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Ndzev prace: The role of the immune system in the immunopathogenesis of autoimmune diseases and the
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Skolitelka: RNDr. Lenka Palova Jelinkova, Ph.D.
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Disertacni prace Mgr. Danové se na 132 stranach, véetné dvou pfiloh, zabyva tfemi cili: 1) zavedenim protokolu pro
tvorbu tolerogennich dendritickych bunék, vyhodnocovanim jejich fenotypu a funkce a testl jejich fenotypické a
funkéni stability v prozanétlivém prostredi, 2) pfipravou tolerogennich dendritickych bunék z krve na zakladé dfive
zavedeného protokolu vyuZivajiciho jako zdrojového materidlu krev pacientd s diabetes mellitus 1. typu, dale pak
vyzkumem fenotypu a supresivnich funkci téchto bunék se zamérem jejich vyuZiti pfi bunécné terapii diabetes
mellitus 1. typu a 3) testovanim a optimalizaci protokolu pro ptipravu tolerogennich bunék na klinické skale pro
aplikaci pacientdm. Po formalni strance je prace psana pomérné neobvyklou hybridni formou, kdy je zdanlivé
koncipovdna jako plnotextovd, ale dvé ze tii podkapitol vysledkd jsou nahrazeny vloZenim separatl praci
publikovanych v prabéhu PhD studia. V obou pfipadech jde o prace prvoautorské, jedna je publikovana v kvalitnim
oborovém casopise (J. Immunol.), druha je publikovana v ¢asopise problematickém, v dnesni dobé jiz kvali neetickym
praktikdm neindexovaném v JCR (viz komentar nize). Nicméné, provedeni obou jiz publikovanych praci je solidni;
kromé nich Mgr. Danova publikovala jesté radu dalsich s tematikou disertacni prace vice ¢i méné souvisejicich praci,
tedy pozadavek na dostatecnou publikaéni aktivitu mam za spinény. Rozsah jednotlivych kapitol je standardni, jen
z metodické ¢asti jsou vypustény metodiky zmifiované vyhradné ve vloZzenych publikovanych ¢lancich. Prace na prvni
pohled plsobi dobrym dojmem, je psana Ctivé, angli¢tinou bez zavaznéjsich chyb. Dojem kazi jen prace s referencemi,
kdy reference v dlouhych pasazich textu Casto nejsou citovany vibec, nejaktualnéjsi zdsadni oborové reference chybi
a navic reference jsou ve svém seznamu uvedeny tak, jak byly zfejmé stazeny z néjaké databaze (PubMed), se viemi
nepresnostmi a neddslednostmi, které jsou u referenci na PubMedu obvyklé. Manudini korekce téchto drobnosti by
préci slusela, stejné jako byvd Zadouci pti tvorbé seznami referenci pro jednotlivé rukopisy. NiZe vypisuji detailnéji
jednotlivé ptripominky a dva dotazy k predlozené praci.

PFipominky:

- Format predlozené prace —v informacich pro postgradudlni studenty je uvedeno, Ze Disertacni prace se predklada
... bud' v klasické formé, nebo ve formé monotematicky zaméreného souboru nejméné 4 védeckych publikaci,
vztahujicich se k tématu (z toho minimalné 2 s ,,impakt faktorem*“) je-li tak stanoveno v individualnim studijnim
planu nebo vnitfnim predpise fakulty. PredloZend prace je jakousi hybridni formou obsahujici jen dvé prace (z
toho navic jednu problematickou — viz nizZe), které nahrazuji dvé ze tii podkapitol kapitoly Results; zbytek textu je
psan klasickou formou, pricemz jedna tretina kapitoly Metodika je psana klasickou formou a dvé tretiny kapitoly
Metodika si ma ¢tenar dohledat v pfiloZzenych ¢lancich (,Material and methods used in presented publications
are described in given publications®). Je ke zvazeni komise, nakolik jde o progresivni trend ve zplsobu podavani
disertacnich praci anebo o rozvolfiovani nastavenych pravidel.

