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Cile prace a hypotézy

Cilem prezentované prace byla pfiprava nékolika variant vektord pro chimerické antigenni receptory
(CAR) snéslednou modifikaci primarnich T-lymfocytd a ovéfenim jejich protinadorové udinnosti.
Jednalo se o bispecifické CAR (rozpoznavajici CD19 a CD20), testovani pfidané transgenni exprese IL-
21 a modifikace CAR piidanim epitopt pro protilatky. Pfedpokladem bylo, Zze CAR bispecificita zvysi
protinadorovy ucinek, pfidana exprese IL-21 zlepsi efektorovou funkci a expanzi cytotoxickych CD8+
CAR T bun€k s podpiirnou modulaci funkce ostatnich imunitnich bun€k v misté nddoru a za¢lenéni
epitopi protilatek do CAR vylepsi moznosti jejich vyroby, jejich expanze a purifikace a umozZni
monitoraci CAR T-lymfocyti.

Formalni tiroven prace

Prace je standardné Clenéna. Jazykova troveini je dobra a obsahuje naprosté minimum technickych a
formdlnich nedostatkd. Pro praci psanou v eském jazyce by bylo pouze vhodné i popisky v jednotlivych
obréazcich uvadét taktéz Cesky a ptevzaté obrazky a tabulky adaptovat.

Hodnoceni jednotlivych ¢asti prace

1. Literarni piehled
Literarni ptehled je velmi hezky a pfehledné zpracovan a velmi p&knou formou shrnuje jak principy
bunéfné imunoterapie nadort, tak jednotlivé typy a generace CAR T-lymfocytd. Stejné tak prace
pfedklada i zajimavy piehled cilovych molekul na povrchu nadorovych bun&k, metody vyroby CAR T-
lymfocytd, principy 1é¢by a jeji mozné neZadouci G¢inky.
Mirn¢€ nepiesny je pouze popis 4. generace CAR T-lymfocytu, ktery vyvolava dojem, Ze interleukin 12
byl zabudovan piimo do CAR receptoru. Avsak toto je detailné a pfesné popsano v sekci vysledkdl v
kapitole 5.2.

2 Material a metody
Material a metody jsou pfehledné usporadany a detailné popsany. Pouze velmi malou pfipominkou je,
Ze v piipad¢ lentivirovych plazmidi psPAX2, pMD2.G a pWPXL10 se nejednalo o komeréni plazmidy,
ale plazmidy vytvofené v laboratofi Didiera Trona pouze sdilené pfes neziskovou organizaci Addgene.

3 Vysledky
Experimenty jsou technicky dobfe provedeny a vysledky dobfe a ptfehledné shrnuty, prezentovany a
popsany. Mirn€ méné€ srozumitelné je pouze oznaceni pod poslednim pravym sloupcem grafii v obr. 33
(Detekce epitop H98, FLAG a CD34 pomoci trastuzumabu, anti-FLAG a anti-CD34), které implikuje

WWW: E-mail: Tel.:

http://biocev.Ifl.cuni.cz biocev@Ifl.cuni.cz 0420 325 873 031



barveni na expresi HA98 epitopu i pfi pouziti pouze sekundarni protilatky. Oznaceni pouze jako mira
fluorescence ¢i kontrolni barveni by bylo mozna jednoduseji pochopitelné. V kapitole 5.3.2.,
charakterizujici funkénost PSMA CAR-T lymfocyta (produkce cytokind, exprese CD69, proliferace),
jsou vysledky pouze zminény bez jejich grafické prezentace. Format a prostor disertadni prace by
umoznily jejich detailn€j$i prezentaci, kterou bych preferoval. Stejné se tyka i dalSich vysledkd
zminénych pouze v textu, které by bylo lepsi vétSinoveé prezentovat graficky, napfiklad na ukor mozna
ptili§ podrobného popisu designu experimentt v kapitole vysledk.

4 Diskuse
Vysledky jsou hezky a relevantné diskutovany ve vztahu k sou¢asnym znalostem a technologiim.

Splnéni cilu prace a celkové hodnoceni

Téma diserta¢ni prace je velmi relevantni a dilezité pro dali rozvoj bun&&né imunoterapie. Vytcené cile
povazuji za splnéné. Celkove je prace hezky a ucelené zpracovana. Autorka potvrdila, Ze bispecifické
CAR maji potencidlné lepsi protinadorovou aktivitu, ovéfila funké&nost ptidatné exprese IL-21 a vytvofila
varianty CAR s pfidanymi epitopy. Pfidané epitopy sice nezlepsily technické vlastnosti pii vyrob&é CAR
T-lymfocytl, ale ukazaly se jako vyuzitelné k ptipadné depleci CAR T-lymfocyt v piipadé potieby.
Autorka prace prokézala, Ze je schopna provadét technicky komplexni experimenty a jejich vysledky
dobfie arelevantné interpretovat a diskutovat ve vztahu k biologii a dostupnym studiim. Stejné tak autorka
prokazala dobré teoretické znalosti. Praci proto jednozna¢né doporucuji k obhajobé.

Dil¢i pripominky k praci a otazky do diskuse

1. Jak si vysvétlujete, Ze dochazelo k vétsi aktivaci CAR T-bunék s bispecifickym CAR (proti CD19
a CD20 zaroven) ve srovnani s monospecifickymi CAR (proti CD19 nebo CD20), kdyZ byl na
HEK 293T burikach exprimovén a prezentovan pouze CD19 nebo CD20 antigen (Obr. 23)?
Predpokladal bych, Ze k veétsi aktivaci CAR T-bunék s bispecifickym CAR bude dochézet pouze
tehdy, pokud budou zaroven na povrchu nadorovych bunék pfitomny oba antigeny, a ne pouze
jeden z nich.

2. Jednim z cilt studie bylo ukézat, Ze pfidana exprese IL-21 zlepsi expanzi, aktivaci a efektorovou
funkci CAR T bun€k. Muzete vice pfibliZit, jaké experimenty byly pro ovéfeni tohoto
predpokladu provedeny a s jakym zavérem?

3. 'V kapitole 5.3.3 jsou popsany rozdilné efekty stimulace CAR T-lymfocytl protilatkami proti myc
a H98. Jaka je vaSe teorie pro tyto rozdily, kdy jedna protilatka vedla k aktivaci a proliferaci CAR
T-lymfocytt a druha k jejich depleci?

4. Potencial eliminace CAR T-lymfocyti s CAR obsahujicim H98 epitop pomoci trastuzumabu byla
testovana in vivo (Obr. 39), kdy prvni dévka trastuzumabu byla poddna soucasné s CAR T-
lymfocyty. Pro piiblizeni modelu vice klinické situaci, zvazovali jste podani trastuzumabu
v odstupu nekolika dnt po podani CAR T-lymfocyta?

5. V diskusi autorka uvadi, Ze funkénost CAR T-lymfocyti s bispecifickymi CAR receptory (na

CDI19 a CD20) by bylo tfeba vice charakterizovat in vitro a in vivo. MiZete uvést, o jaké
experimenty by se jednalo?
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