Oponentsky posudek na diplomovou praci

Autor préace: Hana Jatova

Nazev prace: Immunomodulation of dendritic cells by adenylate cyclase toxin from
Bordatella pertusis

Jméno skolitele: Mgr. Irena Adkins, PhD.
Jméno oponenta: Mgr. Toma$ Brdicka, Ph.D.

Datum: 1.6.2010

Hana Janova se ve své diplomové praci zabyva vlivem toxinu CyaA z bakterie
Bordatella pertusis na schpnost dendritickych bunék prezentovat antigeny T lymfocytiim.
Bordatella pertusis zpisobuje onemocnéni Cerny kasel, potencielné smutelnou chorobu, kterd
i pres rozsdhlou vakcinaci stale jest€ postihuje nezanedbatelnou ¢ast svétové populace.
Adenylat cyklasovy toxin CyaA, kterym se zabyva tato diplomotvé prace je jednim
z nejdilezit€jsich faktort virulence B. Pertussis. Vyzkumu tohoto toxinu a jeho viivu na
buriky imunitniho systému jiz bylo vénovano znadné mnoZstvi publikaci. Pfesto viak jsou
nekteré jeho funkce jen pomémé mélo prozkoumadany. Jednou z t&chto aktivit je jeho vliv na
antigenni prezentaci dendritickych bunék, o které pojednava 1 tato diplomové prace.

V uvodu Hana Jaflova podava piehled literatury, ktery se v prvni ¢asti zabyva biologii B.
perfussis a toxiny, které tato bakterie produkuje. Nasleduji kapitoly o relevantnich funkcich
imunitniho systému a literarn{ pehled je ukonéen podrobnym pojednanim o interakcich CyaA
s raznymi typy leukocytil. Pfehled literatury je velmi kvalitn€ zprcovan, svym rozsahem zcela
dostadyjici a aZ na vyjimky md pfimy vztah k problémim feSenym ve vysledkové Casti. Ta se
pak vénuje konkrétnim experimentim, s cilem objasnit roli CyaA v antigenni prezentaci.

V prvni ¢asti pouZiva modelovy antigen v podobé serie ovalbuminovych epitopil vnesenych
do dendritickych bunék inaktivovanym toxoidem (CyaA-OVA-CA”) a pfesvédéivé dokazuje
Ze CyaA silng€ inhibuje schpnost téchto dendritickych bunék aktivovat T lymfocyty
rozeznavajicl vnesené ovalbuminove epitopy. Jak jsem vyrozumél z textu price, experimenty
s podobnym vysiedkem byly v laboratofi provadény i s kompletnim ovalbuminem. Ziejmé
proto byl ve druhé £asti prace pouZivan jako modelovy antigen ovalbumin. Experimenty

v této ¢asti se zabyvaji jednotlivymi procesy souvisejicimi s prezentaci antigend, a majf za cil
objasnit mechanismus, jakym CyaA inhibuje schopnost dendritickych bunék aktivovat T
lymfocyty. Postupné se podatilo jasnym a piesvédéivym zpisobem vyvratit fadu moZnosti,
jako napf. vliv na apoptosu a adhesivitu dendritickych bunék, vliv na endocytdézu ovalbuminu
a jeho zpracovéni proteasomem ¢&i v endosomalnim kompartmentu. Prace tak sice nepiinesla
definitivni vysvétleni efektti CyaA na aktivaci T lymfocytQ, presto si ale myslim, Ze pfind5i
fadu novych dulezitych poznatkil a svym rozsahem, zna¢nou technickou naro€nosti a
dosaZenymi vysledky vice neZ spliiuje to, co se od prace tohoto typu oéekava. Velmi ocefuii
dobf¥e napsanou diskusi a rozumnou interpretaci ziskanych dat.

Po technické strance Hana Jaiova prokazala zvladonuti fady velmi nérodnych
molekularné biologickych, biochemickych a bunééné biologickych metod a schopnost prace
s védeckou literaturou. Po formaélni strance je prace kvalitn€ zpracovdna a napséna velmi
dobrou angli¢tinou s minimem chyb.

Jako takova prace jednoznaéné spliiuje poZadavky na diplomovou pricia
doporuduji ji ke kladnému pFijeti.



Zavérem jesté nékolik dotazli do diskuse:

1.V préci pouzivéte dva rizaé modelové antigeny, CyaA-OVA-CA™ a ovalbumin,
pfitmZ na CyaA-OVA-CA™ demonstrujete schopnost CyaA inhibovat funkci
dendritickych bunék, zatimeco ovalbumin je pak pouZivan ke studiu mechanismu této
inhibice. Jaké jsou rozdily ve drahach vedoucich k prezentaci peptidd na MHCI a
MHCII mezi ovalbuminem a CyaA-OVA-CA™. Byly podobné experimenty jako s
ovalbuminem provedeny i s CyaA-OVA-CA™

2. Podafilo se vam vyloudit fadu moZnych mechanisma, kterymi by CyaA mohl
ovliviiovat schopnost dendritickych bunék prezentovat antigeny a aktivovat T
lymfocyty. Je mo7Zné, Ze by CyaA ovliviioval tvorbu imunologické synapse nebo
pelarizaci dendritické buriky pfi interakei s T lymfocytem (zejména v souvisiosti
s jeho efekty na cytoskelet)?

3. M¢la jste mozZnost pfimo porovnat dendriticke buniky prezentujici peptidy z
ovalbuminu a CyaA-OVA-CA™ pokud jde o jejich schopnost aktivovat T lymfocyty?
Byla by Sance na vyuZiti konjugéti toxoidu s riznymi epitopy pfi vyvoji novych
vakein?

4. Jakym mechanismem byla po aktivaci v buitkédch B3Z indukovéna tvorba beta-
galaktosidasy? V praci to neni dostatecné jasné vysvétleno.
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