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Oponentsky posudek doktorské dizertacni prace Mgr. Jany Vceldkové nazvané
"Predikcni imunologické znaky u diabetes mellitus 1. typu"

Autorka predlozila dizertani praci zalozenou na 5 publikacich v impaktovanych Easopisech,
z nichz na jedné je prvni autorkou. Vsechny tyto prace se tykaji ¢asnych mechanismil vzniku diabetu
mellitu 1. typu (DM1) a moZznosti jeho predikce. Nalez vhodnych biomarkert pro predikci DM1 ve
stadiu pre-diabetu ma potencialng velky klinicky vyznam a jde tedy o téma velice aktualni. Déle je
vhodné zdiraznit, Ze Mgr. V&elakova je spoluautorkou dalgich 4 publikaci v impaktovanych ¢asopisech
a 1 publikace v Casopise recenzovaném, které se taktéz tykaji DM1, ale které nejsou podkladem
predkladané dizertaéni prace.

Predkladana prace je psana Cesky a strukturovana jako komentovany soubor zminénych
publikaci, ktery je dale opatfen spole¢nym ivodem a zavérem. Soucasti prace je téZ standardné
¢lenény autoreferat, ktery shrnuje zakladni mySlenky prace. Z metodického pohledu jsou data
prezentovana v dizertacni praci zaloZena zejména na metodé expresniho mikrocipu, pritokové
cytometrii a metodé ELISPOT po restimulaci bun€k in vitro. Jako zasadné dileZité hodnotim i ziskani
vzorkil od zdravych pfibuznych pacientii s DM1, coz umozZiiuje analyzu predispozice k této chorobé a
ziskani novych originalnich dat o bunééné imunité pii DM1.

K praci mam nékolik pfipominek a otazek:

1) V zavéru autoreferatu kandidatka piSe, ze "dizertaéni prace shrnuje vysledky prace
Laboratofe autoimunitnich onemocnéni Pediatrické kliniky za nékolik poslednich let, na
kterych jsem se aktivné podilela”. Jaké byla role kandidatky na pfedlozenych publikacich a
které metodiky sama provadéla?

2) Vzhledem k zameéteni prace na ¢asnou diagnostiku DM1, tak v uvodu trochu postradam
shrnuti soucasné diagnostiky DMI1 a v zavéru takeé vice informaci o potencialnim
skriningovém programu, ktery by z prace mohl vyjit. Jaka je senzitivita, specificita,
pozitivni a negativni predikéni hodnota biomarkerd, které jsou v soucasné dobé jiz znamy
(napt. vysetfeni HLA a/nebo kombinace anti-IA2, anti-GADG65 a anti-ZnT8 autoprotilatek),
o kterych se kandidatka zmifiuje?

3) Tabulka 2 ("Epidemiologie DM1. typu") mi pfijde jakoby vytrzena z kontextu (pfipadné
nedostatecné popsana), neni mi jasné, jakou populaci popisuje. Pfijde mi, Ze spiSe nez
epidemiologii popisuje rizikové faktory.

4) V piedlozenych publikacich je analyzovan expresni profil bunék z periferni krve (PBMC).
Jde o smés bunék se znaénou variabilitou mezi jedinci, zejména v ¢asném véku (Morbach H.
et al. Clin Exp Immunol. 2010;162:271-9). Navic pacienti s diabetem mohou mit jiné
slozeni PBMC, zejména na urovni B lymfocyti, coz by mohlo vnést do vysledki
systematickou chybu (Graber R. et al. Apoptosis. 1999;4:263-70.). Nelisilo se sloZeni
PBMC, zejména proporce B lymfocyth a eozinofilli, mezi testovanymi skupinami? Existuji
data na slozeni PBMC u DRL DM1?

5) V piiloZenych publikacich se obcas vy¢lefiyji "imunologické drahy", jak je tato skupina
definovana?

6) Hlavnim cilem druhé pfilozené publikace byla analyza patogeneze DM1. Ve vysledcich
jsem ale nalezl pouze popis zménénych gent. Bylo by mozné na zakladé téchto dat

Tel.: +420 241 062 361 E-mail: kverka@biomed.cas.cz Strana: 1/2



navrhnout (¢i doplnit souéasny) model patogeneze diabetu a piipadné ptedpovédet faktor
prostiedi, ktery vede ke vzniku DM1 u predisponovanych jedinci?

7) Genova exprese nékterych genli nemusi korelovat s hladinou syntetizovanych proteinti. Jaky
je vztah mezi expresi a syntézou u CD4, STAT3 a TGF-j?

