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Studium mechanizmi perzistence vici antibiotikim u Staphylococcus aureus

Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo sledovat miru schopnosti perzistovat u vybranych klinickych
izolath a prokazat vliv adaptacnich mutaci na miru schopnosti perzistovat, jako i blize
molekularné charakterizovat perzistentni stav pomoci genové exprese.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 128

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? vice nez 20 metod
Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Str. 44 - pro lepsi piehlednost by bylo vhodné uvadét v tabulce oligonukleotidt kap. 3.1.9.1.
piesnéjsi ucel jejich pouziti

Str. 44 - tabulka oligonukleotidii pro qRT-PCR obsahuje sekvenci zaznamenanou riznymi
druhy pisma

Str. 44 - firma pro syntézu oligonukleotidii se jmenuje Eurofins Genomics, nikoliv
Eurofinsgenomics.

Str. 38, 39 - mapy vektori by mély mit ocislovani jako vSechny ostatni pouzité obrazky
Vv diplomové praci

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO

Postacuje mnozstvi experimentll k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO, pouze
vysledky ziskané méfenim redoxniho potencialu pomoci pritokové cytometrie povazuji sice
za dilezitd, ale pfedb&zna data. Pro presnéjsi interpretaci vysledkli ziskanych z méfeni
redoxniho potenciadlu by autorka potiebovala dométit celou sadu vzorkii minimalné ve tiech
biologickych replikatech, coz se z casovych divodii pravdépodobné nestihlo a ¢ehoz si je

autorka sama védoma.



https://is.cuni.cz/studium/predmety/redir.php?id=506cbcd98377eaee02701159a53c65b3&tid=2&redir=sezn_ucit&kod=54432

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO (celkem 10 stran)
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Chronologické izolaty S. aureus pouzité v této praci nesou celou fadu mutaci nasbiranych
v pribéhu infekce. Piestoze se v pfevazné vétsiné jedna pouze o substituce, které nemuseji
mit vyrazny efekt na funkcnost proteinu ¢i jeho regulaci. Bylo by dobré se v diskuzi aspon
pokusit spekulovat nad jejich pfipadnym vyznamem v perzistenci.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni roven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Grafické zpracovani je na standardni urovni. VSechny obrazky, grafy a tabulky jsou az na
vyjimky uvedené vysSe dostate¢né zpracovany s vystiznou legendou.

Je nutné podotknout, ze Slovenstina neni muj rodny jazyk a tedy nejsem v mnoha piipadech
kompetentni k tomu, rozhodnout, zdali se jedna o jazykovou chybu autorky, ¢i jsou tato
vyjadieni bézné pfijimana slovenskou védeckou komunitou. Z tohoto diivodu se zde nechci
poustét do hlubsi analyzy pouzitého jazyka autorky, pouze bych rad vybral nékolik ptikladt
drobnych neptesnosti:

Str. 72 — citujete diplomovou praci Anety Valtové, ale chybi zde rok sepsani.

Str. 74 — oznaceni sloupecku ,,Pristup k proteinu® je nesStastné. Pravdépodobné se jedna o

chybny pieklad spojeni ,,Protein accession* ¢1 Accession number*.

Laboratorni zargon:

Str. 108 — ,,upstream, downstream* misto pfed genem ¢i za genem ve sméru transkripce
Str. 108 — ,,naamplifikovat® misto amplifikovat ¢i pomnozit

Str. 12, 113 — ,,vydeletovat* misto odstranit

Str. 54, 56 — ,,vyizolovany* misto izolovany

Str. 44, 56, 57 atd. — ,,primer* misto oligonukleotid

Str. 80 — ,,frame shift mutacia® misto mutace se zménou ¢teciho ramce

Nesmyslna, protichiidna tvrzeni ¢i nesrozumitelné vyrazy atd.:
Str. 17 — ,,Pomocou produktov génov SOS odpovedi sa opravi DNA a vznikni muticie.” —
spravné asi ,,vzniklé mutacie*

