Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Pavly Soffrové na téma:

Priprava agonistické mysi monoklonalni protilatky proti lidskému CD40 antigenu

Diplomantka si pro svou praci zvolila pfipravu monoklonalnich protilatek proti
lidskému CD40 antigenu metodou hybridomové technologie, naslednou charakterizaci
téchto protilatek a odliSeni jejich moznych biologickych funkci na agonistické
a antagonistické. Lidsky CD40 antigen je vyjadifen zejména na povrchu antigen
prezentujicich bunék, ale také na nékterych imunokompetentnich burnkach pfirozené
imunity i burfikach celé fady tkani zdravych, ale taktéz nadorovych. Jedna se o molekulu,
ktera se spolu se svym ligandem CD40L (molekulou CD154) ucastni nejen kostimulacniho
signalu pro B lymfocyty, ale celé fady fyziologickych i patologickych procesu v organismu.
A pravé z tohoto divodu je na molekulu CD40 zaméfena pozornost vyzkumu zejména
v oblasti imunoterapie nadoru, autoimunit &i jinych zanétlivych onemocnéni.

Studentka si klade za cil pfipravit mySi monoklonalni protilatky proti lidskému CD40
antigenu a na in vitro modelu vybrat ty, které stimuluji B lymfocyty a monocyty tedy CD40+
antigen prezentujici buriky, a nebo naopak maji na tyto bunécné linie inhibicni
(antagonisticky) vliv.

Po formalni strance je predlozena magisterska prace rozsahu 53 stran psana
srozumitelnym jazykem s minimem chyb a pfeklepu (na str. 19 .... v kompletnim kultiva&ni
médiu...) a s nékterymi nedostatky v uzivani citaci, fontu pisma (str. 3, 12), zarovnani textu,
odstavci a pouzivani prevzatych slov z angliCtiny (cross-prezentace, upregulace,
downregulace str. 5, 8, 10). Domnivam se, ze by si prace zaslouzila vyraznéjsi obrazovou
dokumentaci.

Prace je klasicky ¢lenéna do jednotlivych kapitol.

V literarnim pfehledu se Ctenar blizce seznamuje s cilovym terem pro pfipravovaneé
protilatky, tedy molekulou CD40 a souvisejicimi molekulami, s jejich fyziologickou funkci
(napf. jako kostimulaénim signalem aktivace B lymfocytl a dalSich antigen prezentujicich
bunék, vliv na vyvoj Th1/Th2 odpovédi) a jejich uplatnéni v patologii imunitni odpovédi (napf.
pfi autoimunité, patologickém zanétu, odhojeni transplantovaného stépu apod.).

Cile prace jsou stanoveny jasné a jednoznacné.

Z kapitoly Materidly a metody je zfejmé, Ze autorka zvladla Sirokou Skalu
laboratornich technik, od manipulace se zivymi zvifaty, narocné a peclivé prace s kulturami
in vitro, po zakladni i nadstavbové metody pouzivané v imunologii (technologie pro pfipravu

hybridomO k produkci monoklonalnich protilatek, pfiprava ELISA testd pro detekci



sledovanych produktu aktivovanych bunék, sledovani Zivotnosti buné&nych kultur).

Z vysledku je zfejmé, Ze se diplomantce uspésné podafila i experimentalni ¢ast této
prace. Domnivam se, Ze prezentované vysledky jsou dobrym zakladnim kamenem, pro dalsi
vyzkum na poli imunoterapie. Podafilo se ji ziskat celkem 4 monoklonalni protilatky
s potencialné stimulacnim (agonistickym) nebo inhibicnim (antagonistickym) vlivem na

CD40 molekulu na antigen prezentujicich bufkach.

Na autorku bych méla nékolik dotazu:
1) Kde se fyziologicky uplatiiuje reakce a spoluprace aktivovanych makrofagt a Th1
populace T lymfocytu?
2) Kolik hybridomovych kolonii, jejichz produkty pozitivné reagovaly s antigenem CD40 se
Vam podairilo ziskat? Ve vysledcich na str. 27 jich popisujete 15, v diskuzi na str. 37 pak jen
8?
3) Jak si vysvétlujete zvySenou smrtnost bunék THP-1 monocytarni linie pod vlivem
antagonistickych protilatek? Sledovala se také Zivotnost bunék pod vlivem stimulacnich
protilatek?
4) Jakou metodu byste pouzila pro charakterizaci izotypu pfipravenych monoklonalnich

protilatek?

V diskusi, ktera je psana jasné a zasvécené, autorka analyzuje ziskané vysledky

v konfrontaci se svétovou literaturou.

Autorka sepsanim této prace dokazala, Zze je schopna samostatné pracovat
s védeckou literaturou, planovat a provést experimenty, porovnat a vyhodnotit ziskané
vysledky. PFedloZenou magisterskou praci Bc. Pavly Soffrové povazuji po strance formalni
a obsahoveé za spis, ktery splfiuje standardni pozZadavky kladené na diplomové prace na
PFirodovédecké fakulté Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich.

Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji jako velmi dobrou.

V Ceskych Budsjovicich, 12.1.2023.
RNDr. Pavlina Tinavska, Ph.D.



