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Oponentsky posudek disertacni prace
Mgr. Jakuba Novaka
s nazvem: ,,Virulence Bordetella pertussis perspektivou omics pristupa“

Predkladana disertacni prace Mgr. Jakuba Novaka je sondou do patogeneze bakterie
Bordetella pertussis zpusobujici zavazné onemocnéni znamé laické vefejnosti pod
nazvem ,Cerny kasel, které mize u novorozencl nebo jedincl z oslabenou imunitou vést
az k umrti. Ve své praci se Jakub Novék podilel na tfech studiich, které si kladly za cil
pomoci vysoce kapacitnich technik zahrnujici proteomické a transkriptomické pfistupy pro
analyzu biologického materialu sledovat interakci vybranych toxini nebo celych bakterii
s hostitelskou burikou, konkrétné se jednalo o dendritické buriky nebo makrofagy. Prace je
predkladana k obhajobé v anglickém jazyce, ve zkracené verzi a je ¢lenéna do nékolika
oddild. Prvni teoreticky oddil popisuje biologickou signifikanci zvoleného tématu.
V biologické ¢&asti autor struéné vysvétluje zavaznost onemocnéni, ktera mohou byt
zpusobena bakteriemi rodu Bordetella, molekularni mechanismy a metabolické drahy
spojené s jejich virulenci. Nasleduje elegantni a detailni popis jednotlivych faktort
virulence, v€etné jejich funkénich post-translacnich modifikaci a sekre€nich drah. Cela
teoreticka sekce je ukonCena popisem adaptace bakterie pro preziti v hostitelské burice
a mozného vlivu na post-translacni modifikace. Dokonce se domnivam, Ze pfislusna ¢ast
by mohla byt publikovana formou pfrehledového ¢&lanku a skute¢né, jedna
publikace kategorie ,review* je soucasti disertacni prace.

Mezi prvni a druhy oddil je vloZzena kratka sekce definujici védecké cile disertacni prace
Jakuba Novaka. Druhy oddil se trochu nelogicky jmenuje diskuse a v ni se autor snazi
vystizné vysvétlit postupy a vysledky své prace, které jsou soucasti tfi kvalitnich studii
publikovanych v recenzovanych periodicich, a u kazdého vysledku je shrnut pfispévek
pfedkladatele na dané studii. Je nutné podoktnout, Ze na v8ech publikacich je Jakub Novak
uveden jako prvni autor. Prvni prace popisuje bunécnou odpovéd mysich dendritickych
bunék na setkani se dvéma formami CyaA, s celym toxinem nebo pouze s jeho ¢asti bez
adenylat cyklasové domény. Jedna se o hezkou studii, kdy do proteint kontrolni bunééné
linie byly selektivnhé vneseny isotopové znacené lysiny a argininy. Pokusné, isotopové
neznacené buriky byly inkubovany s divokym toxinem nebo s toxoidem bez enzymatické
aktivity. Poté byly vzdy proteinové lyzaty smiseny s kontrolni a experimentalni kulturou
v poméru 1:1 v zavislosti na koncentraci proteinl. Takto pfipraveny mix byl natraven
trypsinem a ze vzniklé peptidové smési byly na oxidu titani¢itém nabohaceny fosforylované
peptidy, které byly nasledné hmotnostné-spektrometricky identifikovany a kvantifikovany.
Ze ziskanych dat byly pomoci bioinformatického zpracovani vybrany proteiny, které se
fosforylovaly bud v dusledku zvySené cytosolické hladiny vapenatych iontd, kterou
zpUsobuje samotny toxoid, nebo zvy$enou hladinou Ca?* a pfitomnosti adenylat cyklasy
v pfipadé divokého CyaA. Pozorované zmény byly ovéfeny technikou ,western blott‘. Na
zakladé ziskanych dat Jakub Novak doSel k zavéru, ze napadeni buriky toxinem vede
k utlumeni signalni drahy mTOR, moznému zvySeni produkce IL-10 a potencialni
reorganizaci cytoskeletu.
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V druhé publikaci se Jakub Novék snazil vystopovat molekularni mechanismy vedouci
k epigenetickym zménam hostitelskych bunék v dusledku infekce bakteriemi z rodu
Bordetella. Sice nebyl uspésny, ale podafilo se mu vytipovat geny v genomu Bordetella
pertussis, které by mohly mit deacetylasovou aktivitu, a diky pokusim v E. coli identifikoval
lysinovou deacetylasu Bkd1, ktera ovliviiuje acetylaci Sirokého spektra proteinu
B. pertussis. Na zakladé ziskaného poznatku byl pfipraven mutantni kmen B. pertussis
a doslo na srovnani jeho interakce s hostitelskou burikou oproti divokému kmeni. Vysledky
studie nenaznacuji snizenou expresi virulentnich faktorl mutantniho kmene a rozdilné
preziti v kultufe hostitele. Nicméné se podafilo ustavit biologicky model pro sledovani
dlouhodobé infekce lidskych makrofagu.