-V praci mne na prvni pohled upoutala publikace v ¢asopise Oncotarget. Jde o ¢asopis dlouhodobé ostrakizovany,
s problematickou (variabilni) Grovni recenzniho fizeni, ktery si navzdory této skutecnosti a nevalné povésti
udr?oval dlouho neobvykle vysokou citovanost. Doslo dokonce k tomu, e tato prace byla ocenéna Ceskou
imunologickou spolecnosti jako nejlepsi publikace v oboru pfirozené a protinddorové imunity za rok 2015, tedy
Cenou Milana Pospisila a Mario Campy. Nicméné, ¢asopisu Oncotarget byl jiz na podzim 2017 odebran spoleénosti
Clarivate Analytics faktor impaktu pro neetické praktiky, ¢asopis byl stazen i z PubMedu, kam se ovsem po Case a
velkém tlaku vydavatele opét vratil. Na jednu stranu jde tedy o Casopis, ktery v dobé publikace ¢lanku splrioval
(pfes svou povést) kritéria Casopisu s faktorem impaktu, ale v soucasné dobé je nespliiuje a je otazkou, zda je na
misté trvat na zahrnuti vysledku mezi vystupy zapocitavajici se pro splnéni podminek pro ziskani doktorského
titulu. Sohledem na vyse uvedené a na to, Ze Mgr. Danova je autorkou celé fady jinych praci v solidnich
Casopisech, bych navrhoval k publikaci v Oncotarget nepfihlizet, na spInéni podminek pro ziskani doktorského

Ruska 87, 100 00 Praha 10

tel.: +420 267 102 |11

fax: +420 267 311 812
sekretariatdekana@If3.cuni.cz, http://www.If3.cuni.cz
IC: 00216208, DIC: CZ00216208

Bankovni spojeni: 22734101/0100



modelu publikovani je bohuZel asociovan s mnoha podobnymi ptipady.

Introduction, 2. odstavec — ,Nevertheless, the most promising results from preclinical testing on animal models
of T1D and from initial small clinical trials have not yet been confirmed in subsequent phase Il efficacy studies,”
— pro takto zdsadni konstatovani zde chybi jakékoliv reference na vysledky klinickych zkousek. V prvnich fazich
klinickych testl neni primarnim cilem testovani lécebnych Gcinkd, nicméné tyto samoziejmé mohou byt
zjistovany. Takovato konstatovani by tedy méla byt ozdrojovana. Kdyz uz komentuji tuto vétu — véta sama ma Sest
radek — pouzivat ve védeckych pracich takto dlouhé véty je navic nevhodné, ¢tenar se v nich ztraci.

Kapitola 2.1 — ,,China, India or Venezuela, with only 0.1 cases per 100 000 people each year, are notably on the
opposite side of the spectrum. Such significant differences suggest that genetic predispositions as well as
environmental factors and their mutual interactions play a role in T1D development [6-8].“ —zminovana incidence
T1D v Ciné neodpovida aktualnim datdm, v Ciné je zhruba fadové vyssi — viz Weng et al., BMJ 2018; 360: j5295.
Pro Indii jsou tato Cisla také radové vyssi, viz napf. Das, Indian J Endocrinol Metab. 2015 Apr; 19(Suppl 1): S31—
S33.

Kapitola 2.1.1.1 — ,PTPN22, CD25 and CTLA-4 are all involved in the regulation of T cell activation” — PTPN22
neoznacuje protein, ale gen; lidské geny byva zvykem psat kurzivou.

Kapitola 2.1.2 — kritéria pro diagndzu T1D jsou prevypravéna vécné spravné, ale neuplngé, zejména ve vztahu uziti
glykémie a HbA1c pro inicidlni diagndzu diabetu — v souc¢asné dobé se povaZzuje detekce pozitivity na HbAlc nad
48 mmol/mol za prikaz diabetu nezavisle na zjisténych hladinach glukdzy. Viz aktudini Guidelines ADA.

Obrazky 1 a 2 pochazi z predchozich studii, zvlasté u obrazku 2 je to velmi ndpadné. Tyto studie jsou sice v legendé
obrazku citovany, je ale nutno ovéfit, Ze pro takovéto vyuZiti obrazku nebylo nutné povoleni vydavatele, popft., Ze
bylo ziskano. Zaroven by bylo vhodné vidy explicitné zminit, Ze obrazek je prekopirovan z dané publikace — to, Ze
k legendé vlozime referenci, jesté nepredjima, Ze obrazek sam je kopii obrazku z jiné publikace.

Kapitola 2.1.5.4 — ,In the study reported by Bluestone et al., patients with established T1D (disease duration
ranging from 14-104 weeks) received a single infusion of 0.05-26x108 polyclonal Tregs.” — ackoliv se véta
vyslovné odkazuje na jinou praci, reference neni uvedena. Zachazeni s referencemi obecné nepatfi ke kladiim této
studie. Napftiklad hned nasledujici 17-fadkovy odstavec obsahuje referenci jen na samém svém konci.

