Pfirodovédecka Jihoceska univerzita

“. fakulta v Ceskych Bud&jovicich

Faculty University of South Bohemia
-. of Science in Ceské Budé&jovice

Oponentsky posudek na diplomovou praci

Nazev: Ptiprava agonistické mysSi monoklonalni protilatky proti lidskému CD40
antigenu

Autor: Bc. Pavla Soffrova

Skolitel: prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.
Oponent: doc. Mgr. Jaroslava Lieskovska, CSc.

Piedlozena prace Be. Pavly Soffrové se zabyva piipravou mysich monoklonalnich protilatek
proti lidskému CD40 antigenu a nasledni charakterizaci ziskanych protilatek s cilem zjistit, zda se
jedna o protilatky agonistické ¢i antagonistické.

Prace je sepsana na 53 stranach a dle zvyklosti je ¢lenéna do nékolika kapitol: Uvod (1 strana),
Literarni ptehled (16 stran), Material a metody (8 stran), Cile (1 strana), Vysledky (10 stran),
Diskuse (4 strany), Zavér (1 strana), Seznam zkratek (2 strany) a Seznam pouzité literatury (10
stran). Prace je psana ¢tivou formou, stylisticky a gramaticky spravné s akceptovatelnym poctem
preklept. Po formalni strance nemam k praci zasadni pfipominky, i kdyZ ojedinéle se objevuji
slovné zvraty, které by bylo mozné nahradit vhodné&jsimi ekvivalenty.

Literarni ptehled je zaméfen na charakteristiku CD40 receptoru, jeho ligandu CD40L/CD154, a
detailné popisuje dusledky jejich interakce v jednotlivych imunitnich bunikach. Autorka nastifiuje
vyznam CD40/CD40L interakce za fyziologickych a patologickych podminek a tyto informace
proklada pocetnimi piiklady doplnénymi o pravdépodobny mechanismus ucinku. Samostatna
kapitola je vénovana potencialu agonistickych protilatek v nadorové imunoterapii ¢i pouziti
antagonistickych protilatek v 1é¢bé autoimunitnich nemoci. Celkové pusobi literarni piehled
ucelené, ovsem s ohledem na téma prace obsahuje mnozstvi nadbytecnych a zbytecné podrobnych
informaci, které je navic pro Citatele obtizné pojmout. Této ¢asti prace by prospélo doplnéni
jednoduchych schémat ilustrujicich vyznam CD40/CD40L interakce a vynechani nékterych kapitol.
Naopak postradam zakladni informace o protilatkach samotnych, o struktute, rozdéleni a jejich
vzniku.

V metodické ¢asti autorka uvadi pouzity material a metody, které vyuzivala v experimentech.
Metody jsou popsany srozumitelné a v postacujicim rozsahu. Libi se mi doplnéni metod o jejich

princip. Schéma ptipravy monoklonalnich protilatek hybridomovou technologii by bylo pfinosné.



V ¢asti vysledky autorka slovné informuje o vysledcich ptipravy a selekce monoklonalnich
protilatek a formou grafii prezentuje vysledky charakterizace ziskanych protilatek. Autorka fazi
splenocytt ziskala pies 1000 hybridomovych kolonii, otestovala 658 hybridomu z nichz postupnou
selekci byly vybrano 18 hybridomovych kolonii produkujicich protilatky reagujicich s CD40
antigenovymi epitopy. Agonisticka povaha ziskanych protilatek byla vyhodnocovana na zaklad¢
méfeni proliferace B lymfocyti (RAJI) a produkce 1L-8 lidskymi monocyty THP-1. Antagonistické
AD byly testovany na zakladé schopnosti kompetovat vazbé CD40 ligandu na CD40 receptor na
bunkach THP-1, co se projevilo inhibici produkce cytokinu IL-8. Autorka ziskala 1 agonistickou
Ab, 2 antagonistické Ab a jednu potencialné agonistickou Ab. Vysledky jsou jasné prezentovany v
nékolika grafech s vyhovujicimi popisky. Bylo by pfinosné protilatky purifikovat a vyse uvedené
experimenty zopakovat s pouzitim protilatek o zname koncentraci, aby byl jejich agonisticky nebo
antagonisticky ucinek ovéten.