Treti pfedkladany c¢lanek popisuje vliv G-T zamény v 5 UTR regionu genu rpIN
mutantniho kmene JN1 na jeho chovani v kultufe lidskych makrofagu. Prace predstavuje
rozsahlou proteomickou a transkriptomickou studii s ovéfenim ziskanych vysledku
pratokovou cytometrii, imunoprecipitaci a technikou ,western blott*. Vysledkem je zjisténi,
ze G-T zaména vede k zvySeni exprese alfa podjednotky RNA polymerasy, sniZzeni
exprese virulentnich faktort a del8imu pfeziti v kultufe lidskych makrofagu.

Posledni oddil pfedstavuje zavér, ve kterém Jakub Novak, stru¢né shrnul klicové
uspéchy svého snazeni, které jsou vyznamné pro budouci vyzkum faktora virulence rodu
Bordetella. Nicméné vétsi zasazeni vysledkl do sou€asného poznani by zvysilo kvalitu
predkladané prace.

Z predkladané disertacni prace je patrné, Ze v prubéhu svého studia se Mgr. Novak
naucil celou Fadu technik sou€asné molekularni biologie a to v€etné bioinformatického
zpracovani dat ziskanych pomoci vysokokapacitnich omics technik. Prokazal, Ze ziskana
data je schopen interpretovat v kontextu sou€asného poznani. Po formalni strance se
prace jevi velmi dobfe, i kdyz se domnivam, Ze pro vétsi prehlednost by méla druha ¢ast
byt koncipovana jako ,Results and discussion® v€etné stézejnich obrazku z publikaci, které
jsou soucasti predkladané disertacni prace.

Praci doporucuji k obhajobé a mam nékolik dotazu.

1) Ve své praci na strané 18 zminujete nizSi uCinnost nebunécné vakciny, kterou
v souCasnosti pouzivaji vyspélé zemé. Ve stejném odstavci jsou uvedeny celkové
poCty nakazenych v€etné smrtnosti. Vami uvedena informace je silné zavadéjici.
Lze vyjadfrit kolik nakaZzenych a mrtvych pfipada pouze na vyspélé zemé&?

2) V prvni publikaci zminujete nabohaceni fosfopetidd na oxidu titaniitém a jejich
kvantifikaci. Znate rizika spojena s pouzitim oxidu titaniCitého pfi nebohaceni
fosfopeptidd a zpusob jejich minimalizace? Dale by mé zajimal divod kvantifikace
pouze fosfopeptidu bez kvantifikace celého proteomu. Srovnani obou datasetu by
zase mohlo prispét k zpfesnéni informace ziskané z naméfenych dat.
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3) V pfipadé druhé publikace mé napada moznost pouziti ChIP-Seq analyzy
infikovanych makrofagu s vyuzitim protilatky proti Bkd1. Mate predstavu, pro¢
nebyla uskute¢néna?

4) Ve ftreti publikaci jsem si vSiml postupu pfipravy bunéénych lyzati a média pro
proteomickou analyzu. Myslite si, Ze muze dojit ke Stépeni trypsinem
v 8M mocoviné? Dalé byla provedena redukce v 100mM DTT a alkylace pomoci
50mM chloracetamidu. Domnivate se, Ze alkylace proteinl probéhla uspésné?

V Dolnich Brezanech dne 20. 5. 2021

RNDr. Petr Novéak, Ph.D.
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