Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Jany Palenikové: interakce bunék
pFirozené imunity se spirochétami lymeské borelidzy a jejich ovlivnéni
molekulami kli$técich slin

V pfedkladané diplomové créct studentka nzvezuje na predchozi vizkum kolektivu
laboratofe imunclogie parazitdz tykajici se vlivu slin klistéte /xodes ricinus na mechanizmy
pfirozené imunity. lana Palenikova fedi ve své diplomové praci sloZitou problematiku
vzajemnych interakci bunék pfirozené imunity, a ic makrofagh a dendritickych bunék,
se spirochétami Lymeské borelidzy a ovlivhéni tdchto interakel plsobenim klidtécich slin.
Jelikoz méla studentka «dispozici dva slibné rekombinantni proteiny z klistécich slin,
zaradila je do svych pokusd a ziskaia s nimi velmi zajimaveé vysledky. Zabyvala se ovlivinénim
produkce cytokind iL-6, iL-10, {L-12 a TNF-a témito proteiny, pfilemZ na zakladé ziskanych
vysledkd zafadila také pokus s ovliviénim produkce it-6 na Grovini mRNA. Sledovala i vliv
obou téchto proteind na fagocytézu na modelu fiuorescenénich pHrodo kuliCek. Kuli¢ky
pHrodo jsou novym typem fluorescencéné znacenych partikuli, které jsou pro svou pH
senzitivitu s Gspéchem vyuzivany jako modelové Eastice pro studium fagocyidzy. Jelikoz ale
borelie jsou pfednosiné fagocytovany tzv. coiling tagocytdzou, xterd vyuziva odiidnych
bunéénych receptord a jinych signdinich dran nei klasickd fagocytdza, zafadila studentka
i pokusy s fagocytozou znadenych boreiii. Velky kus préce odvedla ale ui pfi samotné
optimalizaci mé&feni fagocyidzy v pritokovém cytomeiry, kierd, predeviim v pfipadé borelii
znacenych CFSE, byla znaéné obtiZna.

Prace ma obvykié ¢lenénf, po obsahu nésleduje literdrni pfehled napsany na 22 strandch, cile
prace (1 strana), materidl a metody (8 stran), vysledky {13 stran), diskuze (7 stran) a zavér (1
strana). Vse dopliuje seznam zkratek a prehled pouZité literatury, ktery obsahuje 184
puvodnich citaci.

Uvodni &ast ie ofehledné rozélandna do kapitol zabyvajicich se bareliemi {jeiich morfologii,
taxonomii 2 uspofadanim genomul, klistaty (havné taxonomii 2 Zivotnim cyklem klistat),
buntkami pfirozené imunity (se zamérenim na dendritické bunky a makrofigy) a jejich
vzidjemnymi interakcemi, posiedni kapitola je vénovana serpinim, skupiné proteind
ze slinnych Zlaz Wlistat.

Materidl 2 metody jsou popsany vécné a oiehledné, [ecing, ¢o mi vtéto ¢asti chyhi, je
podrobné&jsi zminka o nouZitych rekombinantnich proteinech, pfadeviim jakym zpidsobem
a v jakem expresrim systému byly vyrobany.



Vysledky jsou dobfe popsany a doplnény vidy prislusnym grafem. Grafy jsou pfehledné,
dobfe graficky zpracované a nemam jim co vytknout. Studentka ve svych pokusech nejenom
potvrdila, Ze sliny /. ricinus snizuji fagocytarni schopnost makrofagy, ale také popsala vyrazny
efekt jednoho z rekombinantnich proteinl — IRS-2 — na fagocytdzu. Ocenit musim ale znovu
optimalizaci méieni fagocyidzy s vyuZitim pritakovéno cytometru. VyuZiti pHrodo kulicek je
velmi elegantni fedeni, na kieréim je rnoino optimalizaci provést, dlieZité je ale podle mé téz
potvrdit vysledky pfimo na zkoumanéim patogeni, co? se studentice pres sloZiié rnetodickeé
peripetie poaafilo. OdlisSné vysiedky ziskané u fagocytézy phrodo kuliéek a CFSE borelii
v pfipadé ovlivnéni iRS-2 piipisuje studentka tomu, Ze IRS-Z ma pravdépodobné viiv
na schopnost makrofaga degradovat pohiceny antigen, nikcliv na samotnou fagocytdzu.
Tento protein zdéroven v pokusech inhiboval produkci IL-6 a ii-10 dendritickymi burnkami.
Protein SPi vedl ke sniZeni produkce pouze IL-10 témito buikami.

