Prof. RNDr. Ale§ Macela, DrSc.
Fakulta vojenského zdravotnictvi UO
Centrum pokroéilych studii
Tiebe§ska 1575

500 01 Hradec Krilové

Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace

Nazev disertace: The role of gut microbiota and lipopolysaccharide content of the diet in
the development, maturation and function of the immune system
Autor disertace: MUDr. Tomad§ Hrnéir

Skolitel: Prof. MUDr. Helena Tlaskalova-Hogenova, DrSc.
DSP: Imunologie

Rozsah prace: 126 stran, 35 obrazkii, 1 tabulka, 204 citovanych praci.
Oponent: Prof. RNDr. Ales Macela, DrSc.

PredloZena disertani praice MUDr. Tomase Hrnéife je zamé&fena na analyzu efekti obsahu
lipopolysacharidii v dieté pod4dvané bezmikrobnim mysim. Smyslem celého bloku
experimenti je pfispét k pochopeni vztahu mezi sttevnimi mikroorganismy a antigennimi
stimuly jimi produkovanymi a schopnosti imunitniho systému hostitele efektivng regulovat
nasledn€ indukované imunitni reakce. Prakticky vystup pak smétuje k potvrzeni , hygienické
hypotézy* vzniku stale ¢astéjSich alergickych onemocnéni.

Nutno jiZ na po¢atku hodnoceni prace zminit, Ze pfedloZena préice je po formalni strance
zdafila. Autor pracuje s bloky informaci, které na sebe logicky navazuji a ddvaji tak celistvy
piehled o studované problematice. Uvodni prehled znalosti o stfevni mikrofléte a
lipopolisacharidu gram-negativnich bakterii je doplnén rozsédhlym piehledem receptort
rozpoznavajicich obecné mikrobni molekuldrni motivy ¢i motivy souvisejici se stresovanymi
burikami. Cela kapitola je zpracovana velice pfehledné a komplexné a jediné, co ji chybi, je
cast tykajici se p47 GTPas jako nitrofagosomalnich rozpoznavacich receptorii. Domnivam se,
Ze tyto informace jsou dané problematice relevantni jiZ z toho diivodu, ze LPS (lipid A) gram
negativnich bakterii, pravé prostfednictvim TLR4, je jednim z hlavnich induktoril exprese p47
GTPas v makrofagach, dendritickych buiikdach i fibroblastech. A v kontextu kapitolky ,,LPS,
TLR4 and other diseases® (str.43-47) jsou tyto p47 GTPasy propojeny ptes IRF3 s MyD88
independentni (TRIF dependentni) signalni cestou. To by mohl byt jeden z naméti na
védeckou rozpravu o tom, zda a do jaké miry se uastni interferony prvniho typu na regulaci
z4nétlivych procest a zda je moZné, aby se v téchto procesech uplatnilo i ndsledné rozpoznani
alternativnich ligand vedouci k modulaci zanétu.

Dal3i kapitoly, ospravedliiujici volbu tématu, uspoiddani experimentt, metodicka &4st i ¢ast
vysledkova davaji zcela zietelny obraz o cilech, metodach i vysledcich prace. Z vysledki
prace je pak moZné vyzvednout podrobnou analyzu lymfocytovych subpopulaci konvenénich
a bezmikrobnich mysi krmenych dietami s rozdilnym obsahem LPS. Z vysledk je patmé, Ze
vliv obsahu LPS v dieté na pocet a frekvenci jednotlivych bunéénych populaci se projevuje
pouze v lymfatické tkani bezprostfedné pfiléhajici nebo drénujici oblast stieva. Systémové se
tento vliv neprojevil. Z tohoto dlivodu by bylo zfejmé vhodnéj$i pouzit k monitorovani
produkce cytokinil spiSe buiiky mezenterialnich lymfatickych uzlin nebo Peyerskych plaki,
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neZ buiiky slezin. Otazkou rovnéz zstava funkéni vyznam zvyseného poétu Foxp3
pozitivnich CD4+ a CD8+ T bunék v mezenterialnich lymfatickych uzlinach a Peyerskych
placich pii prakticky nezménénych pomérech zastoupeni téchto typti v lymfoidnich
populacich. Pfitom bylo procentudlni zastoupeni CD4+Foxp3+ T bunék zvyseno plsobenim
diety s vysokym obsahem LPS prakticky pouze v piipadé mezenteridlnich lymfatickych uzlin.

