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Studentka se ve své magisterské praci zabyvala dvéma dileZitymi faktory virulence u
Streptococcus pneumoniae, pneumolyzinem a hyaluronidézou. Pfedkladana price ma 69 stran
a je psana anglicky. Prace je klasicky ¢lenéna do kapitol Uvod, Cile, Material a metody,
Vysledky, Diskuze, Souhrn a Prehled literatury. Pfi &teni prace jsem ale postradala seznam
zkratek.

V &asti Uvod studentka poskytuje podrobnou literarni redersi tykajici se virulence
S. pneumoniae, predev$im s diirazem na studované faktory virulence, tedy pneumolyzin a
hyaluronidazu. Vysvétluje téZ problematiku identifikace a klasifikace vramci druhu
S. pneumoniae, a také stru¢né vysvétluje principy pouZivanych metod. Velmi ocefiuji
podrobn& vypracovanou literarni reSersi, i kdyz sled n&kterych kapitol mi pfipadal nelogicky.
Na zaver Gvodni kapitoly mi chybély jasngji formulované v&decké hypotézy, ze kterych by
pak 1épe vyplyvaly cile prace.

Pouzivané metody jsou jasné a pomé&mé& podrobn& popsany v kapitole Material a
metody. Na stran€ 30 jsem postradala literarni odkaz na pouZivané primery pro PCR detekci
pneumolyzinu a hyaluronidézy, a na stran€ 31 podminky (teploty, ¢asy) RT-PCR reakce.

Praktické vysledky zahmuji detekci genu pro pneumolyzin u vybranych kmend,
mefeni aktivity pneumolyzinu, identifikaci single-nucleotide polymorphisms (SNPs) v genu
pro pneumolyzin, které jsou pravdépodobné zodpov&dné za sniZeni hemolytické aktivity, a
expresi pneumolyzinu u vybranych kment. Studentka dale, v ramci $ir$i studie tykajici se
problematiky virulen¢nich faktord duleZitych pro rozvoj meningitidy, identifikovala
pfitomnost SNPs v genu pro hyaluronidazu u 119 kmeni S. pneumoniae. V &asti Vysledky
bych chtéla vytknout chybgjici popisky nanaSenych vzorkéi v obrazku 2, strana 34. Ani
z okolniho textu neni Uplné zfejmé, o které kmeny $lo, na gelu je 12 PCR produktd, ale v




tabulce 1, na kterou je odkazovéno, je uvedeno 14 kmenii. Celkové &sti Vysledky chybéla
souhrnnd tabulka s prehledem vysledki analyz provadénych u jednotlivych kment.

Diskuze je pomé&mé rozsihla, ukazuje na dobrou orientaci studentky v dané
problematice a schopnost premyslet v $irsich souvislostech. To se tyka pfedev§im moznych
evoluCnich vyhod sniZené hemolytické aktivity pozorované u né&kterych kmeni
S. pneumoniae.

Celkove hodnotim pfedkladanou diplomovou praci jako velmi kvalitni, doporuduji ji
k obhajobé¢ a navrhuji klasifika&ni stupet VYBORNE,.

Pti obhajob¢ bych chtéla diskutovat nasledujici body:

* Jsou né&jaké udaje o tom, jak dlouho se Jiz S. pneumoniae vyskytuje u lidi (napf.
z vykopavek apod.)?

e Je pozorovan posun k niz§i aktivitg i u jinych faktort virulence S. preumoniae nez u
pneumolyzinu?

* Je popsina né&jaka souvislost mezi rezistenci k antibiotikim a faktory virulence
S. pneumoniae?

e Jakym zplsobem by mohla byt kompenzovéana chybgjici hyaluroniddza u kmeni
zpusobujicich meningitidu?

V Ceskych Budgjovicich, 25. kvétna 2012
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POSUDEK NA MAGISTERSKOU DIPLOMOVOU PRACI K. KVARDOVE

Magisterska prace Kristyny Kvardové se zabyva molekularni analyzou virulentnich faktori
pneumolyzinu a hyaluronidazy u Streptococcus pneumoniae. Je to prace velice zdatila a &tiva
anemam k ni Zadné zasadni vyhrady, pouze par navrhd, drobnych pfipominek a dotazil, které
v posudku uvadim podle fazeni jednotlivych kapitol.

Tato prace za¢ina velmi rozséhlym a podrobnym Uvodem, kde autorka nejprve predstavuje
bakterii Streptococcus pneumoniae, a to z hlediska klasifikace (sérotypy, ST), struktury a
velikosti genomu. Dale autorka podrobn& charakterizuje pneumolyzin a hyaluronidazu jako
dilezité faktory ovlivilujici bakterialni virulenci. Na tuto ¢ast pak navazuje kapitola o
patogenezi S. pneumoniae a vlivu pneumolyzinu a hyaluronidazy na pneumokokalni
pneumonii a meningitidu. Zavérem jsou zminény ostatni virulentni faktory a je pfidana
kapitola o anti-pneumokokalni imunité. Navrhovala bych zménit fazeni jednotlivych kapitol
Uvodu ve smyslu od obecného ke konkrétnimu, tedy za kapitoly o klasifikaci a struktute
genomu bych namisto popisu pneumolyzinu a hyaluronidazy zatadila kapitolu o kolonizaci
hostitelii a morfologii kolonii. Teprve poté bych piesla obecné k faktoram virulence —
kapsule, buné¢né sténé a adheziniim, pfiemz tato kapitola by gradovala pneumolyzinem a
hyaluronidézou, jejichZ analyzou se autorka v praci zabyva. Podle mého nazoru by se timto
fazenim umocnila zdvaznost tématu a bylo by na prvni pohled ziejmé, jak je tato prace
zajimava.