Str. 18 — ,, Tento systém selektivne zabija perzistentné bunky, inhibuje rast bunky a brani
funkcii MDR (multidrug resistance) efluxnej pumpy NorA. Delécia génu norA, ktora vytvéara
tuto exfluxni pumpu znizuje sice rezistenciu na fluorochinolény, ale zvySuje prezivanie
perzistentnych buniek.” — spravné je to: ,,Tento systém selektivne zabija neperzistentné
bunky...*

Str. 19 — ,,Small colony variants (SCVs) st formou perzistentnych buniek u S. aureus, avsak
nie jedinou (bakteridlne L — formy).”“ — véta by si zaslouzZila pfeformulovani bez pouZiti
zavorky




Str. 22 — ,,Agr systém obsahuje gén, ktory kdduje prekurzor autoindukujuceho peptidu, AIP
(autoinducing peptides), ktory tento systém vnima a tym ho aktivuje (Wang a Muir 2016). —
lepsi formulace by byla ,,..., ktery je timto systémem vniman...*

Str. 83 — autorka uvadi zkratky FSC a SSC bez vysvétleni. Obé zkratky jsou sice uvedené
vV seznamu zkratek, ale pti jejich prvnich uvedeni v textu by bylo dobré je vysvétlit.

Str. 105 - ,,V grafu pre relativnu expresiu génu agrA je mozné vidiet', Ze expresia je skoro az
10 nasobne nizsia oproti kontrolnému stavu a to hlavne po pdsobeni antibiotik ciprofloxacinu
a oxacilinu.” — spravné je to ,,...po pdsobeni antibiotik ciprofloxacinu a vankomycinu.*

SpInéni cila prace a celkové hodnoceni:

Tato diplomova price se zabyvd velmi zajimavou a z klinického hlediska také
dulezitou problematikou perzistenci bakterii, kterou autorka vypracovala v Laboratofi
genetiky bakterii pod vedenim RNDr. Ireny Liché, CSc. Autorka pomoci kiivek hynuti
stanovila miru schopnosti bakterii perzistovat po ptsobeni antibiotik u chronologickych
izolat S. aureus od pacient trpicich cystickou fibrézou. Odhalila, Ze tato schopnost zavisi
na adaptaci izolatu. Dale zjistila, ze mutace genu sigB mize zvySovat miru schopnosti
perzistovat. Pomoci prutokové cytometrie urcila, ze kazdé antibiotikum ma jiny vliv na
membranovy potencial subpopulace ptezivSich bun€k. Po ciprofloxacinu buiky svij
membranovy potencidl ztrdcely v mensi mife neZ po plsobeni oxacilinu a vankomycinu.
Dale odhalila, ze bunky ztraceji svij redoxni potencial v Case po pusobeni vSech tiech
antibiotik. Stanovila expresi gent ovliviiujicich perzistenci (SigB, mazEF, agrA, rnalll)
a zjistila, ze exprese gent agrA a rnalll byly ve vétsiné ptipadl potlaceny, coz koreluje se
stavem chronické infekce. Jediné, co se autorce nepodafilo pfipravit, byl AagrA mutantni
kmen a tedy ani jeho mira schopnosti perzistovat.

Experimenty jsou dobie provedeny. SkuteCnost, Ze analyzované chronologické
izolaty Sa51A a Sa75A, které jsou geneticky totozné, se ve vSech sledovanych aspektech
chovaly shodné, jen doklada spravnost a pfesnost provedeni experimentii. Jedinou vyjimkou
je méfeni membranového potencidlti, kde byl ovSem vzorek Sa51A z Casovych divodi
méfen pouze jednou. Diplomové prace je piedevSim zaloZend na kiivkach hynuti, coz je
metoda casov€ dost narocnd. Neni tedy divu, Ze se autorce nepodafilo experimenty
s redoxnim potencidlem, kdy jsou buiky analyzovany v pribéhu kiivky hynuti, provést
v dostate¢ném poctu biologickych replikati. I presto vSak predkladand prace obsahuje
dostatecné mnozZstvi nasbiranych a vyhodnocenych dat, které budou dobrym zakladem pro
dalsi studium bakteridlni perzistence.

