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Tato disertacni prace byla resena v nlmci grantu MSMT CR, C. LNOOA033 

"Proteomove centrum pro studium intracelularnfho parazitismu bakterif" s dalSf podporou 

ryzkumneho zarneru MSM VZ 0021620812. Hlavnfm zamerenim Proteomoveho centra bylo 

studium casne faze interakce hostitelskych bunek a patogenni intracelularni bakterie. MUDr. 

lakub Novosad vypracoval svoji disertacnf praci pod vedenfm skolitelky MUDr. Ireny 

Krcmove, CSc., a prednosty Ustavu klinick6 imunologie a alergologie FN HK prof. RNDr. 

Jana Krejska, CSc.. Tato prace pnspfva k objasnenf zakladnfch informacf tykajfcfch se 

interakce intracelularni, gram-negativni bakterie Francisella tularensis s hostitelsI<ymi 

buiikami, v tomto pJ'ipade s monocyto-makrofagovou linif J774.2. Presto, ze je v posledni 

dobe tato oblast v centru zajmu mnoha resitelskfch iYmu, zatim nenf patogeneze bakterie F. 

tularensis zcela objasnena. MUDr. Novosad udelal nejen sVYroi rysledky, ale hlavne jejich 

interpretacf pou:1:itfm komplexniho statistick6ho testovani, krUcek k dalsfmu porozumenf 

molekularnim mechanizmlim interakce F. tularensis s hostitelskou buiikou 

CHern hodnocen6 disertacni prace bylo 11 vytvorit in vitro model infekce F. tularensis 

L VS (live vaccine strain), 2/ zjistit specifick6 ZIDeny exprese nekterych aktivacnich 

povrchovych molekullinie J774.2 v zavislosti na infekci, 3/ zjistit, jestli je mozne eliminovat 

infekci stimulacf makrofagfl, 4/ pomocf monitorovani exprese aktivacnich povrchorych 



molekul pl'edpovidat prubeh infekce 51 charakterizovat vliv stimulace na interakci, 61 zjistit 

existenci korel<itu specificke exprese aktivacnfch molekul hostitelskych bunek s interakcf 

bakterii a 71 zjistit aplikovatelnost rysledku v klinice. 

Prace je sepsana v rozsahu 153 stran, je standardne clenena do misledujicfch kapitol: 

uvod a cn prace, teoreticka cast, experimentalnf cast, rysledky, zhodnocenf rysledku a 

diskuze, zaver, literatura a pl'ehled publikacnf Cinnosti autora. Rozsah pouZitych zkratek je 

odpovidajfcf. 

V teoreticke casti je charakterizovana bakterie F. tularensis z hlediska taxonomie, 

epidemiologie, a jsou zde uvedeny vsechny zname poznatky 0 prubehu primarnf infekce F. 

tularensis. Pomeme obsahla cast je venovana obecnemu konceptu interakce mezi 

intracelularnimi parazity a imunitnfm systemem (strategie bakterif k osfdlenf hostitelskych 

bunek, obranne mechanizmy hostitelske buiiky, fagocyt6za, aktivace a signalizace makrofagil, 

atd.). Zvlast' vyznarnne pro tuto praci je shrnutf informacf 0 inflamazomu, signalizaci 

zprostl'edkovanou IFNy a lipopolysacharidy a uloze oxidu dusnateho ve vztahu 

k intracelularmm bakterifm. 

V experimentalnf casti Je uvedena charakteristika a zpusob mel'enf zvolenych 

povrchovych znaku CD54, CD16/32 a CD86, metodologicke pozmlmky k detekcf NO a CFU. 

Buiiky 1774 byly infikovany bakterii F. tularensis LVS (MOl 100) a to bud' bez stimulace, 

pl'ed nebo po stimulaci. Ke stimulaci byly pouZity IFNy, LPS z E. coli nebo koktejl obou. 

V casech 0, 3, 6, 9 a 24 hodin byla zmel'ena exprese jednotlirych povrchorych molekul, 

produkce NO makrofagy a proliferace bakterif. Pro analyzu ziskanych rysledku (ziskana jak 

v opakovanych mel'enfch, tak v nezavislych mel'enfch) byla pOuZita komplexni analyticka 

metoda smfSena faktorialnf ANOV A konceptualizovana spolu s mnohocetnou regresi do 

obecneho linearnfho modelu. 

Vysledky exprese povrchorych znaku jsou V)jadl'eny ve forme histogramu a do analyz 

byly brany MFI (median fluorescence intensity), proliferace bakterii je vyjadl'ena jako CFU 

(colony forming unit) a produkce NO mel'eneho Griessovym cinidlem je pomocf referencnich 

standardnich roztokU vyjadl'ena v llMil. 