8) Poéty bunék produkujicich IFN-y a IL-17 po 72h kultivaci s IA2 a GAD65 vykazuji
neobvykly obraz (Labikova J et al. 2013). Ve vétSiné piipad jsou primérmé hodnoty poctu
spotl nestimulovanych bunék vyssi nez u bunék stimulovanych a neni patrny efekt fedéni
antigenli. Tento efekt se zda byt zplisobeny vysokou bazalni produkei cytokinii. Na antigen-
specifickou odpovéd by pak v nejlepsim piipad€ pfipadaly 3-4 buiiky na 10° PBMC. Byly
média, suplementy, plast a stimuly testovany na pfitomnost mikrobni kontaminace? Jaké
mnozstvi bunék bylo stimulovano k produkei cytokinii pomoci pozitivni kontroly? LiSil se
charakter jednotlivych spotli mezi nestimulovanymi a stimulovanymi buiikami?

9) Zajimavé je i zvySena celkova frekvence bunék produkujicich IFN-y a IL-17 u skupiny TA2.
Jakd byla viabilita bunék pouZitych na ELISPOT u jednotlivych skupin?

10) Rozdil mezi GPG t¥idy A (ODN2006) a B (ODN2216) na stimulaci PBMC je zna¢ny a
patmé odrazi jejich rozdilny vliv na pDC. Ptitomnost jinych TLR ligandi miize vyrazné
ménit tvorbu IFN 1. typu (Dai J. et al. ] Immunol. 2004;173:1535-48; Richez C. et al J
Immunol. 2009;182:820-8). Byly oba stimuly testovany na mikrobni kontaminaci?

11) Vysledky o zvySené reaktivité¢ PBMC na TLR9 agonistu u nediabetickych jedinct v
porovnani se zdravymi jedinci a DM1 jsou zajimavé. Efekt nékterych probiotickych
bakterii v experimentalnim modelu stifevnich zanétd je mediovan jejich DNA (CPG) ptes
TLR9 (Rachmilewitz D et al. Gastroenterology, 2004; 126:520-8). O¢ekavate protektivni
efekt nékterych komenzalnich mikrobt u nediabetickych ¢lent rodiny?

12) Jaky byl divod ke stimulaci TLR9, kdyz hlavni zmény byly v drdze TLR3-TRIF a TLR4?

13) Kromeé TLR7 a TLRS je pravé TLR3 jednim z vyznamnych senzord pro enterovirus EV68-
71. Byl ngjaky rozdil v reaktivité¢ PBMC ¢tyicat na agonistu TLR3 Poly(I:C)?

K formalni strance prace bych mél jen nékolik drobnych pfipominek. Vlastni dizertace je
pomérné dobfe napsana, proto je §koda, Ze autoreferat vykazuje znamky velmi ukvapeneé ptipravy.
V textu se obcas opakuji stejné informace, napf. definice DM1 se v obou dokumentech, coz je
redundantni. Text dale obsahuje nékolik nevhodnych ¢&i neobvyklych slovnich obratii jako naptiklad
"kterd rozhodné neni 100%" misto vhodnéj$imu tdaji o procentu konkordance, "coz ma za nasledek
ne idealni vyvoj", "naivni a ziskana imunita", "2x 105 PBMC" misto 2 x 10° PBMC, "BioBreeding
(BB) krysa", misto potkan, atd.

Déale mam nékolik obecnéjsich pfipominek k formatovani textu, které sice nijak neodporuje
zavedenym pravidliim a zvyklostem, ale odporuje sou¢asnym poznatkiim o ergonomii a
typografickym doporugenim. Clenéni textu "do bloku" na celou $ifi stranky zbyte¢né prodluzuje
dobu nutnou k jeho ¢teni (Trollip SR and Sales G, 1986, 28:159-163) a proto neni vhodné k psani
védeckych praci. Prace je ti§téna pouze na jednu stranu stranky, coZ podle mé zbyte¢né zatézuje
rozpocet, pfirodu a nékteré svalové skupiny pii jejim pienaSeni.

PredloZena dizertace pfinasi fadu pivodnich vysledki, které byly publikovany v
impaktovanych casopisech. Autorka dale prokazala, Ze je schopna védeckého vystupu, ktery
vyznamnou mérou prekracuje pozadavky pro publikacni aktivitu studentl postgradualniho
doktorského programu. Vysledky, které béhem svého studia ziskala, jsou ptinosem pro zékladni
vyzkum a slibuji aplikaéni vystupy vyuzitelné v klinické mediciné. Proto doporucuji, aby se tato
dizerta¢ni prace stala podkladem pro udéleni védecké hodnosti Ph.D., v programu
Imunologie.
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