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OPONENTSKY POSUDEK

Na téze k doktorské diserta¢ni praci

Recognition of Microbial Molecular Patterns in Earthworms
Mgr. Frantiska Skanty

Evoluce imunitniho systému se odviji od ptirozené imunity, ktera chrani nizsi organismy pted
moznymi patogeny, ale soucasn¢ umoznuje rozlisit vlastni struktury od cizich. Pro studium
ptirozené imunity jsou nejvhodnéjsi nizsi bezobratlé organismy, které jesté nemaji rozvinutou
imunitu adaptivni, ktera tudiZ nemtze pusobeni pfirozené imunity nepiekryvat. Timto zptisobem je
mozné detailné popsat signalni drahy reakei této imunity a vyuzit je pro terapii imunologickych
onemocnéni nebo pro preklinickou selekcei 1€¢iv. Vyznam ma i popis moznosti biologické kontroly
nad Sktdci, tak 1 moZnosti zdokonalovat chovy komeréné vyuzivanych bezobratlych. Nejcastéji se
jako model pouzivaji octomilka, bourec morusovy, S§vab americky, zavije¢ voskovy, potemnik
moucny, martind¢ a rumeénice pospolna.

Vzhledem k veliké rozmanitosti taxont bezobratlych jsou velké rozdily v télnich bariérach,
imunitnich reakcich, vyuziti kyslikovych metabolitil 1 zastoupeni a aktivitdch antibakteridlnich
proteinti. Dllezité jsou 1 rozpoznavaci moznosti zaloZené na rozliSeni vzori (PRR). V ramci jejich
specifity jsou detekovany patogeny (PAMP) i jiné mikroby (MAMPs), a mohou slouzit i jako
opsoniny pro fagocytézu, nebo aktivovat serinové proteasy. Zajimavé jsou z téchto hledisek
malostétinati Cervi. Ti maji septovany trup v coelomech, do kterych ¢aste¢né prostupuji stievni
mikroby. Z imunologického hlediska proto pfestavuji zajimavy objekt intenzivnéjsiho studia.

Vysledky piedlozené disertace prace jsou zaloZzeny na kompilaci vysledki 8 publikovanych
¢lanki. Ve dvou pracich je predkladatel prvym autorem.

-----

S mikroorganismy, bunééné a humoralni obranné mechanismy a buné¢né regulace Zeleza v téle
zizal.

Cile prace jsou konkrétné stanoveny a to na vliv prostedi na 5 detailn¢ definovanych oblasti,
které pokryvaji ptiloZené publikace.

Vysledky byly ziskany na zakladé Sirokého spektra biochemickych, imunologickych,
histologickych, mikrobiologickych i molekularné genetickych metod, které dokazuji Siroké
metodické zkuSenosti predkladatele.

Experimentalni ¢ast disertace zahrnuje ziskané vysledky doktoranda, které jsou strukturovany
podle vyslych publikaci, na kterych se autor podilel. Vyzdvihl bych tyto nové vysledky:

Pro celou disertaci bylo podstatné zavedeni jednoduchého a jednozna¢ného uréeni E. andrei a
E. fetida a to na zakladé sekvenci mitochondrialni cytochrom c¢ oxidasy a vyvinuti specifickych
PCR primert. Bez n€j by nebylo mozné spolehlivé vyhodnoceni naslednych pokusi. To se tyka
napt. irovné exprese coelomového cytolytického faktoru, lysozymu, proteinas i produkce fetidinu
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a lyseninu jedinci obou druhl po zméné zivného substratu. Zajimavé je, ze pocet kopii
jednotlivych genti u obou druhti se vyrazné lisi.

Vyznamny byl i popis odezvy PRR receptort na detekci G+, G- bakterie a kvasinek u jedinct
E. andrei, které vedlo k nartstu produkce coelomového cytolytického faktoru a lysozymu ve
stftevu. Soucasné byly zvyseny aktivity nékterych hydrolytickych enzymi (proteinas, laminarasy a
glukosaminidasy). Nebyly indukovany aktivity endochitinas, chitobiosidas a cellobiosidas, coz
vedle glukosaminidas representuje hlavni enzymy podilejici se na hydrolyze stény kvasinek.

Spusténi imunitni odpovédi na ptidavek G+, G- bakterie a kvasinek v kultufe E. andrei bylo
sledovano pomoci reversni transkripce a pomoci in situ hybridizace. To umoznilo popsat
dynamiku pasaze testovanych mikroorganismii a produkce a tkanovou lokalizaci CCF, lysozymu,
fetidinti/lyseninti v coelomocytech a stieve.