V diskuzi jsou vysledky kriticky zhedr sceny a perovniny jak s vysledky ziskanymi v [aboratofi
imunologie parazitdz, tak ! swyslediy linych prazcovift zebyvajicich se pracl s proteiny
ze slinnych %13z klistat. Zavéry jsou v bodach shrnuty v noesledni £4sti diplomové prace.

Méla jsem moincst ooonovat ji7 péknow hakaldfskou rnraci Jany Palenikové a rada konstatu;ji,
Ze mé studentka nezklamalz 2 také icif diplomovd prace si drii vyscky standard formalniho
zpracovani, Chyh ie v praci mdle 3 to, kterd e akjevuii, isnu vAtinou pouze ofeklapy nebo
drobné chyby z nepozornosti. Jako priklady uvedu pouze 2 Usmévné chyby, a to prvni ze str.
52, kde IRS-2 snifoval jisi€ produxcl L-i0, 2 ne sebe sama, jak je dvedeno, a druhou
v seznamu titeratury, kde ;e v nézva Lublikace Slamovd & kolelktivu uvedeno misto immune
interactions”, tedy imunivni interakee, ,mdrine interections”, tedy mysi int

K praci mam tyto otazky a pripominky:

Str. 2: u testovani kandidédtnich vakein proti antigendr borelii bych pFivitala citace, které by
umoinily dohledat jednotlivé praca

Str. 4: v tabulce pisete, ze Borrelia californiensis je pfenasena klistaty Ixodes scapularis, 1.
pacificus a {. ricinus, ale uvidite, Te se vvskvtuje fen v ISA naopak B. kurtenbachii ie zde

v

uveden jako pfendied i | scopuleric, ale piitom vyskyt pouze v Evropé. MdzZete to vysvétlit?
Str. 6, 17: u obrazk( v Cesky psané praci bych ofivitala aské nopisky

Str. 25: jak jsemn jiz zminila vySe, zde by bylo vhodné zafadit pcdrobnéjsi popis ziskani
a predisténi obou proteind, jelikoZ tyto postupy mohou mit vliv na vystedky imunologickych
pokustl. MiiZete to doplnit?



Str. 24, 26: borelie byly v pokusech pfidavany k bunkam do média s antibiotiky. Nemohl fakt,
ze spirochéty nebyly Zivé, {astedné ovlivnit vysledky pokus(, napfiklad u fagocytozy?

Str. 33: u proteinu SPI se zd3, jako by efekt na snizeni produkce IL-6 byl pozorovatelny pouze
u katepsin G knockout mydl Jak si to vysvatlujete? MiZe to znamenat, Ze zde hy byl efekt
proteinu SP! na tvorbu IL-6 z3visly nz stejném funkénim mistd jake inhibiéni aktivita proti
katepsinu G a kontaktem SPI s katepsinem G byl poskozen?

Str. 47: zde diskutuiete, prod ve vasich nokucezh nebvla méfitelnd produkee 1L-12.
Vysvétlujete to tim, Ze pouzity ELISA kit detekuie heterodimer ljeho? tvorbé by bvlo
potfeba kostimulz&niho sigrndlu, ktery ate chybél. Co je timto signdlem a proé nebylo moiné

ho v pokusu dosahnout? Pripadné proc nebyl pouZit jiny detekéni kit?

