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Nazev: Ontogeneze B lymfocytu u vybranych veterinarnich
druhu savcu

Komentar k Cilum

Jak pise autorka v kapitole 2, méla jeji prace, pouZivajici miniaturni prase a psa jako zakladni
model, nasledujici cile:

1. vytvorit nové druhové specifické monoklonalni protilatky s unikatni specifitou

2. prostudovat B lymfopoézu (véetn& ontogeneze)

3. srovnat B lymfopoézu prasat s jinymi druhy

Z tohoto vy&tu se podafilo dosdhnout cili 2 a 3 v tom smyslu, Ze autorka popsala
imunofenotyp riznych B subpopulaci za pouzZiti kombinaci monoklonalnich protilatek (mAb).
Bod 1 se nepodafilo splnit ve smyslu, jak autorka zfejmé ocekavala, nicméné vyprodukovala
nové mAb, které reagovaly bud’ s rekombinantnim proteinem CD19 (jiZ ne s nativnim) nebo
s molekulami, které jsou spole¢né pro lymfoidni a myelomonocytarni buiiky (po imunizaci
smési bunék z DG90).

Celkovy komentaf k Disertaéni praci

Jednotlivé &asti Disertaéni préce budi dojem, jako by byly psany ve vzajemné rozdilné
dusevni kondici. Ve srozumitelng a poutavé napsaném Literarnim piehledu (s minimem
preklept) stavi autorka objekt svého zéjmu spravné do kontextu se sou¢asnym stavem
poznani. Materidl a metody jsou exaktn€ napsany, zde ani jinde v praci jsem ale nenaSel udaje
o poitech pouzitych zvifat, které jsem postradal ve Vysledcich. Kapitolu Vysledky vidim jako
jasné nejslabsi cast Disertaéni préce a konkrétné ji rozebiram niZe. Diskuse je opét psana
srozumitelné a ¢4steén& vysvétluje nejasnosti kolem postupu zminéném ve Vysledcich.
Ptilohy obsahuji praci autori Moravkova a spol (Folia Biol. — IF 0,51) a 2 prace se
spoluautorstvim (Vet. Immunol. Immunopathol. — IF 1,8, Mol. Immunol - IF 3,2). Prace

s prvnim autorstvim je o problematice, o niZ se Diserta¢ni prace viibec nezmifiuje (inokulace
sarkomové linie K2 do potkana).

Vysledky

CD19

Nejdiive autorka popisuje sekvenovani CD19 a uréeni mezidruhové homologie. Na zékladé
sekvence uréena mira konzervovanosti CD19, nejbliZsi prase¢imu je lidsky protein (72%
homologie). V&t3i variabilita je v extracelularni ¢asti molekuly. Jak uvadi Mgr. Moravkova,
tuto &ast provedl J. Sun z laboratofe prof. Butlera. V dalgich podkapitolach (5.1.2.2. az
5.1.2.4.) popisuje autorka snahu o vyvinuti specifickych protilatek proti praseci CD19.

V textu nevidim zminku, Ze by autorka zkusila anti-lidské protilatky (vzhledem k homologii



lidské a prase¢i CD19), kterych je velké mnoZstvi. Toto zkouseni ale prob&hlo (podle tstni
informace 3kolitele) a pfineslo udajné negativni vysledek. Rekombinantni polypeptidy
(fragment extracelularni domény) autorka exprimovala v bakterii. Po imunizaci mysi
vytvotila hybridémy, vyslednych 11 mAb testovala na Westernu rekombinantniho
polypeptidu. Ctyfi mély nejvy3si reaktivitu a byly nejstabilngjsi, Zadna z nich ale nereagovala
s lyzatem B bun&¢né linie (Western) ani cytometricky. V dal$im sledu experimenti pouzila
autorka mononuklearni butiky (DG90) jako zdroj imunizace a z vyslednych mAb vétSina
pozitivné reaguje s MNC, ale nikdy udajn& neni omezena na populaci; opét byly 4 hybridomy
vybrany a produkce byla nestabilni a vyhasla.

