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Identifikace novych faktori virulence

intracelularniho patogena Francisella tularensis

Prace se zabyva studiem faktord virulence a protektivnich antigenti bakterie
F. tularensis. Vzhledem k tomu, Ze by F. tularensis mohla byt pfipadné pouzita jako
biologicka zbrafi a Ze proti ni neexistuje vhodna vakcina, ma tato prace potencialné
velky prakticky vyznam a spoledenskou zavaznost. Ustav, na kterém byla prace
experimentalné provadéna, ma v oblasti studia F. tularensis dlouholeté zkugenosti a
mezinarodni kontakty a publikoval na toto téma fadu prioritnich vysledkd. Ustav mé
rovnez $pickové metodické moznosti. Jiz z téchto okolnosti vyplyva, Ze disertace je
Zzpracovana na vysoké urovni.

Prace méa obvyklé &lenéni: Abstrakt, Uvod, Teoreticky prehled, Cil prace,
Experimentalni ¢ast, Vysledky, Diskuse, Zaveér, Literatura a Pfilohy, které obsahuji
dvé publikace tykajici se problematiky feSené v disertaéni praci, v jedné z nich je
kandidatka prvni autorkou. Obé prace byly publikovany v renomovaném
impaktovaném Casopise Infection and Immunity. Kromé toho jsou citovany dal$i dvé
publikace v mezinarodnich Sasopisech, kde je V. Daikova spoluautorkou.

Prace ma velmi jasnou a promyslenou koncepci, je pfehledna a dobfe
formalné zpracovana. Teoreticky prehled je dobfe didakticky pojaty, nevadilo by
vsak, kdyby byl podrobnéjsi. Cile prace jsou presné a logicky formulovany a byly
beze zbytku spinény. V experimentalni ¢asti jsou popsany pouzité metody, které
zahrnuji jak klasické postupy mikrobiologie a imunologie, tak moderni a sofistikované
metody molekularni biologie, genetiky a proteomiky. Z vyétu metod je patrné, ze

autorka je vyborné metodicky vybavena pro dal$i védeckou praci.
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Patogeneze tularemické infekce a mechanismy imunitni obrany proti ni nejsou
dosud piné objasnény. Prace je zaméfena na hledani novych faktoru virulence mezi
TPR proteiny, které jsou v pfirodé zna&né rozsifeny a nékteré z nich byly
identifikovany jako faktory virulence u nékolika druhd bakterii. Funkce téchto protein(
se podili na tnikovych mechanismech bakterii proti obrané hostitele. Ve znamém
genomu F. tularensis autorka identifikovala tfi geny pro proteiny s TRP motivem,
které nebyly dosud z hlediska vyznamu pro virulenci studovany. Pomoci inseréni
mutagenese studovala Ulohu téchto genl/proteint pfi tularemické infekci. Metodami
in vitro i in vivo identifikovala a dale charakterizovala novy faktor virulence — protein
FTS_1680, ktery se uplatfiuje pfi unikovych mechanismech bakterie a podili se na
letalité infekce: je nutny pro dobrou nitrobuné&&nou replikaci, plné projevy
cytopatogenity, toleranci k teplotnimu stresu a podili se na virulenci.
oslabuje virulenci bakterie a eliminuje jeji letalitu, neposkozuje imunogenni viastnosti
modifikovaného kmene, zejména protektivni epitopy, takZze imunizace timto kmenem
chrani pred letalnim G¢inkem virulentniho matefského kmene FSC200. Tyto
poznatky maji velky prakticky vyznam a mohly by byt vyuZity pfi konstrukci vakciny.
VSechny ziskané vysledky tykajici se vlastnosti proteinu FTS_1680 a mutantniho
kmene inFTS 1680 jsou srozumitelné a pfehledné uvedeny v zavérech.
Imunoproteomickou analyzou kmenl inFTS_1680 a FSC200 byl identifikovan velky
pocet imunoreaktivnich antigen(, z nichZ nékteré byly popsany poprvé. Vzhledem ke
zminénému vyznamu téchto antigend pro pfipadny vyvoj vakciny je vSak tfeba mit na
paméti, Ze v8echny protilatky, které umoznily prikaz té&chto antigenl, nemusi mit
protektivni Gcinek.

Diskuse shrnuje a kriticky interpretuje vysledky v souvislosti s dosavadnimi

znalostmi o tularemii a o faktorech virulence obecné.

Prace se mi libi a mam jen okrajové kritické pfipominky:
e Bylo by velmi uzite€né, kdyby byl k praci pfipojen seznam zkratek.
e U Obr. 9A na str. 44 je patrné zaméné&no jednak FSC200 a inFTS_1680,
jednak inFTS_1680_K a FSC200

o Piekvapuje mé, zZe po imunizaci mysi jsou hladiny protilatek v den 0
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u imunizovanych zvifat mnohdy podstatné niz&i neZ u neimunizovanych

kontrol.

Réada bych poloZila nasledujici otazky:

e Piiinfekci makrofagh mutantou inFTS_1680 je ve srovnani s matefskym
kmenem sniZena proliferace a cytotoxické plisobeni bakterii. Projevuje se
tento efekt také pfi infekci epitelialnich bunék?

e Jak velké jsou zminéné patologické projevy u mysi imunizovanych mutantou
inFTS_16807 Neni moZné dosahnout protektivni imunity i niz§imi davkami,
které by nevyvolavaly patologické projevy? Celobuné&&na vakcina by byla
patrné ucinngjsi neZ vakcina subjednotkova, je v3ak jisté tendence vyvinout

spiSe vakcinu subjednotkovou. Jaky je sougasny stav ve vyvoji vakciny?
Zaveér
PredloZena disertacni prace je velmi kvalitni a zajimava a pfinasi nékolik prioritnich
vysledkl. Prace svéd&i o metodické i teoretické zdatnosti autorky a o jeji schopnosti

samostatné védecky pracovat a interpretovat ziskané vysledky. Proto doporuéuji, aby

prace byla pfijata jako podklad k udéleni védecké hodnosti PhD.

Prof. MUDr. Ludmila Proke$ova, CSc.

V Praze 25. 11. 2014
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