Posudek doktorandské disertacni prace Mgr. Jakuba Lenarta s nazvem ,, Kritické miesta urcujuce
rezistenény fenotyp ABC proteinov z ARE podrodiny a molekularny mechanizmus ich funkcie”

PredloZzena dizertacni prace se zabyva tzv. ARE (antibiotic resistance) proteiny patticimi do rodiny
ABC-F protein(, které se ucastni riznych biologickych proces( od oprav poskozené DNA pres
regulaéni procesy v burice po schopnost udilet rezistenci k antibiotiklim. Donedavna se
predpokladalo, Ze jejich mechanismus ucinku je zaloZzen na ATP-dependentnim transportu antibiotik
z bunék. V poslednich letech bylo prokazano, Zze se ABC-F proteiny vazi na ribozomy v oblasti
peptidyltransferazového centra a chrani tak ribozémy pred vazbou antibiotika. K tomuto poznatku
prispéla nemalou mérou i prace pana Mgr. Jakuba Lenarta a dlouhodoby vyzkum pod vedenim Ph.D.
Gabriely Balikové Novotné.

Tato dizertacni prace je po formalni strance korektni, obsahuje vSechny predepsané casti a kapitoly
v obvyklém rozsahu. | pfesto, Ze je vypracovana ve slovenském jazyce, je napsana obratné a ptsobi
¢tivym dojmem, obsahuje minimalni pocet preklepu. Literarni prehled obsahuje pomérné obecny a
Siroky prehled o bakterialni translaci, o antimikrobidlnich latkach inhibujicich proteosyntézu, dale o
problematice bakterialni rezistence u stafylokokd, pres detailni studii struktury a funkce ABC-F
rezistencnich protein(, véetné recentnich poznatka.

Vv

mél ke kvalité grafického zpracovani vysledkd, at jiZ jde o vysledky profilaci ribozomu, imunodetekci
Ci rGstové krivky.

Pan Mgr. Lenart navazuje na jiZz rozpracované téma ze své diplomové prace, kde se zaméfuje na
funkci Vga (A) proteinu. Cilem prace bylo potvrdit interakci in vivo Vga(A) proteinu s ribozomy a
objasnit vliv sekvence Vga(A) linkeru na rezistenci k MLS antibiotikiim. Pomoci kopurifikace
bakterialnich ribozomu s rlznymi variantami Vga(A) proteinu a nasledného déleni v sacharozovém
gradientu nebo pomoci ionexové chromatografie a ndsledné imunodetekce byla prokazana vazba
VgA (A) proteinu na ribozomy v pfitomnosti linkomycinu. Dale byl prokazan vliv bodovych zdmén

v linkeru Vga(A) proteinu na zménu rezistenéniho fenotypu u Staphylococcus aureus. Tyto vysledky
byly publikovany v ¢lanku, kde je pan Mgr. Lenart prvnim autorem, v ¢asopise Antimicrobial Agents
and Chemotherapy.

Témto experimentim predchazela nezbytna pfiprava v podobé enzymatické syntézy tritiem
znaceného [3H] —linkomycinu pomoci purifikovaného LmbJ proteinu. Soucasti této dizertacni prace
byla dale ptiprava anti-Vga(A).c polyklonalni protilatky, nebot u komeréné dodavané anti-His
protilatky dochazelo k nespecifickym interakcim.

V druhé casti prace se autor zabyval interferenci mezi ABC-F proteiny Vga(A) a Msr(A) a Erm proteiny
které udéluji rezistenci k MLS antibiotikiim pomoci dimetylace 23S rRNA a jejichZz kombinace se ¢asto
vyskytuji u klinickych izolatl stafylokok(. Jedna se o zajimavé téma, ale k vyvozeni SirSich zavéra z
téchto pokus by bylo potifeba dalSich podrobnéjsich experiment.

Z vysledk( je patrné, zZe autor zvladl béhem svého postgradualniho studia Sirokou skalu technik jak

molekularné genetickych, mikrobiologickych tak i metody biochemické. Pfesvéd¢ivym dikazem je
také fakt, ze p. Mgr. Lenart je autorem ¢i spoluautorem Ctyr recenzovanych publikaci na dané téma.

Otazky:



10.