V kapitole 2.6.4. tykajici se role sérotypu a sekvenéniho typu je zminka o ,,sérotypovém a
kapsularnim switchingu®, mohla byste vysvétit, jak tyto procesy u S. pneumoniae probihaji?

Nasleduje sekce Material a Metody, kde autorka vysvétluje a popisuje techniky, které ve své
praci pouzivala. Jsou to: izolace DNA, gelova elektroforéza, PCR, kvantitativni hemolytick4
assay, kvantitativni RT-PCR, SDS-PAGE a Western blot, déle popisuje experimenty
probihajici in vivo a bioinformatické pfistupy. V kapitole Material bych pro prehlednost
navrhovala ponechat pouze text a tabulky popisujici analyzované kmeny S. pneumonie,
odstavce tykajici se pufri a ostatnich chemikalii k extrakci DNA, SDS-PAGE a Western blotu
bych pretadila do kapitol popisujicich samotné metody.

V kapitole kvantitativni RT-PCR neni jasné, podle jakého programu RT-PCR probihala a jaka
fluorescen¢ni barva byla pouzita. Mohla byste tuto metodu upfesnit a uvést slozeni master
mixu? Znate néjaké alternativni metody, kterymi Ize také detekovat SNP?

Sekei Vysledky za¢ind autorka detekei genu pro pneumolyzin, jeho genetickou variabilitou a
hemolytickou aktivitou, ktera je znazornéna pomoci 12ti grafii. Zde bych navrhovala sjednotit
osy vSech grafli (aby se daly porovnavat) a také jejich legendy. Osu y by bylo Iépe uvést na
prave stran€ osy x, kde osa x nabyva hodnot bliz§ich 0. Na ose y je znidzornéna hemolyticka
aktivita pneumolyzinu. Tyto hodnoty jsou uvedeny v % a nabyvaji hodnot -50 — 125. Mohla
byste vysvétlit ziporné procentudlni hodnoty a hodnoty piekradujici 100%? Hemolyticka
aktivita je vyjadiena v jednotkach HU/mg, co znamena tato jednotka?

V praci uvadite vysledky z RT-PCR pouze pro kontrolni vzorky, mohla byste ukazat alespori
jeden vysledek z RT-PCR u testovanych vzork — wt a mutantii(napt. z Polska)?

Prace Kristyny Kvardové kon¢i diskusi, kde autorka shrnuje vliv pneumolyzinu a
hyaluronidézy na virulentnost bakterii S. pneumoniae a hodnoti jednotlivé metody, které

k analyze pouZila. Prace je zakon¢ena dlouhym seznamem literatury, kde autorka uvéadi vice
nez 200 citaci.




Dale ptidavam souhrn drobnych formalnich chyb, které se v textu vyskytly. Jsou to predevsim
drobné upravy tykajici se citovani literatury. Tyto chyby v Zadném pi¥ipadé nesnizuji
védeckou kvalitu této diplomové prace.

Str. 1 - Ding et al found that the genome evolution of Streptococcus pneumoniae is largely
driven by host adaptation (Ding et al., 2009)....spravné: Ding et al.. 2009 found that the
genome evolution of Streptococcus pneumoniae is largely driven by host adaptation.

Str. 1 - Streptococcus pneumoniae is responsible for more than 2.6 million annual deaths in
children younger than 5 years (Muench et al., 2010)..... spravné: (Muench et Rajnik, 2010)

Str. 5 - Balachandran ef al shown that few strains of serotypes 3, 4 and 6A do not require
LytA for the release and that Ply was present in supernatant of these strains’ 6 cultures prior
to mid-log phase....spravné: Balachandran ef al., 2001

Str. 8 - Also, enhanced komplement activity contributes to inflammation, host tissue damage,
and promotes virulence and influx of nutrientcontaining serum to the site of infection due to
increased vascular permeability (Hammerschmidt et al, 2007). — spravné: (Hammerschmidt et
al., 2007).

Str. 8 - A region of a toxin important in the lytic mechanism is believed to be involved in
these effects on PMNLs (Mitchell ez Andrew, 1997b)- chyba v citaci....chyba v Literatuie,
str. 64: Mitchell T.J., Andrew P.W., 1997a. Biological properties of pneumolysin. Microbial
Drug Resistance 3: 19 - 26. Mitchell T.J., Alexander J.E., Morgan P.J., Andrew P.W.,
1997b. Molecular analysis of virulence factors of Streptococcus pneumoniae. Journal of
Applied Microbiology Symposium Supplement 83: 62 — 71. Autofi se neshoduii, takze
spravné by bylo: Mitchell T.J., Andrew P.W., 1997 (v textu pak Mitchell et Andrew, 1997) a
Mitchell T.J.. Alexander J.E., Morgan P.J., Andrew P.W., 1997 (v textu pak Mitchell et al.

