Oponentsky posudek dizertacni prace

Imunitni systém u pacientu s cystickou fibrozou
MUDir. Jitka Brazova

Popis a formalni podoba prace:

Vlastni prace ma 68 stran, 6 kapitol, z toho 2 obecné, ve 4 jsou popsany a rozebrany vysledky
vlastnich vyzkumu.

Prace je podpofena 293 citacemi.

Piilohou jsou 4 publikace v plném znéni, pivodni ¢lanky otisténé v renomovanych ¢asopisech
s IF (Clinical Immunology- 2 ¢lanky, Microbes and Infection, Vaccine), dva z nich maji IF
nad 3, jeden nad 2. Autorka je 2x prvnim autorem, 2x spoluautorem.

V pfiloze je i seznam publikaci k tématu:

Publikace: 4 ¢lanky v ¢asopisech s IF (jsou v priloze), 3 ¢lanky v CR, spoluautorka
monografie, ¢lanek v Alergii- cena za nejlepsi ptivodni praci roku 2004

Prednasky: 16 prezentaci k tématu, zahrani¢nich kongresi celkem 13, z toho prvni autorkou
9x, 3 domaci kongresy, ve viech ptipadech prvni autorkou

Formalné ma prace piehledné ¢lenéni, zkratky uvedené v prehledu (pouze chybi zkratka
NBDI, které je pak pouzita v ivodu a chybi pouzité zkratky aminokyselin). Ilustrace, tabulky
a schémata jsou velmi pékna, srozumitelna, kvalitné provedena.

Rozbor price po jednotlivvch kapitolach:

1. Uvod
Uvod je piehledny, s vhodnymi a vysvétlujicimi ilustracemi, podava zakladni informace o
problematice.

2. Imunitni systém u CF
V kapitole jsou popsany zékladni imunitni mechanismy u CF. V podkapitolach jsou rozebrany
jednotlivé sloZky imunity a popsana jejich alterace u CF.
Diiraz je vloZen na poruchu mechanickych, chemickych a fyzikalnich vlastnosti epitelové
bariéry u CF a sekundarni poruchy imunity vrozené. Dale jsou pak popsany specifické zmeny
ziskané imunitni odpovédi u CF.

3. Zkoumaini imunitniho systému CF pacienti na vlastnim souboru
Autofi zkoumali hlavni parametry humoralni a bunééné imunity véetné autoprotilatek
v souboru pacientil s CF. Nebyla zjisténa z4dna primarni porucha imunity, pouze pfechodna
hypogamaglobulinémie IgG2 v prvnich letech. Ostatni zmény jsou sekundarni. Nejvyrazn€jsi
z téchto zmén je hypergamaglobulinémie ve vy3sim véku- znamend horsi pribéh plicniho
onemocnéni a chronicky neutrofilni zanét v plicich. Autofi potvrdili také zvySeny vyskyt
pozitivity ANCA-BPI u CF, coz by mohlo zhor$ovat neutraliza¢ni funkci BPI (neutralizuje
bakterialni LPS). Ve skupiné CF déti s ANCA+ a snizenym IgG2 nalezena podskupina
neschopné adekvatné reagovat na stimulaci sekreci IL-4 a IFN gamma- méli vyznamngjsi
zhorseni plicnich funkei.

4. Korelace genotypu s fenotypem- vliv genetickych modifikatori na pribéh
onemocnéni



Autoka zde uvadi potencialni genetické a negenetické modifikujici faktory obrazu CF.
Popsano je vlastni pozorovani vlivu genovych polymorfisma TGF beta na fenotyp CF. Viz
¢lanek v priloze

V dal$im se zminiuje MUDr. Brazova o vyznamu polymorfizmt genu pro MBL u CF. Ve
vlastni studii u CF pacientl nezjistila rozdily ve frekvenci polymorfizmii oproti kontrolni
skupiné. Sérova koncentrace MBL silné korelovala s polymorfismem MBL2 genu, ale genovy
polymorfismus MBL nebyl v korelaci s respira¢nim fenotypem CF.

Z dalsich modifikatort priibéhu CF byl uveden SP-D. Doplnéno vlastnim pozorovanim, kdy
autofi potvrdili nizsi produkei SP-D v BAL u CF v porovnani s kontrolami. Hladina SP-D
inverzné korelovala s tizi plicniho poskozeni daného mnozstvim PMN. Autofi proto navrhuji
jako feSeni terapeutické podavani SP-D.

