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Cile prace Byly stanoveny celkem tfi cile: 1. Optimalizace THP-1 infekéniho modelu.

2. Ovéfeni Zivotaschopnosti vybranych mutantnich kmend B. pertussis pii intracelularnim
prezivani v THP-1 makrofazich. 3. Sledovani vlivu protilatek a komplementu na
intracelularni pieZivani B. pertussis.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 90 stran

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova?  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroja? 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? Napodital jsem 9 riznych metod.
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

4

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnoZstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

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

Zavéry (Souhrn):
Jsou vystizné? ANO

Formalni droveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Celkova troven prace je na velmi dobré aurovni. Prace sice obsahuje gramatické chyby, ale
neni jich pfilis. Text se ¢te pomérné dobte. Autorce bych vytknul pouzivani anglismi: napf.
slovo intracelularni se da do Cestiny ptelozit jako vnitrobunéény, acelularni jako nebunécny
apod.




Splnéni cila prace a celkové hodnoceni: Cile prace byly dle mého nazoru splnény, prace
plné vyhovuje pozadavktim kladenych na diplomovou praci.

Otazky a pripominky oponenta:
Piipominky:

1) Str 15. véta: Oba toxiny (minéno adenylat cyklazovy toxin a pertusovy toxin) vedou
k aktivaci adenylat cyklazy.... neni Spravné.

Vnitrobuné¢nou adenylat cyklazu aktivuje pouze PTX, ACT je adenylat cyklaza.

2) V metodice-poc¢itani THP-1 bun€k. Mnozstvi THP-1 bunék bylo spocitano v
Biirkeroveé komtirce, podle uméry 4 bunky / pocitaci pole odpovidaji 1 milionu THP-
1 bun¢k v 1 ml.

Ocekaval bych na tomto misté spiSe vypocet/vzorec, reflektujici rozméry komurky.

3) Pocet hvézdiéek v Tab. 9 u Bvg" a ArisA kment neodpovida poctu hvézdi¢ek u
popisu pod tabulkou.

4) U grafu 11, 13, 22 chybi osa y.

Otazky:

1) ACT, klicovy faktor virulence bakterie B. pertusis (ktery se uplatiiuje v ¢asnych
fazich infekce vyfazenim makrofagt ze své Cinnosti, blokuje fagocytézu apod.) je
plné aktivni vcca 1-2 mM koncentraci vapenatych ionta. THP-1 bunky byly
inkubovany v RPMI médiu, ve kterém je relativné nizka hladina vapenatych iont
(cca 0,2-0,3 mM). Navic, Vvnizké koncentraci vapenatych ionti nebude ACT
sekretovan z bakterie do okolniho prostiedi, ale zustane absorbovan na buné¢nou
sténu bakterie a pouze cca 5-10% bude sekretovano do okolniho prostfedi (Bumba et
al., 2016). Tim, ze pfii infekci centrifugujete bakterie pro usnadnéni interakce
s makrofagy tento problém ¢aste¢né vyfteSite-ACT prichyceny na povrch bakterie
bude pak fungovat proti makrofagim jako kontaktni zbran. Je mozné kvalifikované
odhadnout, jak Vami pouzité podminky mohou ovlivnit schopnost B. pertussis
ptezivat uvniti THP-1 bunék, ptipadné Vami méfenou cytotoxicitu? Porovnavali jste
prezivani divokého kmene B. p. v RPMI a médiu, obsahujicim vapnik (napf. D-
MEM)? Je znamo z literatury, zda byl na vnitrobuné¢né piezivani testovan kmen B.
p. (nebo B. bronchiseptica) s deleci v genu pro ACT?

2) V metodach tykajici se infekce THP-1 bun¢k bakteriemi piSete, ze po inkubaci
bakterii s THP-1 po 1 hodiné promyjete makrofagy RPMI médiem a tim odstranite
neadherentni THP-1 bunky. Kolik % makrofagti (odhadem) se pusti? Nezkouseli jste
se podivat, zda pravé tyto makrofagy, které se béhem hodiny pusti z podlozky se
né¢im neodlisuji od téch, co zistanou adherentni (napt. obsahuji vice bakterii/zadné
bakterie, jsou to nediferencované monocyty apod.)? Nesla by v promyvacim kroku
desticka centrifugovat, aby nedochazelo ke ztrat¢ makrofagti?

3) Nezkouseli jste misto B.p. kultur rostoucich v tekutém médiu udélat infekci z inokula
z bakterii narostlych na miskach? Pokud ano, lisila se néjak viabilita THP-1/mnozstvi
bakterii uvniti makrofagti u experimentu z exponencialné rostouci kultury (OD 1.0,
OD 1.5) a u inokula stazeného z plotny (resuspendovaného na stejnou OD)? Nedal by
se timto zpusobem eliminovat problém s rizné narostlym no¢nim inokulem (jina
fyziologie ristu) u riznych B.p. kmend (napt. ArisA)?

4) Pouzivali jste B.p. kmen v Bvg+ fazi, u kterého jste predpokladali vyssi cytotoxicitu-
coz se piekvapivé nepotvrdilo. Testovali jste u tohoto kmene paralelné produkci
alespon nékterych faktora virulence?

5) V diskuzi porovnavate Vase data s daty Lamberti et al, 2010. Rozdily v piezivani a
schopnosti replikace bakterii pfisuzujete odliSnym kmenum, ptipadné drobnym




odlisnostem v pribéhu experimentu. Jaky typ makrofagti pouzili ve studii Lamberti et
al? Pokud pouzili odliSnou makrofagovou linii, nemohou byt rozdily dany praveé tim?
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