V casti diskuse autorka zdatile diskutuje své vysledky a nastifiuje nutnost humanizace mysich

protilatek pro jejich terapeutické vyuziti. V zavéru jsou struéné a jasné shrnuty vysledky prace.

Ptipominky:

1. Str. 2 a 3. Pti popisovani biologickych procesti v burice se pouziva spis§ ¢inny rod.

‘Gen je kddovan mMRNA’ neni spravné vyjadieni. Spravné ma byt uvedeno ‘Gen koduje mRNA’.
‘Gen pro CD40 je ulozeny na chromozomu’. Spravné ma byt uvedeno ‘Gen pro CD40 lezi na
chromozomu’.

‘CD40L je ulozen v cytoplazmé’. Spravné ma byt uvedeno ‘CD40L se nachazi v cytoplazmé’
2.Termin ‘dyada’ je uzivan spis v sociologickych védach, v ptipad¢ ‘vztahu” CD40/CD40L mi
piipada vhodnéjsi termin ‘interakce’ nebo ‘komplex’.

3.Popisky k obrazkim 8, 9, 10 a 12 chybn¢ uvadeéji nazev protilatky.

4.Tvrzeni na stran¢€ 33 dolozeno obrazkem 10 o snizeni produkce cytokinu IL-8 neni spravné.
Z4dné snizeni s grafu patrné neni.

5.Jednotlivé grafy by bylo mozné sloucit (napf. Obr.11 a 12) a vyhnout se tak dojmu o snaze zvétsit
objem kapitoly.

Otazky:

1. Z jakého diivodu byly buitky THP-1 inkubovany dva dny s IFN-gamma a az poté s monoklonalni
protilatkou? Produkce IL-8 byla velice nizka. Jak si toto vysvétlujete?

2.Pri testovani proliferace B lymfocytl jste pouzivala 1% sérum. Tato koncentrace vznikla vlastné
naifedénim hybridomového media. Myslite, Zze obsah séra byl srovnatelny mezi jednotlivymi

hybridomy, pokud nem¢ly stejnou kinetiku rastu?



3.Jaky je rozdil mezi kompletnim a nekompletnim Freundovym adjuvans? Z ¢eho se sklada?
4.Podle jakého kritéria byla vybrana koncentrace séra pro testovani proliferace B lymfocyta?

5.V kapitole 2.3.2. pisete, ze po vyzrani dochazi ke cross-prezentaci. Prosim 0 vysvétleni tohoto
pojmu.

6.Jaké jsou vyhody/nevyhody anti - CD40 protilatky ve srovnani s CD40 ligandem?

7.Jaké jiné metody (kromé& metody ELISA) byste vybrala na otestovani vazby CD40 ligandu s
CD40 Ab?

8. V praci neni nikde uvedeno, ze agonisticka CD40 protilatka byla ptipravena z divodu nasledného
potencionalniho pouziti v MBTA nadorové imunoterapii. Jaké jsou plany se ziskanymi

protilatkami?

Zaver:

Autor¢ina prace vedla ke vzniku nékolika hybridomovych klont produkujicich CD40 specifické
protilatky, které mizou byt (po doplnéni) vyuzity v diagnostice nebo po upravé v terapii. Pfinos
prace je tedy ziejmy. Kromé toho je nutné dodat, Ze piiprava protilatek hybridomovou technologii
je Casoveé naroc¢nd. Navzdory vyse zminénych pfipominek mizu konstatovat, ze ptedlozena prace
Pavly Soffrové spliuje veskeré pozadavky kladené na diplomovou praci na ptirodovédecké fakults
Jihoc¢eské univerzity. Praci doporucuji k obhajobé a jeji klasifikaci u¢inim podle obhajoby a

odpovédi na mé otazky.

V Ceskych Budgjovicich dne 12. 1. 2023