Str. 50: v pfipadé proteinu IRS-2 byly ziskany nzkonzistentni vysiedky pfi sledovani ovlivnéni
fagocytozy pHrode kulicek 2 CFSE znacenych horelii. Tente fakt vysvétlujete tim, Ze IRS-2
pravdépodobné neovliviiuje samotnou internalizaci &3stic, ale i mé vliv na zpracovani
antigenu ve fagozomu tim, Ze nedochazi v jeho plitcrnnasti ke sniZovani pH. Tato teorie mi
pfijde velmi zajimavd a jevi se | pravdépodobnd, neméiz jste aie moinost ji néjak overit?
Napfikiad v piipadé Tagocysdzy pirodo kulilek ovérit minaistvi ragocytovanych Eastic pomoci
fluorescentnr mikroskopie? Neoo nean’ moiné pomoc néjsksho dnidla  zjistit pH
ve fagozomech/lysozomech?

Prace Jany Palenikové obsahuje velké mnoisivi plvodnich vysledkl, kieré mohou byt
zakladem kvalitni publikace. Zaroven dosazené vysiedky naznacuji, ie by si toto téma
zaslouzilo jesté dalsi vyzkum, aby byly zodpovézeny otdzky, které vznikly pfi psani této
diplomové prace. A proto doufam, ie se studentka studiu viivu rekombinantnich klistécich
proteini na bunky prirozené irmunity bude vénovat ve svém pFipadindm doktorskem studiu.
Prace podle méno nazoru splniije ve viech ohledech naroky kiacené na diplomovou praci
Pfirodové&deckou fakultou Jihogeské univerzity v Ceskych Budéjovicich a doperuéuji ji proto
k obhajobé.

V Plzni 16. 1. 2013 @7

RNDr. Katefina Cerna, Ph. D.
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Posudek diplomoveé prace
Bc. Jany Palenikové
Interakce bunék prirozené imunity se spirochetami lymeské borelidzy

a jejich ovlivnéni molekulami kiistécich slin

Prace se zabyva studiem vztahu pfenase¢ — mikrob — hostitel na modelu lymeské
borelidzy. Jde o téma velmi aktualni, protoze lymeska boreliéza je onemocnénim ¢astym
a zévain\?m, proti kterému dosud neexistuje ucinné ockovani. Podrobnd znalost
imunotogickych reakci proti boreliim je zakladnim predpokladem konstrukce ucinne vakciny.
Prace byla provadéna v laboratofi, kt-er:é se jiz léta zabyvad studiem interakce kiistat
a8 imunitniho systému hostfirfele a dosahla vtéto oblasti fady prioritnich V\'/sledléﬂ.
Diplomantka se zaclenila do tohoto dlouhodobého programu iaboratofe a vysledky ieji prace.
namenaji dal§i posun vre$eni problematiky na molekularni 2 bunécné drovni
Imunomodutaéni uéinek klistécich slin je znam. Autorka studiem imunomodulaénich
vlastnosti dvou rekombinantnich protein( klistécich slin vyrazné prispiva k objasnéni
mechanismu pUsobeni klistécich slin pfi prenosu infekcé.

Prace je ¢lenéna obvyklym zplsobem a aZ na nékolik drobnych chyb je pékné
formalné upravena. Koncepce.je promyslena a realna a vytcenych cild bylo dosazeno. Velmi
se mi libi Gvodni literarni pfehled, ktery je velmi zajimavy a vyborné didakticky pojaty.
Uroven literarniho Gvodu a dlouhy seznam citované literatury ukazuji na dobrou orientaci
autorky ve studované problematice. Pouiitée metody jsou dobfe popsané. Jde o metody
vhodné moderni a ndroéné zahrnujici praci s experimentalnimi zvifaty, imunochemicke

metody, metody molekularni biologie a prdtokovou cytometrii.

