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Tato disertaéni prace byla feSena vramei grantu MSMT CR, & LNOOGAO33
“Proteomové centrum pro studium intraceluldrntho parazitismu bakterii” s dal$i podporou
vyzkumného zaméru MSM VZ 0021620812, Hlavnim zamé&fenim Proteomového centra bylo
studium casné faze interakce hostitelskych bun&k a patogenni intracelularni bakterie. MUDr.
Jakub Novosad vypracoval svoji disertaéni praci pod vedenim Skolitelky MUDr. Ireny
Krémové, CSc., a piednosty Ustavu klinické imunologie a alergologie FN HK prof. RNDr.
Jana Krejska, CSc.. Tato prace piispivd k objasnéni zékladnich informaci tykajicich se
interakce intraceluldrni, gram-negativni bakterie Francisella tularensis s hostitelskymi
butikami, v tomto pfipadé s monocyto-makrofagovou linii J774.2. PYesto, Ze je v posledni
dobé tato oblast v centru z4jm mnoha fe$itelskych tymu, zatim neni patogeneze bakterie F.
tularensis zcela objasnéna. MUDr. Novosad udélal nejen svymi vysiedky, ale hlavné jejich
interpretaci pouZitim komplexniho statistického testovani, kricek k dal$imu porozuméni

molekuldrnim mechanizmim interakce F. fularensis s hostitelskou buitkou

Cilem hodnocené disertalni prace bylo 1/ vytvofit in vitro model infekee F. tularensis
LVS (live vaccine strain), 2/ zjistit specifické zmény exprese n€kterych aktivatnich
povrchovych molekul linie J774.2 v zavislosti na infekei, 3/ zjistit, jestli je moZné eliminovat

infekci stimulaci makrofagl, 4/ pomoci monitorovani exprese aktivatnich povrchovych



molekul pfedpovidat pribéh infekce 5/ charakterizovat vliv stimulace na interakei, 6/ zjistit
existenci koreldtu specifické exprese aktivaénich molekul hostitelskych bunék s interakei

bakterif a 7/ zjistit aplikovatelnost vysledkd v klinice.

Préce je sepsdna v rozsahu 153 stran, je standardné ¢lenéna do nasledujicich kapitol:
uvod a cil prace, teoretickd ¢dst, experimentdlni ¢ast, vysledky, zhodnoceni vysledkd a
diskuze, zavér, literatura a pfehled publikacni Cinnosti autora. Rozsah pouZitych zkratek je
odpovidajici.

V teoretické Casti je charakterizovana bakterie F. rularensis z hlediska taxonomie,
epidemiologie, a jsou zde uvedeny vSechny znamé poznatky o prib&hu primérni infekce F.
tularensis. Pomémé obsdhla &ast je vénovdna obecnému konceptu interakce mezi
intracelularnimi parazity a imunitnim systémem (strategie bakterii k osidleni hostitelskych
bungk, obranné mechanizmy hostitelské buniky, fagocytdza, aktivace a signalizace makrofagi,
atd.). Zviast vyznamné pro tuto praci je shrnuti informaci o inflamazomu, signalizaci
zprostfedkovanou IFNy a lipopolysacharidy a tloze oxidu duspatého ve vztahu
k intracelularnim bakteriim.

V experimentilni &4sti je uvedena charakteristika a zpisob méfeni zvolenych
povrchovych znaklt CD54, CD16/32 a CD86, metodologické poznimky k detekci NO a CFU.
Buriky J774 byly infikovany bakterii F. tularensis LVS (MOI 100) a to bud’ bez stimulace,
pred nebo po stimulaci. Ke stimulaci byly pouZity IFNy, LPS z E. coli nebo koktejl obou.
V &asech 0, 3, 6, 9 a 24 hodin byla zméiena exprese jednotlivych povrchovych molekul,
produkce NO makrofégy a proliferace bakterii. Pro analyzu ziskanych vysledkl (ziskana jak
v opakovanych méfenich, tak v nezavislych méfenich) byla pouZita komplexni analyticka
metoda smiSend faktoridlni ANOVA konceptualizovana spolu s mnohoéetnou regresi do
obecného linearniho modelu.