Déle jako modifikator zminén LTB-4. Ve vlastni studii autorka popisuje efekt suplementace
n-3 PUFA, kdy po podani n-3 PUFA doslo k poklesu koncentrace LTB4 v KVV, vysledky
sveéd¢i pro ovlivnéni neutrofilniho zanétu v plicich.

5. Studium interakce infekce a imunitniho systému u CF
Autorka popisuje roli dendritickych bunék (DC) jako vyznamnych antigen prezentujicich
bunék, jejich maturaci po setkani s antigenem a naslednou interakci s lymfocyty.
Déle jsou popsany 2 hlavni bakterie, které modifikuji a komplikuji klinicky obraz
respiraéniho postizeni u CF, a to Burkholderia cepacia(Bc) a Pseudomonas aeruginosa (Pa). V
kapitole je rozebran mechanismus ¢asné a pozdni kolonizace a infekce Pa a faktory, které
vedou k rezistenci bakterie na pokusy o eliminaci. Dale pak jsou popsany diagnostické
metody s diirazem na pokud mozno ¢asnou diagnostiku kolonizace Pa, kdy lécba jeSt€ muze
patogen eliminovat.
Ve vlastnim pozorovani autorka testovala, jakym zptisobem jsou DC ovliviiovany
bakterialnimi imunomodulatory (publikace Vaccine, Alergie).
V dal3im odstavci je pak popséna role TLR ve spusténi signaliza¢ni kaskady, iniciaci imunitni
odpovédi a mobilizaci obrannych mechanismu. Zdiraznéna je Skodlivost premrsténe
systémové zanétlivé odpoveédi. Moznost zbrzdéni zanétlivé reakce na urovni TLR je dana
alternativnim sestfihem pfi transkripci mRNA TLR, jsou zminény inhibi¢ni G¢inky splicing
variant nékterych molekul ze signdlni drahy TLR
Ve vlastni studii pak autofi zmapovali kinetiku exprese jednotlivych transkripénich
(sestiihovych) variant lidského TLR4 u monocyti a DC- publikace- Microbes and Infection.

6. Diagnosticka aplikace v klinice- protilatky proti P. aeruginosa
V kapitole je popsan pozitivni vliv ¢asné zahdjené antibiotické lé¢by zamérené proti Pa na
pieziti pacientd s CF. V tomto kontextu je zminén vyznam serologické diagnostiky Pa
infekce, kdy je v nékterych zemich zahajovana ATB terapie jiz pfi serologickych znamkach
infekce.
Ve vlastnim pozorovani jsou pak porovnany jednotlivé metody pro detekci kolonizace/infekce
Pa a Bc- serologie, PCR, kultivace. Metoda PCR vyhodna pro identifikaci Bc, ale
nespolehliva pro Pa, a to pro faleSnou pozitivitu, ale i negativitu. V pfipadé Pa — dllezita
mikrobiologicka surveillance a 1 mésic, doplnéna vySetfenim PL.

7. Zavér
V zéavéreéném odstavci jsou pak shrnuty vyse uvedené vysledky vlastniho pozorovani



Prilohy- ¢lanky:

1. BrazovaJ. Sismova K. Vavrova V, Bartosova J, Macek M, Laushmann H, Sediva A.
Polymorphisms of TGF-betal in cystic fibrosis patients. Clinical Immunology
2006:121:350-357

Hypotéza: Price se zabyvé polymorfismem TGF beta 1 (cdn10, 25) u pacienti s CF ve
srovnani se zdravymi kontrolami a roli polymorfismu v klinickém obraze CF. TGF beta 1
zvolen jako mozny geneticky modifikator fenotypu CF- jako profibroticky cytokin.

Soubor: Pocet pac 118, 268 kontrol- spliiuji H-W equilibirum

Metody: genotypizace- PCR-ARMS, hladiny TGF ELISA po stimulaci LPS a PHA
Vysledky:TGF 1 beta TT(cdn10)GG(cdn25)- vyssi zastoupeni u pacienti s jaternim
postizenim a diabetem. Produkce TGF beta 1 byla vy3si u CF pacienti (hlavné s chronickou
kolonizaci Pa, zhorSenim plicnich funkci a hor$i nutrici) nez u kontrol. nezavisle na genotypu
s vyjimkou pacientd s Bc komplex kolonizaci- zde byly velmi nizké hodnoty. Velmi vysoke a
velmi nizké hodnoty spjaty u CF se zhorSenim plicnich funkei.

