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Imunoterapie nadorovych onemocnéni je velmi aktudlnim tématem s rychlym rozvojem v oblasti
vyzkumu i postupujicim uplatnénim v klinické praxi. Jednim z imunoterapeutickych nastrojd, ktery je
v soucasnosti pouzivan zejména u hematologickych malignit, jsou geneticky upravené T-buriky
exprimujici chimerické antigenni receptory (CAR). PfedloZzena disertacni prace se zabyva konstrukci
vektor( umoznujicich expresi CAR pro nékolik riznych antigenl a analyzou vlastnosti lidskych T-
lymfocytd, které jsou pomoci téchto vektort modifikovany (CAR T-buriky). Prace vznikla v ramci
programu neddvno vzniklého specializovaného oddéleni pro genovou terapii, jehoz hlavnim tkolem
je vyvoj imunoterapeutickych p¥ipravk( pro pouziti v klinické praxi Ustavu hematologie a krevni
transfuze. Autorka pripravila nebo déle geneticky upravila fadu vektor( pro CAR cilici CD19, CD20,
PSMA, CLL-1, GD-2 nebo BCMA, z nichz vétsSina obsahuje dalsi sekvence umoznujici soucasné
produkci interleukinu 21 nebo detekci, expanzi, selekci, aktivaci, pfipadné eliminaci CAR T-bunék.
DuleZitou soucasti prace pak bylo ovéreni exprese CAR v lidskych T-lymfocytech zdravych darct, do
kterych byly vektory vnaseny bud pomoci lentivirt nebo pomoci transpozonového systému a
elektroporace. Funkénost pfipravenych CAR T-bunék byla ovéfovana pomoci cytotoxického testu,
stanoveni aktivacniho markeru CD69, produkce interferonu gama a méreni aktivity laktat
dehydrogenazy (LDH).

Teoreticky Uvod je zpracovan prehledné, logicky, ¢tivym zplsobem. Obsahuje vSechny informace
potfebné pro pochopeni zaméru prace a posouzeni vysledkd, vhodnym zptsobem doplnéné
prevzatymi obrazkovymi schematy. Po metodické strance je prace zaloZena hlavné na molekularnim
klonovani a pritokové cytometrii, obsaZzeny jsou rovnéz cytotoxické testy, stanoveni hladiny cytokin(
metodou ELISA a prace s mysimi modely. Metody jsou pfimérené detailné popsany v pfislusné
kapitole. Experimentalni ¢ast je rozdélena do tii tematickych celkd, které se vénuiji (i) bispecifickym
receptortim, (ii) receptorlim s integrovanym genem pro interleukin 21 (IL-21) a (iii) receptoriim s
multiepitopy, které vedle sekvenci pro cileni vybranych antigenl obsahuiji ptidavné sekvence
umoznujici detekci, expanzi, selekci, aktivaci nebo eliminaci CAR T-bunék. Vysledky prvniho a
druhého experimentdlniho oddilu jsou soucdsti jedné prvoautorské a jedné druhoautorské publikace.
Treti experimentalni oddil je shrnutim velkého objemu experimentalni prace, z niz ¢ast ma publikacni
potencial, tyto vysledky vsak zatim publikovany nebyly. Zajimavy je zejména poznatek, Ze nékteré
mimotopy/epitopy pivodné zamyslené jako prostiedek pro aktivaci nebo selekci CAR T-bunék
vyvolavaji rychlou bunécénou smrt a mohly by tak byt vyuzity pro depleci CAR T-bunék v pfipadé, ze
by u pacienta nastaly zdvazné nezadouci ucinky po jejich podani. Diskuse je strukturovdna analogicky,
do tfi ¢asti zamérenych na jednotlivé tematické celky. Autorka v ni hodnoti dosazené vysledky
zejména s ohledem na jejich mozny klinicky pfinos, nabizi hypoteticka vysvétleni pozorovanych jevl a
navrh dalSich experiment(, kterymi by bylo moZzné hypotézy ovéfit.



Vzhledem k tomu, Ze autorka pracovala v tymu, jehoz hlavnim Ukolem je dospét ke klinicky
pouzitelnym ptipravkiim, neni disertacni prace ucelenym vyzkumnym vysledkem, ale spiSe souborem
dil¢ich poznatk(l v ramci SirSiho tématu, kterym je vyvoj CAR T-bunék a jejich uvedeni do klinické
praxe. To ovSsem nijak nezpochybriuje autoréinu schopnost samostatné vyzkumné prace, ktera je dle
mého soudu predloZenou praci dostatecné prokazana. Nékteré ze ziskanych vysledk( budou
pravdépodobné pfimo uplatnény v praxi, na jina zjiSténi je moZno navazat dalSimi analyzami, které
prohloubi znalosti ohledné vlastnosti CAR T-bunék a mozZnosti jejich dalsiho vylepseni.

