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Oponentsky posudek na doktorskou dizertacni praci

Studentka doktorského studijniho programu v biomedicing, obor imunologic MUDr. Marianna
Durilova vypracovala dizertacni praci ,,Cytokinova polarizace u imunopatologicky podmin&nych
chorob* pod vedenim Skolitelky Doc. MUDr. Katefiny Stechové, PhD na 2. lékaiské fakulté
Univerzity Karlovy v Praze. Predkladana prace je tematicky rozsahla. Spoleénym znakem
uvedenych praci je stanoveni zmén ve spektru cytokini produkovanych krevnimi mononuklearnimi
burnikami, které provazeji nastup autoimunitnich onemocnéni: diabetu 1. typu (T1D) a autoimunitni
thyroiditidy, a déale analyza cytokini matefského mléka ve vztahu k vyskytu eosinofilni kolitidy u
kojencu.

Predkladanou disertacni praci tvoii Sest publikaci uverejnénych v mezinarodnich odbornych
¢asopisech (s IF = 1.356 - 2.968). Autorka disertace je prvni autorkou jedné a spoluautorkou (v
poradi tfeti a nasledujici) dalSich publikaci, z nichZ pata a Sesta na sebe uzce navazuji. Prvni dvé
prace vznikly ve spolupraci se Svédskou skupinou z Univerzity v Linkdpingu. Prvni je dlouhodobou
studii, ktera pfinesla zajimavé zjisténi rozdila v produkci cytokinti a chemokinti jedinct
z rizikovych skupin a pacientti s diabetem T1D, sledovanych od stanoveni diagnézy v pribéhu 2 let,
a zdravych kontrol. U uvedenych skupin izolovali mononuklearni krevni bunky a sledovali
spontanni a autoantigenem GADG65 a PHA stimulovanou produkei cytokint. Ukazali, i pies
znac¢nou individualni variabilitu, Ze u jedinct v prediabetické fazi jsou dominantni spontanni i
antigenem stimulované Thl cytokiny (IFN-y, TNF-a), zatimco u nové diagnostikovanych pacienti
dochézi s nastupem onemocnéni k posunu k Th3/Trl cytokinim (TGF-3 a IL-10) a soucasné i k
prozanétlivé odpovédi, charakterizované nartistem TNF-o a IL-6, MCP-1 a MIG produkce.
Dlouhodobé sledovani pacientii pak ukazalo, Ze znacna ¢ast sledované reaktivity bunék zistava

v tomto obdobi zachovana.
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Dalsi studie prokazala vyraznéjsi Thl cytokinovou odpovéd (zejména produkci IFN-y
vyvolanou antigenem) u krevnich bunék déti otci s TID a u matek skompenzovanym
onemocnénim nez u déti matek s diabetem. Pfi hledani pfic¢iny nizsi bunééné odpovédi matek s T1D
zjistili, ze pfi kultivaci bunék pupeénikové krve vede zvySena koncentrace glukézy v médiu
(imitujici matefskou hyperglykémii, ,,maternal sweet*) ke sniZeni produkce Thlcytokinu. Autofi se
domnivaji, ze zvySend koncentrace gluk6zy i autoimunitni prostfedi se mohou podilet na
mechanismech vedoucich k niz§imu vyskytu onemocnéni u déti matek s T1D.

Uloha infekce pii vzniku autoimunit je stile jednim znosnych témat pfi studiu
autoimunitnich onemocnéni. Autofi testovali u pacientii s dalS§im onemocnénim, autoimunitni
thyroiditidou, vliv infekéniho agens Helicobacterium pylori (HP - ktery casto kolonizuje
gastrointestinalni trakt) na profil cytokini produkovanych krevnimi mononuklearnimi buikami. Po
stimulaci lyzatem HP a LPS zjistili u bunék jak zdravych, tak i nemocnych, osidlenych HP,
masivnéj$i produkci chemokini. U skupiny nemocnych pak i zvySenou tvorbu prozanétlivych
cytokinti, zejména IL-6. Zatimco buiiky neosidlenych kontrol, s nizkou bazélni produkei cytokinti i
chemokinii, po stimulaci odpovidaly zvySenou produkci IFN-y(Thl) i regulacniho TGF-p.
Cytokinové prostredi se tak muze Castnit reakci branicich vzniku chronické infekce a soucasné se
podilet na prevenci vyvoje autoimunitniho onemocnéni.

