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Predkladand habilitalni prace pfedstavuje dlouholety vyzkum uchazetky na atraktivnim tématu
odhaleni mechanizmu vlivu slin klistéte na bunéénou signalizaci dendritickych bunék béhem prenosu
patogent rodu Borelie a viru klistové encefalitidy. Prace zahrnuje celkem sedm praci (6 ptivodnich a 1
prehledovy clének), uvod, shrnuti kaidé prace a kapitolu, kterd diskutuje vyznam a budoucnost
vyzkumu klistécich slin. Habilitacni prace je rozdélena do dvou na sebe navazujicich &asti. V prvni ¢asti
se uchazecka zabyvala predevsim obecné imunomodulaci dendritickych bunék klistécimi slinami a ve
druhé ¢asti zkoumala pfimo vliv urcitych sloZek klistécich slin, hlavné cystatin(i a serpinti na signalizaci
dendritickych bunék. Vyzkum uchazecky poskytl fadu novych poznatkl, mj. zjisténi, Ze klidtéci sliny
inhibuji TLR2 signalizaci a interferonovou signalizaci, aktivuji Akt drahu a tim podporuji replikaci TBEV.
Dale bylo zjisténo, Ze klistéci sialostatiny interferujis IFN a TLR2, TLR7, a TLRI signalizaci a klidtéci serpin
IRS-2 inhibuje produkci IL-6 a tim ovliviiuje vyvoj Th17 lymfocytd, coZ finalné ovliviiuje adaptivni
imunitni reakci béhem boreliové infekce. Prilozené ¢lanky byly publikovany v relevantnich, hlavné
specializovanych Zurndlech jako je Parasite Immunology, Parasite&Vectors a Infection&Immunity.
Habilitaéni prdce je napsana ¢tivou a piehlednou formou s minimem preklepl. Obsahuje seznam
zkratek a 153 referenci.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitacni prace

Otazka 1. Zminujete se, Ze v slindch je vice neZ 500 rtznych proteint a peptidd. Dochazi u infikovanych
klistat k nabohaceni urcitych proteint napf. cystatint ¢i serpinu? Je rozdil, jestli klisté pfenasi jednoho
¢i mnoho patogent?

Otézka 2. Je néjaka vyrazna imunitni odpovéd na patogeny v kli§tatech? M4 tato odpovéd néjaky efekt
na prenos na daldiho hostitele?

Otazka 3. Infikuje TBEV u ¢lovéka viechny typy dendritickych bunék? Jedna se o produktivni infekci?
Existuje néjaky model lidskych dendritickych bunék, na kterém by Sly ovérovat vysledky z my3ich
dendritickych bunék?

Zaver

Habilitaéni prace Mgr. Jaroslavy Lieskovské, CSc. ,Vliv klistécich slin na signalizaci v patogenem
aktivovanych dendritickych burikdch” splfiuje poZadavky standardné kladené na habilita¢ni prace
v oboru Molekuldrni a bunééna biologie a genetika.

V Praze dnel..).‘.f;...’..: ALL
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S poté3enim a zajmem jsem prostudoval habilitatni spis Mgr. Jaroslavy Lieskovské, CSc.
kterd se uchazi o docenturu na Piirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity v Ceskych
Budéjovicich. Védecké smérovani a jednotlivé vyzkumné projekty Dr. Lieskovské jsem
registroval jen pfileZitostné a vhled do jeji problematiky ziskavam teprve v poslednich
letech, kdy se nase laboratof na Ustavu molekularni genetiky v Praze zacala dostavat do
oblasti pfirozené protivirové imunity. Nyni se mi dostal do rukou pfehledny souhrn
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zvefejnéné v letech 2012 az 2015.

Habilitacni spis tvofi kompaktni soubor Sesti ptivodnich sdéleni a jednoho prehledového
¢lanku, které byly publikovény v asopisech specializovanych na parazitologii, virologii, a
imunologii. Kromé anotaci jednotlivych sdéleni a pfiloZenych ¢lankd obsahuje habilitaéni
spis podrobny tvod do problematiky a shrnujici diskusi. Bibliografie je pfiméfené obsahla
a dobfe pokryva popisovanou oblast. Celkové je habilitacni spis koncizni a nabizi rychlou
orientaci v Uzkém oboru slinami asistované transmise (SAT) patogent pFendasenych
¢lenovci.

Prvni ¢ast habilitacniho spisu specifikuje a kvantifikuje fenomén SAT na trovni signélnich
drah vychazejicich od aktivovanych Toll-like receptort (TLR) a interferonu v modelovém
systému mysich dendritickych bunék infikovanych spirochetami Borrelia afzelii. Byly
pozorovany inhibice interferonové, TLR2 a PKA signalizace a naopak aktivace
antiinflamatorniho plsobeni IL-10. Ve stejném systému pak byl popsan antiapoptoticky
vliv aktivované kindzy PI3 a Akt, ktery pozitivné ovliviiuje titr TBEV v dendritickych
bunkach. Ve druhé &asti habilitaéniho spisu jsou poté rozebrany diléi vlivy vybranych
komponent klidtécich slin. Cystatiny (sialostatin L a L2) oslabuji interferonovou a TLR-7,9
signalizaci zatimco serpin IRS-2 inhibuje signalni drahu IL-6/STAT3 a sniZuje tak imunitni
reakci zprostfedkovanou lymfocyty Th17.