Zfejmé nejvétsim nedostatkem celé prace je pomérné vysoka frekvence drobnych gramatickych nebo
stylistickych chyb a preklepl. Jako ptiklady Ize uvést:

1. Casté potize s deklinaci, zejména ¢ast predmétného slovniho spojeni byva v jiném padé nez
zbytek (napf. str. 73: "zablokovat protilatku pomoci 10% mysi séra fedéném ve FACS pufru”,
podobnych pfipad( Ize v praci najit mnoho desitek).

2. Redundantni pouZziti slov ve spojeni s nékterymi zkratkami - TCR receptor (ve zkratce TCR je
slovo receptor jiz obsazeno), podobné TE element (TE je zkratkou pro transpozibilni element).

3. Zavedenou zkratkou pro interferon je IFN, nikoli INF.

4. Tabulka 7: Prvni fadek s nazvem Hledani vhodnych cilli CAR-T terapie obsahuje body jako
"vyladéni afinity CAR" nebo "indukovatelné sebevrazedné spinace". Vhodnéjsi by bylo tuto skupinu
pojmenovat napriklad Optimalizace sekvence chimerickych receptord.

5. Pro oznaceni mikrolitru se nékdy pouziva spravnéjsi pl, jindy alternativni varianta ul, nékdy
v tésné blizkosti obé (ug/ul).

6. Paragraf 4.1.7.2. v Metodach by se mél jmenovat spiSe Barveni povrchovych znakl nez
Extraceluldrni barveni bunék. V témze paragrafu (i potom dale v textu) je pro fluorescencni znacku
konjugovanou s protilatkou chybné pouZito oznaceni fluoroform, coz je plynnd chemicka latka,
podobné jako chloroform. Sprdvné oznaceni by bylo fluorofor nebo fluorochrom.

7. Pro vymezeni bunécéné populace pfi analyze vysledk(l z pritokového cytometru je pouzivan
vyraz "zagetovat" (odst. 4.1.7.6. a dale). Slangovy vyraz odvozeny od anglického terminu "gate" by se
dal pouzit ve formeé "zagatovat", v ceském textu by bylo oviem vhodnéjsi pouzit ceské oznaceni
(napf. vymezit nebo vybrat).

8. SloZené slovesné tvary zhusta nemaji spravny tvar trpného pricesti ("kity byly pouzivané"
misto spravného "byly pouzivany").

9. Systematicky se objevuje slovo "umistnéni" misto "umisténi".

10. Preklep v ndzvu kapitoly Vysledky se propsal i do obsahu, jde sice o drobnou chybu, ale
vzhledem ke grafickému zvyraznéni nazvu rusivou.

11. Oznaceni FACS je podle mého nazoru pfijatelné jako adjektivum pro material uréeny pro
pratokovou cytometrii (FACS pufr, FACS zkumavky), vlastni pfistroj a metoda by se ovsem mély
oznacovat presné, tj. jako pritokovy cytometr a pritokova cytometrie.

Misty se vyskytuji i hrubé gramatické chyby - napfiklad na str. 63 je véta "Pacienti, ktefi relabovaly po
CD19 CAR lécbé mlGzeme rozdélit na dvé kategorie". V jednom kratkém odstavci na str. 134-135 se
sesly hned tfi neshody pfisudku s podmétem.

Z faktického hlediska jsem narazila na nékolik nepfesnych nebo nejasnych vyjadreni, ktera by bylo
vhodné béhem obhajoby prace upresnit:

1. Na str. 60 - pod nadpisem Imunosupresivni prostiedi - je uvedeno, Ze ho tvofi "predevsim
buriky Tregs, MDSC a makrofagy spojené s naddorem, ale i cytokiny a rozpustné faktory jako jsou TGF-
B a IL-10, stejné tak checkpoint inhibitory." Co je mysleno posledni ¢asti véty? Checkpoint proteiny
jsou bunécéné povrchové receptory, naptiklad PD-1, PD-L1 nebo CTLA-4. Inhibitory checkpoint
proteinll jsou obvykle protilatky, které se pouzivaji vimunoterapii a maji imunostimulaéni Gcinek.