Fel: 1420 22496 8455 Fax: 1420 22496 §455  Y-mail ludmifa.prokesova@lfl.cuni.cx.



V kapitole ,Vysledky” jsou popsané zjisténé uéinky rekombinantnich proteind Kliztécich shin
IRS-2 a SPI na tvorbu cytokinG IL-6, IL-10 a TNF-alfa a na funkci makrofagl. Soucasti
diplomové prace je rovnéi vypracovani metodiky sledovani fagdcytézy pritokovou
cytometrii. V\]sledky-jsou vystizné a logicky shrnuty vzavérech. Velmi presvédcive jsou
vysledky tykajici se inhibicniho Ginku IRS-2 na genovou expresi a produkci zanétového
cytokinu IL-6 mysimi dendritickymi bunkami. Jde o jasny prikaz jednoho z mechanismu
imunosupresiviniho pasobeni klistécich slin. Nepochybny je Géinek kligtécich slin pri potlaceni
fagocytozy u mysi, uéinek rekombinantnich protein viak jiz neni tak jednoznaény a vyiaduje
daldi studium.

Ziskané vysledky jsou kriticky posouzeny v diskusi. Zejména zajimava je diskuse
¢ moinych mechanismech ovilivnéni fagocytozy klistécimi slinami a jejich slozkami. V diskusi
je podrobné pojednano o postupu pfi hledani vhodného zpdsobu testovani fagocytozy
pritokovou cytometrii. Podle mého nazoru by mél byt tento bod zahrnut spise do vysledka,

protoZe najiti vhodné metody znamenalo znacné tvirdi usili a bylo jednim z cill prace.

K praci mam nasledujici pfipominky a otazlky:

»  Patrné ze Spatné formulace véty vyplyvéd, Ze NOD2Z je na povrchu makrofagl.

¢« Nastr. 18 je uveden IL-6 jako Th1l cx}tokin

« Bylo by viastenelt&jsi poutit jiny vyraz ne? ,design pokusu®.

« Byl n&jaky zviadtni divod k tomu, fe v pripadé K.O. my3i byli pouzivani samci, zatim
co u ostatnich kmend, jak je bézné, samice?

» Pfiizolaci dendritickych bunék byly pouZity magnetické kulicky. Byla izolace
provadéna jen 1 x, nebo byla separace opakovéna?]aky byl vytézek bunék a jaka byla
jejich Cistota?

s U paragrafu 3.2.2. na str. 28 by bylo vhodnéjsi v nadpisu mluvit o genové expresi, ne
o produkci cytokinu.

= Popis obrazkd, zejména u 4.1. neni ,,samovysvatlujici”. Maély by v ném byt [épe
charakterizovany jednotlivé sloupecky, zejména vzhledem k tomu, Ze popis grafl
v textu je ponékud komplikovany.

» Nastr.33(4.1.) je zdména SP| za IRS-2.



¢ Jak by bylo moZné interpretovat snizenf produkce IL-10 pisobenim IRS-2 a SPI
vzhledem k celkové imunosupresivnimu Ucinku slin?

¢« Ke studiu fagocytozy byla z pochopiteln\'/ch divodl pouiita neadh.erujici bunééna
linie makroféglﬁ. Je otazka, do jaké miry mdze tato linie vypovidat o tcinku
na fagocytdzu in vivo, protoie adherence je jedna ze zakladnich viastnosti makrofagd

za pfirozenych podminek.

ZAVER

Predlozena diplomova prace je velmi pekné a koncepcné zpracovana. PFinas
v{rznam_né puvodni vysiedky a svéddi o teoretické i met.odické erudici autorky, o jeji
schopnosti samostatné védecky pracovat a kriticky hodnotit a interpretovat vysledky.

Doporucuji pfijeti diplomové prace k obhajobé.

Prof. MUDr. Ludmila Prokedova, CSc.

V Praze 20. 1. 2013