Iga (CD79a) a SWC3

MAD proti lidské CD79a autorka prioritné pouzila na prase¢i B lymfocyty s pozitivnim
vysledkem. Na zékladé kombinace s protildtkami proti CD2 a p udava autorka 5 subpopulaci,
pfitemz tyto molekuly stavi do kontextu s dffvéj§imi pracemi Skolitele specialisty. CD2 asi
predchézi povrchovou expresi p, coZ ale nebylo prokazovéno ptimo. Expresi CD2 a SWC3
vztahuji k jednotlivym stadiim podle pfestaveb imunoreceptorovych geni. Piimo ale testovani
pfestaveb neni zminéno.

Fetalni organy
Jednotlivé subpopulace byly sledovany b&hem fetalniho vyvoje, pfi¢emZ ale neni uvedeno
shrnuti, jak a zda se jednotlivé nalezy lisily.

Psi
Podobnymi experimenty sledovany B lymfoidni a hematopoetické prekurzory u ps. CD34P*

s

bb jsou v souladu s dostupnymi daty hojngjsi v KD u mladych zvifat. Byl nalezen vztah mezi
expresi CD34 a SWC3low.

Vysledky — celkovy komentar

Jako zésadni vidim skute¢nost, Ze kapitola Vysledky témé&f nikdy (vyjimkou je préce Faldyny
a kol. v pfiloze) nezmitiuje, kolik bylo pouZito zvifat. Navic neni Casto uveden bezprostiedni
zévér provedeného pozorovani (ktery by mohl byt $ifeji rozveden v Diskusi). Tim neni jasny
tok myslenek, ktery vedl k jednotlivym experimentiim.

Otazky

1. Testovali jste reaktivitu lidskych mAb proti CD19 u prasat? Pokud byly negativni,
jaké klony se podafilo vyzkouset?

2. Poté, co 4 vybrané hybridomy neprodukovaly kvalitni mAb proti CD19, pro¢ jste
nevyzkouseli zbylych 7?

3. V textu se zmifiujete, Ze u zadné protilatky nebyla reaktivita omezena jen na
jednotlivou populaci, ale v Obr 5 demonstrujete mAb 1D12, ktera se zda, Ze tuto
podminku spliiuje.



4. V experimentech popisujicich ontogenezi n¢kolikrat zmifiujete, jaké geny Ig by mély
byt na daném stadiu pfestavény. Testovali jste svou hypotézu na DNA urovni?

5. V Diskusi popisujete, ze nemoznost vytvofit B-specifické mAb miize byt dana tim, Ze
mysi byly imunizovany smési bungk z DG90, kdy je jiz velké mnoZstvi myeloidnich
bunék. Vase experimenty s CD2 a SWC3, pfipadné dal$imi mAb implikuji, Ze je
mozné ziskat relativné &isté B lymfoidni praseéi buriky. Byla by to cesta k ziskani
specifickych mAb?

6. V Uvodu se zmifujete o dvou faktorech, které ukazuji prase jako dulezity
experimentalni nastroj: hospodafska/veterinarni dileZitost a biologicka blizkost
¢lovéku (i kdyZ jen v n&kterych aspektech). Na co konkrétné pfitom potfebujeme B-
specifické protilatky?

Doporuceni

Klady Disertaéni prace i vyhrady viiéi ni zmifuji vy3e. Pozadavek 1 prace v Casopise

s nenulovym IF (1. autorstvi) je spln&n, pfi¢emZ problematika v ném obsaZena se netyka
tématu Disertaéni prace. Z Disertaéni prace vyplyva, Ze autorka ovlidla nekolik metod a je
schopna vytvofit kvalitni literarni pfehled. Formélni kritéria Disertalni prace véetné
publikaéni aktivity jsou tedy s vyhradami splnéna. — 7
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