Doc. RNDr. Jan Cerny, Ph.D.
Assistant Professor of Immunology
CHARLES UNIVERSITY, FACULTY OF SCIENCE
Department of Cell Biology

Vini¢néa 7, 128 40 Praha 2

Czech Republic

Phone: (++420) 2 4106 1795
E-mail: cerny2@natur.cuni.cz

Oponentsky posudek na dizertacni praci

Mgr. Anetty Hértlové

MOLECULAR MECHANISMS OF THE INTERACTION OF INTRACELLULAR
PATOGEN FRANCISCELLA TULARENSIS AND ANTIGEN PRESENTING CELLS

Disertacni prace Anetty Hértlové je vénovana velice atraktivnimu tématu interakce mezi patogenem a
hostitelem. Studovanym patogenem je Franciscella tularensis, potencialné vyuzitelny jako biologicka zbran,
coz dale zvySuje aktualnost a dialezitost zvoleného tématu. Jak se v praci konstatuje, nestac¢i jen studovat a
vyhledavat nové typy antibiotik, ale detailn¢ poznat zivotni cyklus patogenti, pro predikci novych
ochrannych strategii. Pravé tomu se Anetta Hartlova ve své praci vénuje — snazi se nalézt dosud nepopsané
interakce F. tularensis s hostitelskou bufikou a to s vyuZitim nejpokrocilejsi bunééné-biologickych a
biochemickych technik. Zde je tfeba zminit a ocenit metodiku kvantitativni hmotnostni spektrometrie, ktera
je extensivné vyuZita a ziskana data jsou sofistikované vyhodnocena. Zvolené téma je mimoiadné dulezité a
inovativni, pohybuje se na hran¢ védeckého poznani a ma velky aplika¢ni vyznam.

Dizerta¢ni prace je sepsana kvalitni angli¢tinou, formalné je na vysoké urovni, obsahuje minimum pieklept,
obrazova dokumentace je odpovidajici typu a zaméfeni prace. Struktura prace je klasicka — obsahuje
extensivni seznameni stématem a metodami (modelem F. tularensis jako takovym, konceptem
membranovych rafti a jeho roli v patogenesi vybranych mikroorganismii, proteomikou zalozenou na
hmotnostni spektrometrii). Dale je zevrubné popsana vyuzitd metodika, kterd jednoznacné umoziuje
pochopit design provadénych experimentt. V ¢asti vysledky jsou sumarizovana data ziskana autorkou pii
realizaci dvou projektl, ta jsou v diskusi peclivé a zevrubné diskutovana. Proti struktuie a obsahu prace
nemam zadnych namitek.

Prace obsahuje vyznamna prioritni zjisténi. Autorka jasné prokazala zavislost vstupu F. tularensis na obsahu
cholesterolu v membrané hostitelské buniky, odhalila fadu raftovych komponent relevantnich pro Zivotni
cyklus studovaného patogenu, z nichZ nejzajimavéjsSim se jevi molekula Sequestosome-1, kterému se autorka
zevrubnéji vénovala. Autorka identifikovala nové molekuly zapojené do zivotniho cyklu ptivodce tularémie,
coz jist¢ povede klepsimu pochopeni jeho interakce s hostitelskou bunkou s moznou aplikaci do
modifikace/navrhu novych ochrannych strategii. Objev role Sequestosomu-1 (p62) nezavisle potvrdil
dulezitou roli autofagie v Zivotnim cyklu F. tularensis. Nesmirné dulezitd a zajimava data byla ziskana
pomoci kvantitativniho hmotnostné-spektrometrického pfistupu, zde bylo dosazeno limit moderni
progresivni technologie na vhodném modelu, da se ocekavat, Ze timto smérem bude mozné pii pokra¢ovani
experimentti dospét ke konceptualné zadsadnim objevim!

Vzhledem k tomu, Ze se dizerta¢ni prace mize opfit o tii publikace v kvalitnich mikrobiologickych
casopisech, kde je v jednom piipadé¢ Anetta Hértlova prvni autorkou, je jasné, Ze byly splnény vsechny
formalni i kvantitativni pozadavky kladené na studenty PGS studia tykajici se védecké vychovy a publika¢ni
aktivity.

K praci bych mél nékolik dotazu:




e Koncept membranovych RAFTO/mikrodomém je pomérné kontroverzni. Po obdobi nekritické
interpretace experimentalnich dat v kontextu raftové teorie je ziejmé, Ze je téeba byt velice opatrny.
Jaky je va$ osobni nazor na tuto oblast vyzkumu, kde je mozné nalézt mezi jinymi i renomované
autorit, které povazuji RAFTy biologickych systémech za komplexni experimentalni iartefakt.

e Velice ¢asné po internalizaci F. tularensis pozorujete asociaci s p62 a autofagni drahou. Jak si to
vysvétlujete? Jedna se o aktivni process ze strany bakterie nebo efekt pfirozenych intracelularnich
imunitnich mechanism?

e Konstatujete, Ze pozorujete asociaci mezi p62 a ubiquitinylovanymi proteny okolo bakterie — zatim
bez urceni, zda se jedna o proteiny hostitelské buiiky nebo bakterie. Jakym zptisobem planujete urcit
identitu téchto ubiquitynylovanych proteinti?

e Podobné jako ostatnim skupinadm pfipravujicim a analyzujicim DRM, i vam se podaftilo identifikovat
celou fadu protein, které se zdaji byt kontaminantami a jsou arteficielné koasicovany s
membranovou frakei nerozpustnou v neiontovych detergentech vyplavavajici ve flotacnim
sachar6zovém gradient. Jaka je vase interpretace téchto kontaminaci?

e Ve svych experimentech vyuzivate jak bunéénou linii J774.2, tak makrofagy diferencované z
hematopoetickych kmenovych bunék kostni dfen¢. Mohla byste stru¢né srovnat oba bunééné modely
ve vztahu k infekci a studiu bunééného cyklu F. tularensis.

PredloZena diserta¢ni prace spliiuje podminky uvedené v § 47 odst. 4 zikona, Anetta
Hirtlova jasné prokazala zpisobilost k samostatné védecké praci, disertacni praci doporucuji
predlozit k obhajobé.
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