M. Durilova je prvni autorkou prace vénované analyze cytokini v mateiském mléce a
moznému vlivu jejich rozdilného slozeni na vyvoj alergické, eosinofilni kolitidy (EC) u déti. Z
testovaného spektra cytokind nalezli vy3§i hladiny IFN-y a naopak nizsi hladiny IL-18 a regula¢niho
TGF—B v mléce, které dostavali kojenci s EC, ve srovnani s mlékem zdravych kojencu. Vysledky
naznaéuji, ze rozdilné hladiny vyznamnych cytokinii (zvySeni Th-1) v matefském mléce by mohly
ovliviiovat ¢asny vyvoj imunity i mozny nastup onemocnéni u déti.

Mezi dulezité komponenty matefského mléka patii i adiponektin, leptin a FABP, které
fadime mezi regulaéni hormony pfijmu potravy a glukézo-lipidového metabolismu. Hladiny téchto
molekul byly testovany od porodu v prib&hu 12-ti mésici laktacniho obdobi. V mléce naméfili
pocateéni pokles nasledovany od 3. mésice naristem koncentraci u adiponectinu, leptinu i FABP.
Hladina adipofilinu (souéasti tukovych kapének) byla nejnizsi v 1. a 12. mésici laktace, korelace
s vyzivovymi parametry ani vahovym pfirGistkem kojencti nebyla zjisténa.

Predlozena disertaéni prace ma klasické ¢lenéni, obsahuje rozsahly teoreticky vod (s fadou
prehlednych obrazki a tabulek), nasledovany relativné kratkym vyctem nékterych pouzitych metod.
Experimentélni &ast je vénovana jednotlivym publikacim, které¢ jsou uvedeny jasn¢ definovanym
cilem price, nastinem pouzitych metod, struénym a jasnym shrnutim hlavnich vysledki a
rozsahlejsi diskusi. Nasleduje seznam pouzité literatury a pfilozené kopie publikaci. Prezentované
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prace jsou jasnym prikladem vyzkumu v oblasti klinické imunologie a dokladaji u¢elné a pfinosné
zapojeni pracovisté do domaci a mezinarodni spoluprace. Prace vsak obsahuje fadu pieklepu
(thymus x tymus, antagonickou, ochranni &inek, prozivani eozinofili apod.) a v Uvodu, snad diky

jeho rozsahlosti, i ur€ité nepiesnosti (napf. str. 34, popis imunologické ignorance..).

Na autorku prace mam nasledujici dotazy:

1) Z uvedenych informaci neni zcela jasny podil autorky disertace na ziskavani a interpretaci
experimentdlnich vysledki. MiuZzete uvést, které imunologické metody jste zvladla a jak jste
se podilela na zpracovani dat a sepisovani publikaci?

2) Pokud zhodnotite vysledky v prvni publikaci nejen jako ,,scattered™ diagramy, ale stanovite
pocty pacienti nad prahovou (cut-off) hodnotou jednotlivych testl, jaky podil nebo procento
pozitivnich vysledki ziskate? Jak to ovlivni interpretaci ziskanych vysledki?

3) Jak vysvétlite stimulaci PHA u rizikové skupiny sledovanou produkei IL-5 a TNF-o?
Porovnejte hodnoty téchto cytokinii u jednotlivych skupin.

4) Vzhledem k dobé, ktera uplynula od publikovani vysledki (u praci z roku 2009) mate

moznost porovnat intenzitu odpovédi na specificky autoantigen s nastupem onemocnéni?

Disertacni prace obsahuje Sest publikaci, z toho jednu prvoautorskou. Prace piinaseji fadu
puvodnich vysledki, které jsou piikladem klinicky orientovan¢ho vyzkumu v oboru imunologie

a byly publikovany v impaktovanych, zahrani¢nich ¢asopisech.

Zavérem lze shrnout, ze piedlozena prace spliiuje pozadavky kladené na doktorskou disertacni

praci a mizZe byt postoupena k oponentnimu fizeni pro ziskani védecké hodnosti PhD.
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V Praze dne 7.5.2014 Doc. RNDr. Ludmila Tuckova, DrSc.
Mikrobiologicky ustav AVCR,v.v.i
Videnska 1083, 142 20 Praha 4