2. BrazovaJ, Sediva A.. Pospisilova D, Vavrova V.. Pohunek P. Macek M, Bartunkova
J. Lauschmann H. Differential cytokine profile in children with cystic fibrosis.
Clinical Immunology 2005:115:210-215
Hypotéza : potencialni role nerovnovahy Ty1 a T2 cytokind u pacientd s CF
s pfedpokladanou T2 dominanci.
Soubor: 48 CF, 16 kontrol, soubory vyhovovaly H-W equilibriu
Metoda: Méfeny hladiny IFN-gamma, IL-4 a [L-10 v supernatantech plné krve po stimulaci
LPS+PHA- ELISA, sledovani klinickych a funk&nich parametri, ANCA BPI, ANCA PR3-
ELISA, Ig- nefelometrie
Dle vysledki: 2 skupiny: 1. ,,low responders, 2. ,.high responders™
Vysledky: 1. skupina méla vyrazngjsi primérny pokles FEV1 za 3 roky, 10 z 16 pacienti méli
chronickou infekci Pa ( oproti 2. skuping, kde pouze13 z 32). Posun k T2 typu cytokinového
spektra byl pouze ve 2. skupiné, a to u téch pacientu, ktefi byli kolonizovani Pa- zvySen IL-4
a ANCA. ‘'
Zavér: T,2 imunitni odpovéd je spojena s chronickou infekci Pa, ale jen ve skupiné high-
responders

3. JareSova I, Rozkova D.. Spisek R.. Janda A.. Bréazova J.. Sediva A. Kinetics of toll-
like receptor-4 splice variants expression in lipopolysaccharide-stimulated antigen
presenting cells of healthy donors and patients with cystic fibrosis. Microbes and
Infection 2007:9:1359-1367

Hypotéza: sestiihové varianty TLR u mysi maji inhibi¢ni funkci. Obdobné sestiihové varianty
odekavany i v souboru CF pacientti a zdravych kontrol. Testovéno, zda jsou sestfihové
varianty zastoupeny stejné u CF pacientd i kontrol a zda je stejna kinetika transkripce TLR.
Soubory: pacienti 9 a 9 kontrol spliiujicich H-W equilibrium

Metody: identifikovany 4 sestfihové varianty TLR 4- metoda RT-PCR pro identifikaci
transkript , PCR produkty vloZeny do vektort- plasmidy E.coli- analyza inkorporace
sekvenci- sekvenator, v supernatantu identifikovany TNFalfa a IL-8 ELISA v prib&hu 24
hodin

Vysledky: Exprese TLR4 NM 003266 sestiihové varianty vy3si u zdravych nez u CF.
Produkce TNF alfa vyssi u CF.

Zavér: U CF je TLR4 exprese konstantni, expozice G- bakt. tuto situaci neméni. U pacienti
s CF redukovana schopnost zvysit transkript 003266 a je patrny pomaly vzestup TLR4.
Zvysena produkce TNF po stimulaci LPS u CF- vysvétleno tim, Ze je snizena potencialné
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inhibi¢ni varianta NM 00326, tim je pak zvy$ena odpovéd’ na TLR stimulaci- podpofeno
zvysenim aktivace NFkappa B u LPS stimulovanych bunék u CF.

4. Spisek R, Brazova J. Rozkova D, Zapletalova K. Sediva A, Bartunkova J. Maturation
of dendritic cells by bacterial immunomodulators. Vaccine 2004:22:2761-2768