Z vy3e uvedenych divodi je nutno souhlasit s velice opatrmou interpretaci vysledkt uvedenou
v diskusi a zaverech prace s jedinou vyjimkou. Tou je tvrzeni, Ze piitomnost LPS ve sterilni
diet€ imituje efekty piirozené kolonizace stfeva (str. 99). Z vysledkii uvadénych v piedloZené
disertacni praci vSak vyplyva, Ze dieta s LPS u gnotobiontl ve srovnani s konvenénimi zvitaty
pusobi pouze velice omezené na bunéény zaklad i na profil produkovanych cytokint
slezinnymi burikami po stimulaci ConA a LPS. V diskusi a zavérech mi rovnéZ chybi
zhodnoceni lohy adaptivni imunity v patogenezi septického $oku s vyuzitim SCID mysi tak,
jak je to deklarovano v kapitole ,,Research design® na str, 53.

Posledni poznamka se tyka vlastné konceptu prace v oblasti vlivu sterilni diety a obsahu LPS
na funkénost imunitniho systému. V piipadg, Ze dieta ma pfirozeny obsah LPS, ma i pfirozeny
obsah ostatnich mikrobnich antigent. Je moZné odligit vliv LPS od vlivu ostatnich
mikrobnich antigeni? Nebyla by moZna kontrola napf. porovnanim s mysi linii s defektnim
TLR4? Je viibec nutné urcit mikrobni komponenty, které se na dokumentovanych efektech
podileji?

K praci mam jesté nekolik konkrétnich poznamek, které se vztahuji vétSinou k ivodni
kapitole, neméni vSak nic na smyslu a vyznamu textu. Uvadim je zde jen pro upfesnéni.

Str. 2: Termin ,,commensal paradox” — setkal jsem se s nim prvné v devadasatych letech, kdy
vztah mezi komensalnimi bakteriemi a buiikami mukoéznich povrchii byl pfirovnan k bio-
komunismu s pfedstavou, Ze jak prokaryoticka tak eukaryoticka bunééna slozka téchto
povrchi tvofi unikatni tkan. Bylo by proto vhodné misto odkazu na praci Tlaskalové a spol.
uvést snad ptivodni praci (Henderson, Wilson, J Dent Res. 1998 Sep;77(9):1674-83).

Str. 3: NLRs — leucine reach repeats — zkratka LRR, pouZita zkratka sice pati do kontextu
uvadéného, vztahuje se vSak k ,,Nod-like receptors®. V kontextu na str. 7 je jiz zkratka NLRs
pouZzita spravné. TotéZ v seznamu zkratek — viz

Str. 6: Jaky je rozdil mezi PRMs (pattern recognition molecules) a PRRs. Déla to dojem, Ze
obrazek byl piejat z publikace, ktera pouZila jiny, snad $ir§i termin, a v praci pak oznaceni
téchto molekul koliduje s vSeobecne piijatym terminem PRRs.

Str. 12: Obrazek svadi k predstavé, Ze TLRs maji stejny pocet LRR. To vSak neni pravda.

Str. 13 versus str. 15: TIRAP/Mal je jedna a tatdZz adaptorova molekula dvéma skupinami
autort v roce 2001 nazvana rizné, TIRAP od ,,TIR-containing adapter protein“ /Horng, T.,
Barton, G.M., and Medzhitov, R. TIRAP: An adapter molecule in the Toll signaling pathway.
Nat. Immunol. 2, 825-841 (2001)/, a Mal od ,,MyD88-adapter-like* /Fitzgerald, K.A.,
Palsson-McDermott, E.M., Bowie, A.G. et al. Mal (MyD88-adapter-like) is required for Toll-
like receptor-4 signal transduction. Nature 413, 78-83 (2001)/.




Str. 15: NEMO (NF-kappaB essential modulator) je spolu s IKKa a IKKS souéasti IKKf
signalosomu, coZ by v textu o signalizaci prostfednictvim TLR4 signalni cesty mélo byt
zminéno.

Zavéreéné hodnoceni: PredloZena doktorska disertacni prace MUDr. Tomase Hrnéife pfinasi
celou fadu novych poznatkil z oblasti studia efekti, které mohou ve vztahu k imunitnimu
systému vyvolavat stievni mikrobiota ¢&i jejich molekuldrni komponenty v dieté. Oponovana
prace je jak po strance obsahové, tak po strance formalni hodnotnd a obsahuje autorem jiz
publikované a opakovane citované udaje. Diky své informaéni hodnoté mohou byt nékteré
uvodni kapitoly pouzity i pro vyuku. Autor jednoznaéné prokazal pfedpoklady k samostatné
tvorivé védecké praci. ProtoZe predloZena prace spliuje vSechna kritéria kladena na
doktorské disertacéni prace, doporucuji praci MUDr. Tomase Hrndéiie pirijmout

k obhajobé a vyuZit ji jako hodnotny podklad pro udéleni titulu ,,Ph.D.* za jménem.
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