Kapitola 2.2.1 — ,serine of Schistosoma mansoni, lysophosphatidic acid of Lactobacillus acidophilus and many
others [148]“ — védecké, tedy latinské, ndzvy organismi byva zvykem uvadét kurzivou.

Kapitola 2.2.1 —,,miR-155, miR-34, miR-21 or miR-23-b“ —seznam zkratek je témér uplny, zkratka ,miR“ v ném ale
uvedena neni.

Kapitola 2.2.1 — zkratka ,,miR-23-b“ neni psana dle bézného Uzu, spravné ma byt uvedeno ,,miR-23b*

Kapitola 4.9 — ,Paired or unpaired tests were applied for data analysis“ — neni uvedeno jaky test byl uzit, jen, ze
byl parovy ¢i neparovy.

Kapitola 5.1, obr. 4A — parové obrazky Western blotl ¢asto nemaji korespondujici tvar, coZz napovida tomu, Ze
kontroly nemusi pochdzet ze shodnych membrén jako proménné (nap¥. pJNK/SAPK vs JNK/SAPK z tDCs, IDO vs
actin z tDCs). Pro obhajobu by bylo vhodné doloZit origindIni neofiznuté snimky, aby bylo mozné vyse uvedenou
namitku bez jakychkoliv pochybnosti vyloucit.

Kapitola 5.1, obr. 2A — neni pfilis zfejmé, z jakého testu prameni indikované hodnoty signifikance. Legenda udava
»Pearson analysis“, coZ se ale zjevné vztahuje jen k podobrazku 2C.

Kapitola 5.3 — ,described in Danova et al.,, 2015 and 2017 [208,209]. Compared with our previous in vitro
experiments, we implemented the necessary, abovementioned changes associated with modification of a
tolerogenic DC manufacturing procedure to clinical purpose. We used leukapheresis products as a source of
PBMCs and we incorporated cryopreservation of the final product. Regarding the monocyte isolation method, we
initially used adherence to plastic for monocyte enrichment, which we used in our manufacturing protocol
reported in Danova et al., 2015 and 2017.“ — v kapitole se objevuji jinak formatované reference, nékdy ve spojeni
se standardné formatovanymi odkazy (jako na zacatku citatu), jindy bez standardné formatovanych odkazl (jako
na konci citatu).

Reference — Zaujalo mne, Ze citované nejnoveé;jsi reference z r. 2018 nepokryvaji nejnovéjsi poznatky z oboru
z nejlepsich ¢asopis(, ale jsou pojaty spide doplitkovym zplisobem, s Eastymi citacemi z Front. Immunol. Clanky ze
Spickovych ¢asopist (napf. Nat. Genet.) jsou naopak citovény vyhradné z let pfedchozich, napf. pro vyse zminény
Casopis jde o citace z let 1997 (2x), 2005 a 2009 (2x).