Hypotéza: DC vyzravaji a stavaji se funkénimi po aktivaci, sledovan imunostimula¢ni efekt
imunomodulatori- Luivac, Biostim, Ribomunyl, Imudon, Bronchovaxom
Metody: Nezralé DC isolovany z monocytl kultivovanych s GM-CSF aIL-4. 5. den
expozice- Luivac, Biostim, Imudon, Broncho-vaxom, Ribomunyl, Biostim. Fenotyp a funk¢ni
vlastnosti 48 hodin po osetieni- FACS- CD40. CD80, HLA-DR, CD14, CD83, CD86, ALA-
ABC. Po 48 hodinach odebran supernatant z bunéénych kultur- analyzy p70 IL-12 a IL-10-
ELISA. FITC-dextran endocytosa- inkubace, pak analyza FACS. Smésna reakce lymfocytl-
MLR- isolace CD4+, aktivované DC kultivovany s CD4+ T LY od alogenniho darce.
Proliferace alogennich T LY ur¢ovana 4. den- vychytavanim 3" tymidinu
Vysledky: fenotypové zmény 48 hodin po stimulaci imunomodulancii (Luivac,Biostim,
Ribomunyl): zvy$eni povrchové exprese kostimulacnich molekul (CD80. B8, 40), molekul
spojenych s maturaci (CD83) a APC (HLA-ABC, HLA-DR), stupen aktivace odpovidal
aktivaci indukované LPS a Poly (I:C)- nebylo pozorované pro Imudon a Bronchovaxom
sledovani viability FACS (PI barveni)- stimulace LPS nebo Poly (I:C)- 20-30% bunék pak
nebylo viabilnich, ale aktivace Luivacem, Biostimem a Ribomunylem nevedla k signifikantni
Ztrats bunék- 80-100% zivych (/tzn ztrata 0-20%). Fagocytoza DC po proliferaci: DC oSetiené
Iéky zptisobujicimi fenotypové vyzravani- Luivac, Biostim, Ribomunyl- niz$i vychytavéani
v porovnani s Imudonem, Bronchovaxomem a nezralymi DC
Zavér: Aktivace alogennich CD4+ T LY DC stimulovanymi Luivacem, Biostimem a
Ribomunylem vyraznéjsi nez nezralymi DC nebo DC oSetfenymi LPS nebo Poly (I:C).
Imudon a Bronchovaxom indukovaly hife aktivaéni potencial a proliferaéni odpoved DC a
prakticky se tyto DC neliily od nezralych, neoSetfenych.
Luivac indukoval IL-12 a sniZoval produkci IL-10 (podobné Biostim), ostatni méné.

Otazky k avodni textové ¢asti s vlastnimi pozorovanimi:

1. Jaky ma autorka nézor na mechanismus u¢inku aminoglykosid pii korekci nonsense
mutace G542X (alternativni sestfih?). Je mozné dlouhodobé aminoglykosidy podavat
a v jaké formé&? Je znamo, zda se vazi pouze na oblast genu pro C FTR nebo mohou
ovlivnit splicing i jinych gena?

2. Jak vysvétlite vyskyt ANCA BPI autoprotilatek u CF?

3. Souvisi opravdu TGF beta polymorfismy s pfﬁbéhem onemocnéni u CF, ovliviuji
plicni morfologii (profibroticky cytokin) nebo jen funkéni parametry?

4. Jak si vysvétlujete chybéni podtfidy IgG2 v prvnich letech Zivota u pacientli s CF, ma
podle Vaseho nazoru vliv na pozd&jsi kolonizaci Pa? Je vhodné tento nedostatek
korigovat subsituci imunogobulini?

5. Jak vysvétlite rozpor mezi Vasimi vysledky stran ovlivnéni produkce TGF beta 1 jeho

genovymi polymorfizmy a zavéry Drumma? Jak si vysvétlite snizenou produkci TGF
beta 1 u pacientd kolonizovanych B cepacia. jde o jev primarni, tudiz, ze jsou TGF
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beta 1 deficientni pacienti kolonizovani snaze Bc, nebo Be sekundarné interaguje
s imunitnim systémem a snizuje produkci TGF beta 1?

6. Jak si vysvétlujete fakt, ze Zivé bakterie nejsou schopny plnohodnotné aktivace

nezralych DC ve srovnani s usmrcenymi?

Pokud protilatky proti Pa mohou byt pfi chronické infekci i negativni, jak se tedy
mohu spolehnout na titry protilatek pfi monitoraci miry kolonizace/infekce PA?
Negativizace PL pfece muze znamenat i anergii a tudiz horSi prognozu.

8. Pro¢ je rozpor s uvadénymi literarnimi Gidaji v sensitivité protilatek proti jednotlivym

T

antigentim Pa? Vy shledéavite stran sensitivity nejlepsi PL proti exotoxinu a ne proti
alkalické proteaze.

