Oponentsky posudek disertacni prace

MUDr Kristyny Bohmové

Cytokinovy profil pupe¢nikové krve novorozencu v riziku rozvoje T1D

- monitoring bunééné autoreaktivity s vyuzitim protein microarray

Préace je zamé&fena na okolnosti vzniku diabetu 1. typu (T1D), ktery je zdvaznym
onemocnénim se stale narustajici incidenci v celém svété. Studium cytokinového prostredi
u novorozencu se zvySenym rizikem tohoto onemocnéni pfispiva k poznani patogeneze
onemocnéni a muze mit prognostické vyuziti. Jde tedy o tématiku aktudlni se znaénym
potencidlnim vyznamem pro klinickou medicinu. Ke feSeni vytéenych cild byl pouzit
vhodny metodicky pfistup, ktery je vhodny i pro studium jinych imunopatologickych
stavi.

Kandidatka uvefejnila v mezinarodnich impaktovanych ¢asopisech 5 ptivodnich
praci, z nichZ u jedné je prvni autorkou. Tyto prace jsou pfilozeny k disertaci a vSechny se
tykaji T1D. Vlastni text disertace vSak podrobné pojednava pouze o problematice
publikace, kde je K. B6hmova prvni autorkou. To je jist¢ $koda, protoze vSechny prace
dohromady tvoii pékny tématicky celek. Pokud nebyly vSechny prace probrany
jednotliveé, mély byt alespon zavzaty do diskuse.

Text disertace se tedy zabyva pouze cytokiny u novorozenct ve vztahu k T1D a je
¢lenén na souhrn, uvod, vysledky, diskusi, zavér a literaturu (52 citaci) . V Givodu je
stru¢né pojednani o diabetu a jeho patogeneze, o vyvoji T lymfocytd a modulaci imunitni
odpovedi v pribéhu téhotenstvi. Vzhledem k tomu, Ze je prace zaméfena na novorozence,
- mohlo byt ontogenetickym otazkam a vztahu matka — plod vénovano v tvodu vice
prostoru. Vhodné by bylo také podrobnéjsi pojednani o diabetogennich autoantigenech
protoze testovani specifické stimulace bun€k novorozence témito antigeny piedstavuje

zavaznou a zajimavou ¢ast disertace. Podrobné je v uvodu pojedndno o moznych



metodickych pfistupech pro stanoveni autoreaktivnich T lymfocytt a tvorby cytokind.
Déle je soucasti ivodu vytceni cilt prace (cile jsou vhodné a dobte formulované) a
uvedeni pouzitych metod — tyto dvé kapitoly se zpravidla do uvodu nezahrnuji a uvadéji
se samostatné.

Studovany soubor obsahoval 22 novorozenct se zvySenym rizikem onemocnéni
T1D (nemocny nékdo z rodi¢ nebo oba) — skupina oznacena jako T1DR a 15 kontrolnich
novorozencu zdravych rodict. Ke studiu cytokinového prostedi byly pouzity proteinové
microarraye a v n¢kolika ptipadech ELISPOT. Byla sledovana bazalni tvorba cytokini a
tvorba po stimulaci mononuklearnich bun¢k pupeénikové krve in vitro. Pro zjiténi
rizikového genotypu byla provadéna také typizace HLA, ale neni ziejmé, provadéla-li ji
sama autorka. Prosim autorku, aby upftesnila zptisob stanoveni bazalni produkce cytokint
(v jakém materidlu, za pfedpokladu, Ze v supernatantech kultur, po jak dlouhé kultivaci).

Za vyznamné vysledky pokladam zjisténi nizsi bazalni tvorby vSech 23 zjisténych
cytokint a chemokinti u novorozenci se zvySenym rizikem T1D ve srovnani s kontrolami,
v 10 pfipadech jde o sniZeni signifikantni. Velmi dtlezité je zjiSténi rozdila v reaktivité
mezi bunikami kontrol a skupiny TIDR po specifické stimulaci diabetogennimi
autoantigeny. Pomoci genotypizace je mozné déti ze skupiny T1DR dale rozdélit do
skupin s vysokym a nizkym rizikem. Tomuto rozdéleni odpovidaji fenotypické rozdily
v bazalni tvorbé cytokinid a po specifické stimulaci je u déti s vysokym rizikem vyraznéji
zvySena tvorba cytokint typu Thl. Vysledky ukazuji na rozdily ve zralosti a reaktivité
lymfocytt u dvou uvedenych skupin. Pouzité postupy jsou dobie vyuzitelné pro studium
¢asné patogeneze T1D a pro posouzeni velikosti rizika budouciho rozvoje onemocnéni.
Vysledky je vSak tieba jesté potvrdit vySetienim vétsiho poctu jedinci. K presnéjsi
interpretaci vysledku by téz pfispélo dlouhodobé sledovani vysetfenych novorozenct, coz
ma autorka ziejmée v planu. Vysledky ziskané pomoci ELISPOT jsou zajimavé, ale maji
pouze pilotni charakter, protoze byly provedeny na malém poctu jedincu.

V diskusi jsou vysledky kriticky zhodnoceny a je posuzovan jejich vztah
k cytokinovému prostfedi matky. Je jen Skoda, Ze nejsou do diskuse zahrnuty vysledky

studia imunologickych vlastnosti star§ich déti a dospélych s T1D, které jsou obsazeny

- v dalSich prilozenych publikacich. Tento nedostatek by mohl byt napraven pfi obhajobg.

Po formalni strance je prace dobie provedena, pouze popisy k obrazkiim nejsou
dostate¢né samovysvétlujici. Pokud jde o nazev prace, domnivam se, Ze by bylo lépe

pouzit misto zkratky T1D cely ndzev onemocnéni.



Zavér

Disertaéni prace pfinasi pavodni vysledky tykajici se ¢asné patogeneze T1D a imunologické
reaktivity novorozencim se zvySenym rizikem pozdgjsiho rozvoje T1D, coz ma vyznam pro
zékladni vyzkum i klinickou medicinu. Jsou splnény podminky tykajici se publikace vysledki
v mezinarodnich impaktovanych ¢asopisech. Proto doporucuji pfijeti prace jako podkladu pro

udéleni védecké hodnosti PhD.
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