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Posudek na doktorskou disertacni praci MUDr. Zuzany Vrabelové “Imunopatologie
diabetu mellitu 1. typu — autoreaktivni versus regula¢ni mechanismy*.

Autorka predklada disertacni praci “Imunopatologie diabetu mellitu 1. typu — autoreaktivni versus
regula¢ni mechanismy*, ktera je postavena na tfech publikacich, z nichz u dvou je prvnim autorem.
Projekt je zaméfen na klinicky vyzkum autoimunitnich a imunoregula¢nich mechanismt u diabetu
1. typu (T1D). Cilem projektu je nalezeni charakteristickych dysregulaci imunitniho systému u
pacientli s TID a u jedinct s vysokym rizikem onemocnéni v porovnani se zdravymi kontrolami.
Tato data maji napomoci lepSi identifikaci jedincti ohrozenych rozvojem T1D a nalezeni
imunoregula¢nich mechanismti, které by mohly byt cilem imunointervenc¢nich strategii u lidi. Tento
projekt reprezentuje tedy velice aktualni a dilezité, ale zaroven i obtizné téma v soucasném
klinickém vyzkumu diabetu 1. typu. MUDr. Zuzana Vrabelova je navic spoluautorem tfech dalSich
(ptilozenych) publikaci, které se také zabyvaji touto tematikou.

V prvni diskutované praci autofi sledovali metodou protein array in vitro produkei cytokint
bun¢k periferni krve (PBMC), téz po stimulaci s vybranymi autoantigeny T1D. Porovnavali vzorky
od vzdy 10 jedinct s T1D, ptimych ptibuznych a kontrol. Autofi popisuji vyssi zédkladni hodnoty
pro spektrum IL-2,-4,-5,-13, a GCSF u kontrol v porovnani s jedinci s rizikem T1D. Po stimulaci
autoantigeny nalezli rozdil v IL-2,-13, GCSF a IFN-y u kontrol v porovnéni s ostatnimi skupinami.
U jedinct s rizikem T1D pozorovali nejvétsi variabilitu sledovanych markert a tendenci k vys$im
hladindm IL-6. Jedn4 se o prvni, v podstaté pilotni projekt, u kterého nebyla vzhledem k malym
skupinam vzata do uvahy HLA typizace ani korelace na pritomnost autoprotilatek. Autofi diskutuji
moznost vyuziti této metodiky pro nalezeni charakteristickych profilii cytokinil u pacientti s T1D, a
predevsim pak u jedinct s rizikem rozvoje T1D.

V druhé diskutované praci autofi sledovali zmény v populacich potencidln¢ regulacnich
CD4'CD25" a NKT bun&k u HLA typizovanych jedinct s rizikem TID ve véku 1-20 let a
zdravych kontrol (vék 1-17 let). Déle sledovali regulacni kapacitu separovanych CD4'CD25"
Tregs na nespecificky, in vitro stimulovanych (PHA nebo ptidani ozafenych allogennich PBMC)
buiikich periferni krve. Autofi nalezli niz$i poéty CD4'CD25", ale ne NKT, bunék u sourozencii
pacientt s T1D, kteti nesou rizikové HLA alely proT1D v porovnani s jedinci s méné rizikovymi
HLA alelami a kontrolni skupinou. Autofi diskutuji moznost, ze pokles regulaénich CD4'CD25" u
geneticky predisponovanych jedinct pfispiva ke klinické manifestaci T1D a tyto buiiky mohou byt
cilem imunointerveénich, prevencnich postupti.

Tteti prace se zabyva obdobnou tématikou, ale s vyuzitim lepsi charakterizace CD4 CD25"
Tregs pomoci Foxp3 a CDI27 znakdl a specifické stimulace CD4'CD25" Tregs in vitro
autoantigeny T1D. Autofi potvrdili niz§i frekvenci Tregs u ptimych pfibuznych pacientti s T1D,
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ktefi nesou rizikovy HLA II genotyp, a to pfedev§im po pouziti barveni na CDI127 znak
(CD4°CD25°CD127). In vitro stimulace autoantigeny T1D nevedla ke zmé&n& exprese Foxp3 a
CDI127 u CD4°CD25" Tregs. Skupina piibuznych s rizikem T1D a defektem (CD4 CD25'CD127)
Tregs vykézala zvySenou expresi IFN-y (sekrece IFN-y méfena FACSovou metodikou), pfedev§im
po stimulaci autoantigeny T1D. Nejvétsi rozdil byl popsan po stimulaci peptidem insulinu. Autofi
tedy prokazali defekt Tregs u piimych piibuznych pacienti s T1D, ktery miize mit vliv na
diabetogenni efektorové buiiky.

Je pozitivni, Ze ve vSech pracich byla provedena HLA typizace, a kde to umoznoval pocet
jedincii, byly skupiny déle definovéany dle rizikovych genetickych kritérii. V mnohych predchozich
studiich (a to 1 publikovanych ve Spickovych casopisech v oboru) nebyla HLA typizace u
kontrolnich skupin provedena.

Z dalsich tii praci, pfilozenych v této Ph.D. disertaci, je velmi pfinosna publikace ¢. 2
(Bohmova K.et al. Scand. J. Immunol.,, 2007), kterd stanovila cytokinové profily bunck
pupecnikové krve (nestimulované nebo stimulované autoantigeny beta bunc€k) u novorozenct
z rodin diabetikl 1. typu v porovnani s rodinami bez autoimunitni zatéze. Tato data jsou unikatni,
nebot’ studuji stav s minimalnim vlivem vnéjSiho prostiedi.

Uvedené prace prosly standardnim recenznim fizenim, které zarucuje jejich kvalitu. K predlozenym
publikacim mam proto jen n€kolik poznamek a dotazt.