- Formatovani referenci — pfi prochazeni referenci mne zaujalo nékolik referenci netplnych (napft. ref. 207 chybi
ro¢nik i paginace; v pfipadé citace ¢lanku, ktery by byl v dobé psani disertace jesté v tisku, by bylo vhodné uvést
alespon doi; ref. 152 je téZ neuplna). Kurzivy a jinych zplsobl formatovani textu je v referencich uZivano
sporadicky, chybi napt. kurziva ve vyrazu ,ex vivo“ v ref. 3, chybi horni index ve vyrazu ,+“ ve spojeni , Foxp3+“
(obdobné vyraz ,high“ v ref. 76, vyrazy ,.+“ a ,hi“ v ref. 77, atp.), dale se objevuji v origindle ¢lanku neexistujici
zavorky ve spojeni s chybéjicimi hornimi indexy, tak jako ve vyrazu ,CD4(+)CD25(+)“ v ref. 74 (obdobné v ref. 76,
pro kterou je to dokonce na PubMedu jiz ve spravném formatu, v disertaci ale stale v tom starsim prepisu), fecka
pismena jsou prepisovana foneticky (napf. ,,alpha“ a ,beta” v ref. 115); toto vSe byvaji typické nesvary u citaci
stahovanych pomoci referen¢nich programi napf. z PubMed bez naslednych manudlnich oprav. Dokonce se
objevuje i dvojita pomlicka, tedy ,--“, kterou pfi své editorské praci vidam pomérné zfidka, ale opét jde o klasicky
artefakt z PubMedu (ref. 45). U reference 45 bych se na chvili zastavil, protoZe se na ni projevilo vice vad, a to
konkrétné chyba v paginaci — Mgr. Danova pouziva celd Cisla stranek, tedy paginace by neméla byt ,S6-12, ale
,56-512“, jak je ostatné pouZito hned v nasledujici ref. 46; hned dalsi ref. 47 je ale z tohoto pohledu citovana opét
nekonzistentné s ref. 46; problém se opakuje i jinde v seznamu referenci, napf. na pozici 115. U ref. 45 zaroven
chybi autor, coz byva zvykem fesit spiSe dopsanim slova ,,Anonymus”, ale ne kompletnim vynechanim autora;
tento problém je vsak spole¢ny vice autordm a v Casopise Diabetes Care byl v pozdéjsich vydanich vyresen
pridanim navrhu citace, ktery jako autora udava ADA,; identicky problém je u ref. 49. Zaroven mne ale poufiti ref.
45 a 46 privadi k dotazu, pro¢ nebyla vyuZita novéj§i vydani Guidelines? Casopis Diabetes Care, ktery tyto
Guidelines publikuje a v jehoZ redak¢ni radé jsem, vydava aktualizovana Guidelines na zac¢atku kazdého roku pravé
z toho divodu, aby doslo k zachyceni aktualnich pokrokd a posund v jednotlivych oblastech klinické diabetologie.
Kouzlo nechténého se projevuje tézZ u ref. 48, kde jsou jako prvni dva autofi uvedeni , Diabetes C, Complications
Trial Research G“, coZ ale mélo byt , Diabetes Control and Complications Trial Research Group,” — tato chyba neni
chybou z PubMedu, ale objevuje se u celé fady prehlednych a jinych praci citujicich zmiriovanou referenci.
Predpokladam tedy, zZe jde o citovani reference uvedené jinou publikaci bez nahlédnuti do skutec¢ného ¢lanku.
Docela by mne zajimalo, kdo tu chybu zavedI jako prvni, pti prohledani webu pomoci Google Scholar je evidentni,
Ze uvedeny zpUlsob citovani reference 48 (je z roku 1993) pochazi ziejmé az z r. 2017. Stfedoevropana zaujme téz
absence interpunkce a pismen z jiné neZ anglické abecedy, coZ se tyka napr. polskych autord ref. 66 — opét,
PubMed tyto znaky zjednodusuje, ale reference by se mély fidit znénim v jednotlivych ¢lancich, ne v databazi.

- Prace je psana plynnou angli¢tinou s minimem preklepl a gramatickych chyb. Nékolik se jich vyskytlo, napf.
,important findings about the immune deregulation associated with T1D is obtained” v kapitole 2.1.4 nebo ,to
evaluated their phenotype” v kapitole 3. Nadto jsou uZivany rlizné nesvary typu ,, T1D patients” namisto ,patients
with T1D“ anebo neni dodrZovana konzistentné kurziva napri¢ dokumentem (v textu je ,et al.” kurzivou, zatimco
v seznamu literatury nikoliv), zkratka CD je uZivana jak pro Crohnovu nemoc, tak pro cluster of differentiation. Pfi
daném rozsahu prdace jde ale naprosté minimum obdobnych drobnosti. Co se tyCe jazykové stranky, prace je
provedena velmi peclivé.

Dotazy:

1) Dosavadni vysledky naznacuji, Ze terapie by byla nejefektivnéjsi spise jako prevence u prediabetickych
pacientl. Na toto téma jsem vsak v pfeloZené praci nalezl malo zminek. Pro¢ prediabetici nebyli na rozdil
od osob s jiz chybéjicimi vyrazné potlacenymi beta burikami do dosavadnich studii zahrnuti?

2) Ve své praci ukazujete rozdil mezi tolerogennimi dendritickymi burikami z pacientt s diabetes mellitus 1.
typu s vysokym a nizkym glykovanym hemoglobinem. Reflektoval rozdil mezi pacienty spisSe stupen jejich
adherence klécbé anebo spravnost nastaveni jejich lécby? Aneb vztahuje se zavér této prace
k pacientdm, ktefi jsou dekompenzovani Ié¢bé navzdory anebo k pacienttim, ktefi jsou dekompenzovani
jen proto, Ze si nepodavaji inzulin, kdyz ma byt podan?

Prace dle mého ndazoru splriuje naroky na praci disertacni, prokazuje predpoklady autorky k samostatné védecké
praci, a tedy ji doporucuji k obhajeni za ucelem udéleni titulu Ph.D.

v Praze, dne 29. 4. 2019
Petr Heneberg