V kapitole zhodnocenf rysledkU jsou analyzovany rysledky pro jednotlive parametry 

zvlast' i v kombinaci mezi s sebou: exprese CD54, CD16/32, CD86, produkce NO a 

proliferace bakterii. Diky pOuZitf sofistikovaneho statistickeho programu ANOV A byly 

zjisteny velmi zajimave souvislosti mezi jednotlivYmi komponenty a promennYmi. Z mnoha 



uvedenych, statisticky vYznamnych korelaci, bych nektere nida uvedla. Napfiklad na 

podklade vypoctenych hodnotje mozne tvrdit, ze pokud bylo MFI pro CD54 vetSi nez 37.9, 

pak je mozne se 100% senzitivitou (dochazi k ni pokatde, rna-Ii bYt infekce eliminovana) a 

73.3% specifikou (k indukci dochazi i za jinych situaci, ktere ale nemusi vest k eliminaci 

infekce) tvrdit, ze za 24 hodin po infekci dojde k uplne eliminaci infekce. Toto je nazomy 

pi'iklad mozneho vyutiti v klinicke praxi, ke kteremu bychom bez pouziti komplexniho 

statistickeho programu nikdy nedosli. Podobnym zpusobem byla stanovena prediktivni 

hodnota produkce NO ve 24. hodine. V dalsi analyze bylo hodnoceno, ktere z kontrolovanych 

vnejsich faktoru vedou k parametrum s vyPovedni hodnotou ve smyslu predikce chovaru 

infikovanych a stimulovanych bunek. Diky vysledkilm ANOV A je zi'ejme, ze daleko vetS! 

efekt na vyslednou hodnotu u vsech ti'i sledovanych parametru (MFI CD 54 v 6h, MFI CD86 

za 24h, MFI CD54 6h x MFI CD86 24h) rna zvolene stimulacni agens (tj. zadne, LPS, IFNy Ci 

kombinace LPS+IFNy) ve srovnani s efektem modelu infekce a stimulace (tj. zadna infekce, 

infekce po stimulaci, infekce pi'ed stimulaci a samotna infekce). 

v zaveru je dostatecne a jasne zodpovezeno 7 zakladnich cilu teto disertacni prace. 

Byl vytvoi'en a mnohokrat ovei'en fungujici model infekce F tularensis na mysi monocyto­

makrofagove linii 1774.2. Infekce zasadnim zpusobem zasahuje do fyziologickych 

mechanizmu hostitelske bui\ky, coz je mome prokazat reprodukovatelnymi a mei'itelnymi 

specifickymi zmenami vexpresi povrch0vYch molekul a produkci NO v ruznych casovych 

intervalech, pi'icem.z tyto zmeny koreluji s eliminaci bakterii. 

Dotazy oponenta k obbajobe disertacni prace: 11 Velmi me zaujala pouzita komplexni 

statisticka analyza. Mohl by jste zjednodusene vysvetlit vYznam pouzitych modelu a testu? 21 

Samotna infekce nevyvolavala oproti kontrolnim bui\kam vYznamne zmeny v expresi 

povrchovych molekul na rozdil od stimulace IFNy, LPS Ci jejich kombinaci. V teoreticke casti 

2.4.2.2.3. uvadite, ze intracelulami patogeny dokazi blokovat NFKB (coz bylo prokazanu i u 

F tularensis), ale ne signalni cestu JAKISTAT aktivovanou IFNy - IFNGRI a 2. Mel by jste 

vysvetleni pro snizeni exprese jednotlivYch povrchovYch znaki't stimulovanych bunek po 

pi'idani infekce? 

Zaver: MUDr. Jakub Novosad ziskane vysledky uspesne publikoval v casopisech s IF, v 

recenzovanych i nerecenzovanych casopisech a prezentoval je na mnoha narodnich i 



rnezimirodnich vedeckych f6rech. PredloZeuc't disertacni prace splnila dane cile a zodpovedela 

zadane otAzky, ktere si v llVOdnf casti kladla. Jedna se 0 unikatnf pnici v tom slova smyslu, -J.£ 

pro biologicky system pouZila komplexni statisticke zpracova.ni, coz je v obdobnych praC£ch 

ojedinele. Diky tomu sc vsak objevujf statisticky vyznamnc korelace, ktere by jinak nebylo 

mOZne ziskat. Krome toho pnspNa tato pnice k novym poznatkum lykajic1 se objasneni 

vztahu bakterie F. tularensis k hostitelske builce. Tuto praci hodnotim vdmi kladne a 

doporucuji takto pfedlo:lene statislicke analyzy aplikovat v srrsirn mefttku i U ostatnich pmc1, 

ve kterych se ziskava v~t§i pacet dat v rrunci nekolika parametn'J. a promennych. 

Predlozena diserta~ni price MUDr. Jakuba Novosada spmuje pobdavky standardnc 

kladenc na diserta~ni price a jednoznacne doporucuji jeji pii.ieti k obhajobe. 

V Hradci KI:ilove31. 5. 2010 
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