Z pomérné kratké diskuze jsem ocenil zejména ty casti, které zvaZzuji komplikované
moznosti koevoluce hostitelll, patogent a jejich vektort. Je zfejmé, Ze spirochety a TBEV
jsou adaptivné selektovany na faktory, kterymi parazitujici vektor navozuje toleranci
hostitele. U TBEV zatim neni zcela jasné, jak transmisi pfispivaji mnohdy protichGdné
pusobici mechanismy (migrace nebo recruitment monocytd. makrofagd, dendritickych
bunék aj.) s vlivem na replikaci nebo diseminaci viru. Inspirativni je rovnéZ srovnani
sacich strategii kliStat a komarQ (pool feeders vs capillary feeders) a implikace pro



pfizplsobeni virll pfenasenych komary. V zévéru diskuze jsou shrnuty vyhledy moznych
aplikaci pro vakcinaci, prevenci a terapii onemocnéni pfenasenych krevsajicim hmyzem.
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nepatrnych nepfesnosti v obecné ¢asti nevidim jedinou slabinu, kterou bych mél kriticky
uvadét) a celkové mohu konstatovat, Ze se jedna o praci prekracujici obvykle kladené
naroky. Predstaveny soubor praci rovnéi spliiuje publikaéni kritéria pro ziskanii
docentury a béhem poslednich let ziskal zfetelehodny citaéni ohlas. Je koda, e
nezachycuje recentni vyzkum habilitantky, kde bych ocekaval posun smérem ke
koordinacni roli ve vyzkumném tymu (byt vét$ina praci pfedstavena v habilitaénim spisu
byla Mgr. Lieskovskou korespondovana), coz by dolozilo jeji vyvoj smérem k védecké
samostatnosti a vedeni vlastnich vyzkumnych projekt.

V souhrnu mohu vrele doporucit Mgr. Jaroslavu Lieskovskou k obhajobé habilita&ni
prace, prosloveni habilitacni pfednasky a udéleni docentury na Pfirodovédecké fakulté
Jihoceské univerzity v Ceskych Budéjovicich.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni prace

K diskuzi habilitacniho spisu mam nékolik obecnych a dopliiujicich dotazd. i. Metodicky je
soubor predloienych praci zaloZen na ex vivo aktivaci dendritickych bunék derivovanych z
mysi sleziny. Zajimalo by mé, nakolik se obdobny vyzkum posouva k in vivo studiim na
mysich modelech geneticky modifikovanych v pfislu$nych signalnich drahach a zda se timto
zplisobem dafi reprodukovat zévéry ziskané pfistupem ex vivo. ii. Jsou data o Uéincich
faktord ze slin pfenosnd mezi jednotlivymi druhy klidtat? Lze napf. predpokladat, Ze
ortologni faktory z ixodes ricinus budou fungovat stejné jako sialostatiny L a L2 popsané z /.
scapularis? Jinymi slovy, mohou byt kyzené vakciny blokujici pfenos patogeni univerzalni
pro ruzné vektory? iii. Nakolik je pro vyslednou infekci hostitele podstatna role senzort RIG-1
a MDA-5? Jsou vzdjemné zastupitelné? Existuji studie na mysich modelech postradajicich
tyto faktory z rodiny RLR?

Zavér
Habilitatni prace Mgr. Jaroslavy Lieskovské, CSc. ,Vliv kliétécich slin na signalizaci

v patogenem aktivovanych dendritickych burikach” splfiuje pozadavky standardné kladené
na habilitacni prace v oboru Molekuldrni a bunééna biologie a genetika.

V Praze dne 8.3. 2022

podpis oponenta
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Habilitacni prace Dr. Jaroslavy Lieskovské, vypracovdna na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské
Univerzity v Ceskych Budé&jovicich, shrnuje vysledky 7 studii publikovanych v letech 2012-2018. Sedm
publikaci zahrnutych v praci (6 plvodnich praci a jedno review publikované v ¢asopisech s IF
pohybujicim se od 2 do 3,9) predstavuji jednotny celek, zamé¥eny, jak napovida nazev, na modulaci
imunitniho systému hostitele slinami kli$tat pfendsejicich bud’ bakterie Borrelia burgdorferi, (v Evropé
rozsifeny druh B. afzelii), nebo Virus kli§tové encefalitidy (TBEV). Experimenty byly provadény in vitro,
na mysich dendritickych burikach izolovanych z kostni dfené nebo sleziny. Dal$i hlavni metody
pouzivané v experimentech jsou western blot analyzy, ELISA testy nebo FACS analyzy pro detekce
aktivovanych komponent signdlnich drah, zmén v produkci cytoking. & pro detekci interferonem
indukovanych proteinQ

V pfedloZené praci je struény literarni prehled, vystizné shrnujici poznatky jednak o klistatech a
patogenech jimi pfenasenych, jednak o dendritickych burikdch a receptorech rozpozndvajicich
patogeny i o signalizacnich drahdch jimi indukovanych. Pfehled déle obsahuje informace o vlivu
klistécich slin na signalisacni drahy vedouci k produkci interferonu a dalsich cytoking.