Vysledky exprese povrchovych znaki jsou vyjadfeny ve forme histogrami a do analyz
byly brany MFI (median fluorescence intensity), proliferace bakterii je vyjadiena jako CFU
(colony forming unit) a produkce NO mé&feného Griessovym ¢Einidlem je pomoci referenénich
standardnich roztokl vyjadiena v pM/L

V kapitole zhodnoceni vysledki jsou analyzovany vysledky pro jednotlivé parametry
zvia$t i vkombinaci mezi ssebou: exprese CD54, CD16/32, CD86, produkce NO a
proliferace bakterii. Diky pouZiti sofistikovaného statistického programu ANOVA byly

Zjidtény velmi zajimavé souvislosti mezi jednotlivymi komponenty a proménnymi. 7 mnoha



uvedenych, statisticky vyznamnych korelaci, bych nékteré rdda uvedla. Napiiklad na
podkladé vypodtenych hodnot je mozné tvrdit, Ze pokud bylo MFI pro CD54 vétsi nez 37.9,
pak je moZné se 100% senzitivitou (dochazi k ni pokaZdé, ma-li byt infekce eliminovéna) a
73.3% specifikou (k indukci dochézi i za jinych situaci, které ale nemusi vést k eliminaci
infekee) tvrdit, Ze za 24 hodin po infekci dojde k plné eliminaci infekce. Toto je ndzorny
pfiklad mozného vyuZiti v klinické praxi, ke kterému bychom bez pouZiti komplexniho
statistického programu nikdy nedo$li. Podobnym zpGsobem byla stanovena prediktivni
hodnota produkce NO ve 24. hoding. V dal¥f analyze bylo hodnoceno, které z kontrolovanych
vnéjsich faktord vedou k parametrlim s vypovédni hodnotou ve smyslu predikce chovéani
infikovanych a stimulovanych bungk. Diky vysledkim ANOVA je zfejmé, Ze daleko vétsi
efekt na vyslednou hodnotu u v8ech tfi sledovanych parametréi (MFI CD54 v 6h, MFI CD8&6
za 24h, MFI CD54 6h x MFI CD86 24h) ma zvolené stimulaéni agens (tj. Zadné, LPS, I[FNy ¢&i
kombinace LPS+IFNY) ve srovnani s efekiem modelu infekce a stimulace (1j. Z4dna infekce,

infekce po stimulaci, infekce pfed stimulaci a samotna infekee).

V zavéru je dostatetné a jasn€ zodpovézeno 7 zdkladnich cild této disertadni prace.
Byl vytvofen a mnohokrat ovéfen fungujici model infekce F. fularensis na mysi monocyto-
makrofagové linii J774.2. Infekce zdsadnim zplisobem zasahuje do fyziologickych
mechanizmi hostitelské buiiky, coZ je moZné prokézat reprodukovatelnymi a méfitelnymi
specifickymi zménami v expresi povrchovych molekul a produkei NO v raznych ¢asovych

intervalech, pfi¢emzZ tyto zmény koreluji s eliminaci bakterii.

Dotazy oponenta k obhajobé diserta¢mi prace: 1/ Velmi mé zaujala pouZita komplexni
statistickd analyza. Mohl by jste zjednodudeng vysvétlit vyznam pouZitych modeli a testa? 2/
Samotna infekce nevyvoldvala oproti kontrolnim bufikdim vyznamné zmény v expresi
povrchovych molekul na rozdil od stimulace IFNy, LPS &1 jejich kombinaci. V teoretické Casti
2.4.2.2.3. uvadite, Ze intracelularni patogeny dokazi blokovat NFxB (coZ bylo prokazinu i u
F. tularensis), ale ne signdlni cestu JAK/STAT aktivovanou IFNy — IFNGR1 a 2. Mél by jste
vysvétleni pro sniZeni exprese jednotlivych povrchovych znakl stimulovanych bunék po

pfidani infekce?

Zavér: MUDr. Jakub Novosad ziskané vysledky fisp&sn€ publikoval v Casopisech s IF, v

recenzovanych i nerecenzovanych Casopisech a prezentoval je na mnoha narodnich i



mezinarodnich védeckych forech. PfedloZena disertatni prace splnila dané cile a zodpovédela
zadané otazky, které si v Givodni €4sti kladla. Jedna se o unikdtni préici v tom slova smyslu, Ze
pro biologicky systém pouZila komplexni statistické zpracovani, coZ je v obdobnych pracich
ojedinélé. Diky tomu se vSak objevuji statisticky vyznamné korelace, které by jinak nebylo
mozné ziskat. Kromé toho pfispéla tato prace k novym poznatkim tykajici se objasnéni
vztahu bakterie F. tularensis k hostitelské butice. Tuto praci hodnotim velmi kladné a
doporucuji takto ptedloZené statistické analyzy aplikovat v §ir$im méfitku i u ostainich praci,
ve kterych se ziskava v&t3i polet dat v raimcei nékolika parametrii a prom&nnych.

PredloZena disertatni prdce MUDr. Jakuba Novesada spliiuje poZzadavky standardné
kladené na disertaéni price a jednoznatné doporuduji jeji piijeti k obhajobé.
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