A997).

Str. 13 - Brueggemann e/ al observed an inverse relationship between disposition to cause
invasive disease and duration of carriage:....spravné: Brueggemann e/ al., 2004

Str. 14 - Jefferies et al propose a hypothesis that this newly observed feature of Ply...
spravné: Jefferies ef al., + rok vydani

Str. 14 - Studies carried out by Alexander et al and Rubins et al indicate that even a residual
haemolytic activity makes a great difference in virulence...lépe by bylo: Alexander et al.,
1994 and Rubins et al., 1995 indicate..., nebo citace uvést jen na konci véty — nemusi se
uvadét 2x, ale citace by méla byt uvedena s rokem vydéani

Str. 15 - Robison et al found that most invasive isolates were present among carriage isolates
too...chybi te¢ka a rok vydani (Iépe by bylo: Robison ef al., 2001 found that most invasive
isolates were present among carriage isolates too....nemusi pak byt citace na konci véty)

Str. 16 - (Hammerschmidt ef al, 2007)...spravné: Hammerschmidt et al., 2007

Str. 16 - According to Alanee ef al, host factors are better predictors of the severity of
invasive pneumococcal disease (IPD) than microbial factors (Alanee et al., 2007)....1épe by
bylo: According to Alanee et al., 2007, host factors are better predictors of the severity of




invasive pneumococcal disease (IPD) than microbial factors (nemusi byt pak citace na konci

vEty).

Str. 18 - Brueggemann er al., 2003a...nemusi byt uvedeno bliZ§i uréeni citace, v literature
nejsou 2 stejné citované publikace ze stejného roku (spravné mé byt Brueggemann ef al.,
2003 a Brueggemann et Spratt., 2003)

Str. 22 - Hava ef Camilli identified several virulence factors: One-component
regulatory system (RIrA) controlling genes responsible for mucosal attachment and two-
component systéme in charge of the adaptation to environment. ...l1épe: Hava et Camilli, 2002

Str. 25 - velikost pisma na strance

Str. 30, kapitola 4. — sjednotit zapis primerti: (5CTTGGCTACGATATTGGC3") x
(GGATCCTATATCGACCACACCA) a nazvy primerti: PIy27R x Hyl861For. Nazvy primert
nemusi byt uvedeny kurzivou.

Str. 31, kapitola 6. — HI41FR1 for amplification of the wt sequence, and HI41FR2 _for the
mutated gene.

Str. 32, kapitola 8. — All the in vivo work animal work was performed by professional
personnel. Six MF1 mice were infected by three selected strains in order to obtain the whole
blood samples.

Str. 52, kapitola 3. - However, this is true only for Ply that has been released from the cells
and collected form the supernatant, cytoplasmic Ply obtained by sonication shows the same
values of haemolytic activity (Kadioglu ez al., 2004)....from

Str. 53, kapitola 5. - Orihuela et al speculate whether the majority of virulence factors
contribute positively to nasopharyngeal colonisation rather than to development of invasive
disease because the pneumococcus has neither transmission factors nor environmental niche
and progression to severe disease doesn’t contribute to spread of bacteria to other hosts
(Orihuela et al, 2004b)....1épe Orihuela et al., 2004b a nemusi byt pak uvedeno na konci véty

Str. 53, kapitola 5. — Successful infection is characterized by colonisation, multiplication, and
transmission to a new host, death is a dead-end route for the pathogen therefore patho genicity
factors should be selected against according to Hava ef al...1épe Hava et al., 2003

Str. 64 - Mitchell A.M., Kvardova K., Ross K.S., Croucher N.J., Bentley S.D., Mitchell
T.J. Comparing virulence of serotype 1 isolates of Streptococcus pneumoniae. In preparation.
Versus

Mitchell A.M., Peters C., Sadowy E., Kvardova K., Daly C., Hryniewicz W., Lennard A.,
Mitchell T.J. Allelic variation in virulence genes by SNP genotyping in a meningitis strain
collection of Streptococcus pneumoniae. In preparation. ...bylo by dobré néjak tyto publikace
rozlisit v citacich, jinak jsou obg citované jako Mitchell et al, in preparation




Jako cil této magisterské prace si Kristyna Kvardova ur€ila: literarni piehled zaméfeny na
genetickou variabilitu faktord virulence, péstovani mikroorganismii a techniky izolace DNA,
PCR, hemolytické analyzy a Western blotu, RT-PCR a pouZiti bioinformatickych metod. Tyto
cile byly splnény a magisterska prace Kristyny Kvardové rozhodné spliiuje pozadavky, které
jsou na magisterskou praci kladeny. Proto ji jednoznaéné doporucuji k obhajobé.
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