 .- housekeepingovy gen...????
Str. 44 — ...nestudujete v expresi kterych gen( se izolaty lisi???
Tabulka ¢. 2 — oxygenaze...???

...Vyvoj bunécéné membrany, nebo tvorba bunééné membrany...????

Str. 51 — Hlubsi testovani gen(, nebo exprese gen(...???
Str. 53 — Graf €. 5 - ...Posledni sputum, oznacené "krev"... co tim myslite?
Str. 66 — Byly bakterie opravdu fixovany parafinem? Nebyl to paraformaldehyd? To je trochu rozdil...
...... takhle by bylo moZné pokracovat na nékolika dalSich listech...




Dovétek:

Tato prace je klasickym dokladem toho, jak je rozumné, kdyZ naptiklad ve Francii dostavaji oponenti
disertace jesté pred svazanim, mohou doktorandovi vytknout vSechny nedostatky, ten je musi opravit a
teprve pak, kdyz jsou oponenti s formalnimi aspekty prace spokojeni, smi dat praci svazat a je pripustén k
obhajobé. PfedloZenad prace je extrémnim prikladem situace, kde by takovyto postup byl velmi Zadouci.
Oponent je na vazkach, zda nepoZadovat, aby doktorandka predlozila novou praci ve formatu klasické
disertace zaloZzené na publikacich, tedy s vloZzenymi vytisky vyslych publikaci, uvedenymi
jednostrankovymi komentati, s opravenym souhrnnym dvodem a opravenym textem souhrnné diskuse,
zavéry a seznamem. Nedalo by ji to mnoho prace, vyuzila by k tomu zaklad, ktery jiz ma, méla by
mozZnost texty upravit a opravit a vysledkem by byla pfijatelnéjsi disertace, nez to co predlozila.