Vyznamny je popis struktury, exprese a specifity i fylogenetického zafazeni stfevniho TLR U E.
andrei. Svou strukturou je EaTLR nejvice podobny TLR prvoustych a druhotstych a je aktivovan
kulturou (G+) B. subtilis. Detailni popis receptoru piispél k nejvyssi citovanosti uvedené
publikace. Podobné¢ byly letos piesné urceny vlastnosti homologu LBP/BPI (Lipopolysaccharide-
Binding Protein/Bacterial Permeability Increasing protein) ,,Pattern Recognition receptoru, ktery
se aktivuje bakterialnimi lipopolysacharidy a byl u krouzkovci popsan vibec poprvé. Exprimuje
se pifedev§im v coleomocytech a seminalnich vaccich.

Proteiny vazajici zelezo jsou kli¢ové v homeostazi zeleza a podileji se na vrozenych akutnich
imunitnich reakcich bezobratlych. U E. andrei byla sestavena sekvence genu pro ferritin véetné
lokalizace sekvence “Iron-Responsive Elementu“(IRE). Ferridin byl nasledn¢ fylogeneticky
zatazen a izolovan. Bylo prokazano, Ze jeho exprese je indukovana v coelomocytech jak G+
bakteriemi, tak pomaleji v G- bakteriemi. Rovnéz byla prokazana i jeho akonitasova aktivita.
Pozdéji byl popsan i cytosolicky ,,Iron Regulatory Protein®, ktery se vaze na IRE a mize tak
Vytvaret kompletni IRE/IRP systém udrzujici bunéénou homeostazu zeleza.

Zizaly jsou dlouhodobé pouzivany jako indikator znegi§téni prostiedi. Autor sledoval reakci
téchto zvifat na pritomnost vysokych davek dibenzo-p-dioxinu a dibenzofuranu. Zajimavym
poznatkem jsou témé&f 3x zvySené pocty bakterii a to jak anaerobnich, tak pfedevs§im aerobnich
V kontaminovanych piidach. Na tento fakt reagovaly ZiZaly zvySenou produkci CCF. Pfedpoklada
se, ze uvedené polutanty zplisobuji predevs§im oxidacni stres a signifikantné zvysily hladinu
calreticulinu a HSP70. CAT a SOD nebyly vyrazné zvySeny. Piidni mikrobiom byl bohuzel
analyzovan na zaklad¢ sloZzeni mastnych kyselin fosfolipidli, coz umoZiiuje rozliSeni aerobti a
anaerobl, ale nikoliv funkénich skupin bakterii. Prace dokumentuje i histologické poSkozeni stieva
testovanych maloStétinatct.

Ptipominky
Str. 2 Zkratky jsou vétSinou v abecednim pofadi, jen ¢ast je pfipsana na konci.
Vysledek neni proto Uplné piehledny.
Str. 51 Seznam literatury obsahuje okolo 230 citaci peclivé zpracovanych ale
sefazenych podle ceské abecedy.
Dotazy:

1. Bylo provedeno nebo probiha vedle mitochondrialniho i sekvenovani genomu Eisenia
fetida nebo andrei?

2. Jsou znamy ligandy G+ bakterii, které by mohly aktivovat popsany EaTLR
receptor?

3. Do budoucna by bylo vhodné detailn&jsi zmapovani mikrobiot obou druhii Zizal.
maly selek¢ni tlak traviciho traktu na slozeni stfevniho mikrobiomu. Recentni
publikace ukazuji na moznou selekci ,.,komenzalni* mikroflory u druhii E. andrei,

Ustav zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v. V. i., Rumburské 89, 277 21 Libé&chov



E. foetida a Perionyx exkavatus (Aira a kol., 2015; Singh a kol., 2015).

4. Cim se liSila kontaminovana piida od kontrolni v ekotoxikologické studii? Byly pfi
méfeni pfidavany polutanty, nebo byla pouzita pfimo pida od ENVISAN-GEM
a.s.?

Zavérecné hodnoceni:

V piedlozené praci predkladatel prokazal schopnost pracovat s odbornou literaturou,
doklada experimentalni erudici, schopnost ziskané vysledky dobie vyhodnotit a predevsim je
vyborn¢ uplatnit. Veskeré publikace autora jsou, jak jiz bylo uvedeno na vysoké urovni odborné,
ale byly i publikované ve velmi dobrych ¢asopisech. Z celkového poc¢tu 10 publikaci jich bylo 8
Vv ¢asopisech z prvého kvartilu a jen dva ve tietim. Celkem jejich celkovy impakt je 31,343. Prace
Jiz byly 46x citovany a autor ma Hi 4, coZ jsou na doktoranda vynikajici vysledky. Na zaklad¢
toho mohu konstatovat, Ze autor disertace vyrazné pfispél k poznani vrozené imunity bezobratlych.
Jeho praci hodnotim jako vybornou, a splitujici vSechny pozadované nalezitosti na téze pro
doktorskou disertacni praci.

Ing. Jan Kope¢ny, DrSc.,

V Praze, 8. zafi 2016
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