11.

12.

Uvadite, Ze “ Retapamulin, tiamulin a lefamulin su syntetické derivaty.” Z jakého
antibiotika jsou odvozené? (str. 28)

V Uvodu pisete, ze ABC-F proteiny se zuc¢astnuji regulace translace. Vzhledem k tomu, Ze
jejich pldsobeni na ribozomech bylo popsano pomérné nedavno, co je o této jejich funkci tedy
znamo? (str. 47-48)

Neuvadite genotyp kmene Staphylococccus aureus RN4220, do kterého byly transformovany
mutantni formy vga(a), vga(a).c a mutovanych variant. Neuvadite ani genotyp kmene JE2.
(str.52)

Uvedl jste, Ze u konstruktd pripravenych béhem magisterského studia obsahujicich mutantni
formy vga(a) doslo k deleci RBS. Jaké mate pro tento jev vysvétleni? (str. 97)

Gen vga(a) a jeho mutantni formy jste vnaseli do S. aureus na vektoru pod kontrolou silného
konstitutivniho promotoru. Pokusili jste se exprimovat tento gen i pod jeho vlastnim
promotorem? (str. 53)

Proc jste pfi imunodetekcich pouzivali anti-S7 protilatku, kdyzZ jste oéekavali, Ze se protein
Vga(A) véze na 50S ribozomalni podjednotku? (str. 80)

Na str. 102 uvadite, Ze protein byl pfeveden do reakéniho pufru pomoci permeacni
chromatografie. V kap. 4.2.11. (Metody) popisujete pouze dialyzu. Vysvétlete, prosim, tuto
nesrovnalost.

Vysvétlete, prosim, podrobnéji Obr. 31. Napf. podle TLC na panelu A se zd3, Ze doslo k totalni
konverzi prekurzoru NDL na LIN (drdha 1), kdeZto dle TLC v panelu B se zd3, Ze jen zlomek
NDL konvertuje k [2H]-LIN. Je tomu tak? Mdm za to, Ze v popisu obrazku néco chybi.

Jak vysvétlite absenci polyzom( v ribozomalnim profilu na Obr: 39A? (str. 117) Z profilQ
uvedenych na dvou pfedchozich obrazcich se jevi, Ze by se polyzomy mély vyskytovat v
oblasti sacharozového gradientu odpovidajici koncentraci 20-25%.

Oddiskutujte, prosim, zda stanoveni MIC kmenU Staphylococcus haemolyticus s rdznymi
rezistencnimi determinantami by mohla byt ovlivnéna jejich rozdilnymi rdstovymi
vlastnostmi? (str. 124-126)

V pokusech, v kterych jste vnasel geny rezistence na vektoru pRMC2 jste pouZzival
chloramfenikol jako selekéni marker. Vzhledem k tomu, Ze se chloramfenikol vaZze téZ do
peptidyltransferazového centra, nemohlo dojit k ovlivnéni vysledkl béhem testovani
rezistence k antibiotik(im? (str. 127)

Uvadite, Ze zdanliva membranova lokalizace Vga(A) v membranové frakci mlize byt dana
precipitaci béhem frakcionace (str. 133). MUZete uvést néjaky priklad z literatury, kde byla
experimentalné dokazana takovato kontaminace nebo je to jen Vase spekulace?

Pfipominky a dopliujici otazky v Zadném pripadé nesnizuji mudj nazor na kvalitu prace, ve které autor
prokazal své schopnosti k samostatné védecké préci, jak teoretické tak experimentalni. Z obsahového
i formalniho hlediska je moZné konstatovat, Ze predloZena doktorska dizertacni prace Mgr. Jakuba
Lenarta spliuje vSechny poZadavky, které jsou na disertacni praci kladené ve smyslu § 47, odst. 4
zdkona ¢. 111/1998 Sh. o vysokych skolach a ¢l. 23 Pravidel pro organizaci studia PfF UK Univerzity
Karlovy v Praze a proto ji doporucuji k obhajobé. V pfipadé uspésné obhajoby pak navrhuji, aby byl
dle pfislusnych predpisi Mgr. Jakubovi Lenartovi udélen titul PhD.

V Praze 22. 2. 2022 RNDr. Pavel Branny, CSc.