Otazky k ¢lankiam, ¢islovano dle poradi uvedenych ¢lanki:

Jak si vysvétlujete zvySenou produkei TGF beta u Pa kolonizace a naproti tomu
nizkou u kolonizace Bc? Pro¢ jste zvolili jako genovy modifikator priabéhu CF prave
TGF beta? Fibroza neni prece dominantnim znakem CF.

2. Nebyla prece jen i pfi mizivych hladinach cytokint ve skupiné ,.low responders™

prevaha jednoho z cytokinti? Lisi se high a low producers kolonizovani Pa dobou
kolonizace Pa?
Piepis?- ANCA pozitivita 13 z 48- 8 BPI, 4 PR3- jakou ANCA mé¢l ten posledni?

3. Cim je d4no, ze u CF se v mensi mife objevuje sestfih inhibi¢ni varianty TLR4?

4. Jak si vysvétlujete rozdilny efekt bakterialnich imunomodulatora??

Zavérecné hodnoceni prace:

Formalné je prace zpracovana velmi dobfe, nelze ji nic podstatného vytknout.

Téma a zadani préce je zpracovano prehledné a fakta jsou podloZena nejen Fadou citaci,

ale i vysledky vlastniho vyzkumu v danych oblastech. Shoda ¢i pfipadné neshody se

svétovymi tdaji a vysledky studii z jinych center jsou dobre oddiskutovany.

Co se tyka vlastnich publikaci, pak pani doktorka Brazova spliiuje poZadavky jak

kvantitativni, tak kvalitativni. Publikace, které jsou pak v ptiloze, byly otiStény ve

vyznac¢nych periodicich. Vy3e jsem rozebrala jednotlivé ¢lanky podrobné, vesmés jsou

dobfie definované pracovni hypotézy, metody jsou dobfe zvolené, vysledky srozumitelné

interpretované a diskutované v kontextu se zavéry jinych studii.



Prvni ¢lanek na pomérné pocetném souboru pacientl s CF prokazuje, Ze vyskyt
polymorfismi TGF beta 1 u pacientd s CF se v riiznych populacich mize liSit (neshoda se
zavéry Drumm a spol), shoda s vysledky Arkwrighta a spol. naopak podporuje hypotézu
o roli produkce TGF beta 1 v patogeneze jaterniho postiZenf a endokrinni lézi pankreatu
u CF (fibrosa jater- vy3si vyskyt u pacientd se zvy$enymi hladinami TGF beta 1).
Zajimavy a dosud nepublikovany je Gidaj o snizené produkci TGF beta 1 u Bc kolonizace

respira¢niho traktu CF pacientd.

Ve druhém ¢lanku, ktery se zabyval produkci cytokinl ve snaze podporit
hypotézu o Ty2 profilaci imunitniho systému u CF autofi dosli k zajimavému zavéru, Ze
stran kolonizace respira¢niho traktu a jejiho vlivu na pokles plicnich funkci je spise
rizikova anergie imunitniho systému neZ T2 smérovana imunitni odpovéd, coz je
zajimavym a novym poznatkem.

Stran védeckého prinosu mé nejvice zaujal ¢lanek o sestfihovych variantach
TLR4 u CF a zdravych kontrol (3. ¢lanek), ktery povazuji za velmi kvalitni a pfinosny
nejen zavéry, ale i pfinosem metodologickym.

Ve ¢tvrtém ¢lanku je pak rozebréna kvalitné metodika ptipravy dendritickych
bunék a jejich stimulace fyziologickymi koncentracemi bakteridlnich imunomodulatori
s prekvapivym zavérem, Ze jednotlivé imunomodulatory se mezi sebou vyznamné lisi
v mife stimulace vyzravani dendritickych bunék a tim jejich schopnosti ucinné
zpracovavat a prezentovat antigeny a stimulovat lymfocyty.

Celkové povazuji praci za velmi kvalitni jak formalné, tak védecky
s nepochybnym p¥inosem pro rozvoj v oblasti vyzkumu imunitniho systému u CF. Dale
pak vé¥im, Ze panf doktorka Brazova ma predpoklady k dalsi samostatneé tvorivé
védecké praci.

Na zakladé tohoto soudim, Ze pani doktorka Jitka Brazova svou praci prokazala,

e splituje piedpoklady pro udéleni védecké hodnosti doktora a titulu Ph.D za jménem.

Ve FTNsP 1.4.2008 MUDr. Martina Vasakova, Ph.D
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