Autorka splnila vyty¢ené cile a prokdzala slusné ptedpoklady pro védeckou praci, a proto
predlozenou diplomovou praci doporucuji k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

V avodu vysledki uvadite sice, ze testovana antibiotika (ciprofloxacin, oxacilin,
vankomycin) se béZné pouZivaji na 1écbu stafylokokovych infekci u pacientti s CF a také, Ze
pusobi odlisnym mechanizmem. Ovsem az do kapitoly Diskuze jiz zlstava utajeno jakym.
Piedstavit mechanizmus pisobeni antibiotik jiz na zacatku prezentace vysledku je pro
nezasvéceného Ctendie zadouci.




V praci tvrdite nasledujici: ,,Stanovila som krivky hynutia v ¢asovom intervale od 1 do 4
hodin, kedy bola kultira v exponencidlnej fazy rastu a bola vystavena pdsobeni réznych
antibiotik, ktoré mali koncentraciu 100x MIC. Rovnako ako pri predchadzajucich
diplomovych pracach H. Kotkovej (Kotkova 2019) a A. Valtovej (Valtova 2020) som
pouzila metodu kvapkového vysevu na agarovu platiu v Styroch riedeniach. Niektoré nizsie
riedenia u jednotlivych klinickych izolatov vyrastali vel'mi zle alebo nevyrastali vobec, preto
som pristipila k metode celoplogného rozteru. Cim si tento rozdil mezi spotovaci metodou
a celoplosnym vysevem vysvétlujete?

Prestoze z textu neni z pocatku zcela jednozna¢né jasné, jaky supernatant ziskany filtraci
no¢ni kultury byl pro testy vyrustani z perzistence pouzit, étenaf zahy odhali, Ze se jedna
o0 vlastni supernatant. Zkousela jste také testovat supernatant z primoizolatu na vyrastani
perzistentnich bunék chronologicky nejmladSich, a tedy i nejvice adaptovanych izolatt?
Pokud ano, s jakym vysledkem?

Jak popisujete v literarnim uvodu i diskuzi, delece v sigB snizuje tvorbu perzistentnich bun¢k
a neumoznuje vytvorit SCV bunék. Naopak ve vysledcich dale spekulujete, ze substituce
Vv invariantni oblasti genu sigB by mohla ptispét ke zvysSeni perzistence. Mate néjakou
ptredstavu o tom, jakym mechanizmem a pies kterou regulaéni drahu by k tomuto zdanlivé
protichtidnému faktu mohlo dojit?

Mate néjaké vysvétleni pro skutecnost, ze profil membranového potencidlu je
u chronologickych izolatl obou testovanych pacientl po plsobeni ciprofloxacinu odli$ny nez
u vankomycinu a oxacilinu? Neni tieba mozné, Ze po vystaveni bunék pulsobeni
ciprofloxacinu del§i dobu nez testované 4 hodiny by vedlo k stejnému pozorovani jako u
vankomycinu a oxacilinu, tedy Kk vyraznému narGstu zivych buné€k bez membranového
potencialu?

V diplomové préci jste se mimo jiné zabyvala stanovenim relativni miry exprese genl
ovlivilyjicich perzistenci u S. aureus (sigB, mazeF, agrA a rnalll) v pribéhu kiivky hynuti.
Ze ziskanych dat se d4 ovSem také odvodit, jak se méni exprese téchto genl v zavislosti na
chronologickych izolatech. Nejedna se mi tedy o urceni miry exprese téchto genl v ramci
jednoho chronologického izolatu, ale napti¢ vSemi chronologickymi izoldty po plsobeni
riznych antibiotik po stejny Casovy usek. Napiiklad tedy, jak se méni exprese agrA genu po
tii hodinovém pusobeni vankomycinu mezi chronologickymi izolaty Sa39A, 40A a 41A?
Muzete se pokusit vyhodnotit v§echna ziskana data timto zptisobem?

Muzete prosim vysvétlit tvrzeni na str. 105: ,,V pripade tohto génu je expresia skor utlmena
ako by dochadzalo k nadprodukcii produktu tohto génu.*

Néavrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ ]vyborné [ ] velmidobe [ | dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