2. Na str. 65 se uvadi, Ze K562 jsou buriky s morfologii lymfoblastu. Co to znamena?

3.V experimentech shrnutych na obr. 23 byly CD19/CD20 CAR T-lymfocyty kultivovany s
cilovymi burikami HEK 293T exprimujicimi CD19/CD20. V textu je uvedeno, Ze panel A shrnuje
vysledky tfi provedenych test(, v legendé k tomuto panelu se ovsem pise, Ze jde o vysledek dvou
experiment(. V kli¢i barev jsou uvedeny také cilové burnky exprimujici oba antigeny, vysledky pro tyto
buniky jsou ukazany v panelech B (produkce IFN-gama) a C (aktivita LDH), ale chybi v panelu A
(relativni zastoupeni T-lymfocytl pozitivnich v CD69). Z jakého dlvodu?

Jako podklad pro obecnou diskusi v ramci obhajoby prace navrhuji nasledujici body:

1. Checkpoint inhibitory jsou v teoretické ¢asti zarazeny pod solidni nadory. Jak je to s expresi
téchto receptorl (napf. ligandl PD-1) na malignich lymfoblastech u ALL? (na str. 63 je zminka, Ze
buriky mohou uniknout zasahu CD19 CAR diky expresi PD-L1)

2. Jak byla vybrana doba inkubace CAR T-bunék s cilovymi burikami (24 h) pfi provadéni
cytotoxického testu? Béhem pomérné dlouhé inkubace je mozné, Ze se zasazené cilové buriky zcela
rozloZi a zkresli se tim relativni zastoupeni mrtvych bunék. To mohlo nastat pti vyssich pomérech E:T
v experimentu s Ramos burikami cilenymi monospecifickymi CD19 CAR (obr. 24). Jakkoli obr.24 jasné
ukazuje ucinnost viech typl CAR, srovnani mezi jednotlivymi typy na zakladé téchto vysledk( neni
pfilis informativni.

3. Z obr. 28 plyne, Ze stimulace CD19 CAR bunék s inducibilni expresi IL-21 burikami Ramos
nebo protilatkami vede k produkci IFN-gama i k produkci IL-21. Zd3 se ale, Ze mnoZstvi IL-21 je
pfinejmensim srovnatelné, ne-li vyssi, v bunkach s nizkou produkci IFN-gama, tedy malo
aktivovanych. Je pro to néjaké vysvétleni?

4.V popisu vysledk( ukazanych na obr. 37 se uvadi, Ze anti-myc protilatkou vazanou na
plastik se podafilo pfipravit CAR T-lymfocyty u obou skupin elektroporovanych CAR vektory. Ve
skupiné PSMA CAR myc bez H98 ale toto plati pouze po 11ti dnech, nikoli uz po 17ti dnech. Podobné
z obrdzku dost prekvapivé plyne, Ze nespecifickd stimulace PSMA CAR myc H98 protilatkami proti
CD3/CD28 vede k vyraznému zastoupeni CAR+ bunék az po 17ti dnech, zatimco po 11ti dnech CAR+
bunky pfitomny nebyly. Dochazelo k takovym situacim (znacicim znacnou nestabilitu kultury) v
opakovanych experimentech casto?

5. Ve treti ¢asti experimentalni prace byly do vektord pro CAR receptory cilici CD19, CLL1
nebo PSMA ptidany mimotopy, napt. H98, ktery rozpoznava klinicky pouzivana protilatka
trastuzumab. Podrobnéji byl charakterizovan CAR proti PSMA obsahujici rovnéz gen pro myc a dalsi
epitopy/mimotopy. Na obr. 33 byla intenzita signalu (MFI) anti-myc protilatky u PSMA myc receptoru
zjevné nizsi nez u dalSich receptord obsahujicich navic H98, H98+FLAG nebo H98+CD34. Podobny
vysledek je ukazan i v obr. 41, rozdil v barveni myc mezi CAR myc a CAR myc H98 je v tomto pfipadé i
konstatovan v textu. Byl podobny rozdil v signalu anti-myc protilatky pozorovan i pro CAR s jinou
specifitou (CLL-1, CD19)? Lze ho vysvétlit lepsi pristupnosti pro protilatku, pokud je epitop dale od
membrany?

Zavérem s potéSenim konstatuji, Zze predlozend disertacni prace nepochybné prokazuje predpoklady
autorky k samostatné tvorivé védecké praci. Praci doporucuji k obhajobé a jako podklad k udéleni
titulu Ph.D. za jménem.
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