Nasleduji publikace rozdélené na dvé ¢asti, prvni ¢ast (3 plvodni ¢lanky a review) se zabyva
vlivem slin na vybrané signalni drahy, produkci interferonu nebo replikaci patogenu (borelie nebo
TBEV, druha &ast (3 plvodni ¢lanky) se zabyva acinky proteind isolovanych ze slin (sialostatiny La L2 a
serpin IRS-2). KaZdou publikaci uvadi autorka kratkym shrnujicim textem.

V zavéru prace je, kromé shrnuti, uZite¢nd kapitola s titulkem ,Vyznam, Uskali a perspektivy
vyzkumu klistécich slin“.

Prace pfinasi fadu poznatk( o modulaci odpovédi vrozené imunity klistécimi slinami a jejich
nékterymi komponentami v dendritickych burikach aktivovanych patogenem. Je peclivé a kultivované
sepsana. Text je doprovozen uZiteénymi obrazky a schématy.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitacni prace

1. Draha vedouci od fosfatidyl inositol 3 kindzy/ serine/threonine kindzy (Akt) reguluje fadu
bunécnych procesi véetné aktivace bunécné proliferace a potlaeni apoptdzy ale také se uplatfiuje
v indukci protivirovych odpovédi. Vysledkem prace Lieskova et al 2018 je zjisténi, ze sliny klistéte
zvysuji replikaci TBEV v myeloidnich dendritickych burikdch aktivaci signalni drahy P13K/Akt.
Ve slezinnych DC bylo naopak ukazano, Ze replikace viru nebyla slinami kli$téte ovlivnéna.
i) Jak se da vysvétlit tento rozdil? Nékteré argumenty (napf. moznost ovlivnéni tvorbou exosomi)
autorka uvadi), ale vi se jiZ néco o moiném mechanismu aktivace PI3K/Akt dréhy slinami
klistéte?



Rada vir( s DNA genomem i RNA genomem (véetné nékterych flavivird) potfrebuje a je schopna
aktivovat tuto drdhu. Na druhé strané, napr. virus Zika koduje proteiny, které snizuji signalizaci z Akt
(Kirsh et al 2020).

ii) Jak do P13K/Akt drahy zasahuje sam virus klistové encefalitidy a pokud je to znamo, jakym
mechanismem? A jak se viry aktivujici PI3K/ Akt drahu vyrovnavaji s pozitivni funkci této dréhy
v indukci protivirovych odpovédi vrozené imunity?

2. Pfes mnoha usili se zatim nepodafilo pfipravit nebo akceptovat vakcinu, proti onemocnéni
Lymskou borelidzou.
V literature se od doby, kdy jste publikovala prace zahrnuté v habilitatnim spisu objevilo nékolik
pokusl vyvoje vakciny, a to i na Budéjovickém pracovisti, ze kterého vzedly nov&jsi prace, které
ukazuji pfekvapivé, Ze sliny klistéte nemaji vliv na infektivitu Borrelia afzelii pfi transmisi
infikovanych nymf klistat Ixodes ricinus na my3 a navrhuji zaméfit se na stievo klistéte (Pospisilova
et al. 2019; Mahmood et al 2021)). Dalsi se zabyvala protekénimi Gcinky kandidatni vakciny
zaloZené na jednom proteinu vnéjsi bakteridlni membrany (BB0405; Klouwens et al 2021)
Na druhé stranég, slibnd kandidatni vakcina vyvinutd v Yale university na bazi mRNA vakciny ukryté
v lipidické nanocastici, exprimujici kokteil 19 vybranych protein( ze slin Ixodes scapularis zabranila
transmisi Borrelia burgdorferi v morcatech.

i)Jaky je va$ ndzor na cestu k uspésnému vyvoji vakciny? Co je nejvétsim problémem na cesté
k vakciné proti Lymské borelioze?

ii) Jak to dopadlo s kandiddtni vakcinou VLA15 (vyvijenou firmami Valnea a Pfizer) cilenou na
povrchovy protein A (OspA) borélie?

i) Do jaké miry Ize aplikovat vysledky (proteinova sloZeni slin ziskanych z Borrelia burgdorferis
sensu stricto - druhu rozsiteném v USA na druh rozsifeny v Evropé- Borrelia afzelii ?

Zavér
Habilitacni prace Mgr. Jaroslavy Lieskovské, CSc. ,Vliv klistécich slin na signalizaci v patogenem

aktivovanych dendritickych bunkdch” splfiuje poZadavky standardné kladené na habilitatni prace
v oboru Molekuldrni a bunécna biologie a genetika.

V Praze, dne. dubna 2022.
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