1. Pospané zmény cytokinovych profilii metodou protein array doposud zahrnuly pouze maly
vzorek jedinci. Kromé korelace s HLA a ptitomnosti T1D autoprotilatek by bylo vhodné tyto studie
rozsifit 1 o dalsi ,,kontroly* jako je porovnani s jinymi autoimunitnimi onemocnénimi. Uvazuje
autorka o porovnani napt. rizikové populace T1D zrtznych, geograficky vzdéalenych lokalit,
z vyspélych vs. rozvojovych zemi, nebo jedincii, ktetfi prosli rozdilnymi vakcina¢nimi schématy
(napf. rotavirus)?

2. Efektorové buiiky zodpoveédné za destrukci beta bun€k migruji do pankreatu. Podobné indukce
regulacnich imunitnich odpovédi byla u zvifecich modeld nejlépe dokumentovana ve spadovych
slizni¢nich uzlindch. Bylo by proto zajimavé doplnit charakteristiku sledovanych subpopulaci
Tregs (a NKT) v PBMC o expresi migracnich receptorti pro slizniéni kompartment (napt. a4p7
integrin, CD103).

3. Metody protein array stejn¢ jako FACSova detekce subpopulaci Tregs a jejich restimulace in
vitro jsou dle mého ndzoru velmi naro¢né, drahé, a spiSe nespecifické metody pro screening
rizikovych jedincti. Jak vidi tuto problematika autorka? Popfipadé u jakych skupin (napf.
kombinace HLA a autoprotilatek) by o takovém ptistupu uvazovala?

4. Jaké odlisnosti v cytokinovych profilech nebo které Tregs povaZzujete za nejzajimavéjsi pro
studium efektivnosti experimentalnich imunointervenénich pfistupii v prevenci nebo ¢asné 1€cb¢
T1D?

5. V disertaci nejsou prezentovany nepublikované vysledky. Na jakém projektu - experimentech
pracuje autorka v tomto roce?

Disertacni prace je psana piehledné a srozumitelné, téZ po formalni strdnce je prace napséna
peclivé a zasluhovala by si tak dle mého nazoru Sirs$i ¢tenaiské forum, nez jakého se Ph.D.
disertacim dostava. V uvodu je jistd disproporce mezi velmi Siroce a obecné pojatou prvni Casti,
ktera n¢kdy zajde k ptiliSnym zjednoduSenim (strany 6-7, 9); a ¢asti o regulacnich T buiikach, ktera
je na vysoké odborné rovni a jednotlivé aspekty problematiky jsou velmi piesné popsany. Vysoce
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ocenuji orientaci autorky v literatuie diabetu 1. typu a T regula¢nich bun€k, coz je velmi dobie
patrné z citaci kliCovych publikaci. Predlozena disertace dokumentuje, Ze autorka si osvojila
Sirokou Skalu metodik, pficemz uvadi, které metodiky byly provadény spoluautory. Diserta¢ni prace
pfinasi nové a dilezité poznatky. Vysledky jsou pfehledné prezentovany a naslednd diskuse je
vyvazena, napsana v kontextu poslednich poznatki v oboru - reflektuje tak i fakt, ze Zuzana
Vrabelova je prvnim autorem dvou publikaci a spoluautorem ctyf dalSich. PiedloZend disertace
jasné prokazuje schopnost samostatné védecké prace autorky. Velmi kladn¢ hodnotim, Zze v diskusi
autorka zminuje i1 prace (napf. Brusko TM et al., Diabetes, 2007), které¢ pfimo nepodporuji jeji
vysledky.

Pokud Ize praci néco vytknout, pak je to nedostate¢na zminka o iloze faktorti prostfedi v tvodni
casti. Ackoliv experimentalni prace autorky se faktory prostfedi nezabyvaly, jejich uloha
v soucasném nartistu manifestace diabetu 1. typu ve vyspélych zemich, a také v ovlivnéni vyvoje
regulacnich imunitnich mechanismti je dtlezita a mohla by byt v ivodu podrobnéji dokumentovana.
Bylo by téz mozné uvést vice informaci o neklasickych APC, v¢etné napt. zminky o mozné expresi
MHC-II samotnymi beta bunikami. V diskuzi k obecné ¢asti 1ze pak najit pomérné zdsadni tvrzeni,
ze “uz jednou znicené beta buniky vSak nemohou byt z vlastnich zdroji obnoveny”. Osobné si
myslim, Ze v biologickych védach je oSidné tvrdit, Ze “néco nejde”, pfinejmensim bez definovani za
jakych podminek. Regenerace beta bunck po klinické manifestaci onemocnéni byla dokumentovana
u spontanniho mysiho modelu diabetu 1. typu (Kodama S et al., Science, 2003), a zda se, ze k ni
muze za urcitych okolnosti dojit i u lidi (napf. Martin-Pagola A et al., Diabetologia, 2008). Prace
zaloZené na “array” technikach vedou sice k ziskdni velkého mnozstvi dat, mohou vSak skoncit jako
izolované “fishing expeditions”. Je proto velmi dilezité, jak chce autorka na zéklad¢ ziskanych
vysledki pokracovat v dalSich experimentech. I pfes tyto malé pfipominky povazuji soubor
predkladanych praci za velmi kvalitni.

Zaveérem mohu konstatovat, Ze piedlozend prace piindsi nové, ptivodni vysledky z velmi aktudlni a
naro¢né oblasti klinického vyzkumu diabetu 1. typu a spliuje vSechny pozadavky kladené na Ph.D.
disertaci. Proto tuto disertacni praci doporucuji k piijeti do oponentniho fizeni pro ziskani védecké
hodnosti Ph.D.
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