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Nazev prace:
Using CRISPR-Cas9 gene editing to engineer the next generation of CAR T cells

X Prace je literarni re$ersi ve smyslu zvefejnénych pozadavki (pravidel).
[_] Prace obsahuje navic i viastni vysledky.

Cile prace (predmét reserse, pracovni hypotéza...)

Je deklarovan cil popsat CAR T bunécné terapie jako zpUlsob Ié¢by nadorovych
onemocnéni, s vyzdvizenim designu a limitaci existujicich terapii. Autorka dale
upfesfiuje, Ze se zaméfi zejmeéna na implementaci CRISPR-Cas9 technologie
v CAR T buné&ném inzenyrstvi.

Struktura (Clenéni) prace:

Prace obsahuje dvojjazyCny abstrakt, seznam zkratek a sedm kapitol, které jsou
dale detailngji ¢lenény. Jednotlivé kapitoly predstavuje Uvod, Zaklady CAR T
bunécéné terapie, Vyuziti CRISPR-Cas9 jako nastroje editace gen(, Vyuziti CRISPR-
Cas9 v CAR-T bunécném inZenyrstvi, Klinické studie, Zavéry a vyhledy do
budoucna a Seznam referenci.

Jsou pouZité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany?
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroja?

Prace cituje 80 referenci, z toho 15 je z let 2022-2024. Reference z r. 2024
predstavuji prehledoveé Clanky a aktualni vydani epidemiologické nadoroveé statistiky;
starsi reference jiz ale odkazy na primarni literaturu obsahuji. Cast referenci se
odkazuje do €asopisu typu Int J Mol Sci nebo Cancers, vétSina odkazu je ale na
Clanky v relevantnich kvalitnich Casopisech. Formatovani referenci je nejednotné,
mnohé napf. odkazuji na €asopis predlozkou ,In“, zatimco jiné ji nevyuzivaji, dalsi
uvozuji ro¢nik zkratkou ,Vol.“ a Cislo slovem ,issue®, zatimco jiné této varianty opét
nevyuzivaji. VSem referencim chybi paginace, ktera je nahrazena doi odkazy.

Pokud prace obsahuje (nadstandardné) i vlastni vysledky, jsou tyto vysledky
adekvatnim zpUsobem ziskany, zhodnoceny a diskutovany?

Prace neobsahuje vlastni vysledky.

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):

- Neékteré terminy jsou pouzivany ve vice podobach — napf. v obsahu,
v nékterych nadpisech a i porliznu v textu se objevuje spojeni ,CAR-T*
s pomlckou, zatimco v cilech prace je uzivan tento vyraz bez pomicky.

- Obdobné ,PD-1“ je uzivan s pomickou i bez pomiIcky.

- Misty je uzivan nejednotny font (napf. na 5. fadce kapitoly 1 v textu ,efficiency
(Zhao & Cao, 2019) and”

- Formatovani odkazu referenci v textu je velmi nejednotné — napf. v kapitole 1
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se vyskytuje format ,(Ren, Liu, et al., 2017)%, ,(L. Tang et al., 2023)“ i klasicky
»(Marofi et al., 2021)"

- Reference na webové stranky jsou formalné nedotazeny, viz napf. na str. 1
odkaz ,(source: ClinicalTrials.gov)."

- Prace je psana srozumitelnou angli¢tinou, jen s mimimem chyb, napf. ,except
for one of the patients, that developed graft-versus-host disease”

- Préace obsahuije tfi tabulky a dva obrazky. Obrazky jsou pfevzaty z jinych
praci, tyto jsou citovany (oba z €asopist vydavanych nakladatelstvim MDPI).
U obr. 1 je uvedeno, Ze byl ,adapted and modified“, avSak realné je bez
jakychkoliv uprav pfevzat pouze s vymazanim nadpisu obrazku. U obrazku 2
je uvedeno, ze byl ,adapted®, ale je pfekopirovan beze zmén ze zdrojového
¢lanku. Doporucuji vénovat pozornost popiskim obrazku, které v pracich,
odkud obrazky pochazely, byly vyrazné komplexnéjSi a dobre je doplriovaly.
U tabulky €. 1 je jako zdroj uveden Yang et al. 2024, jde o tabelarni formou
uvedené vypisky z tohoto ¢lanku bez uvedeni nebo vyuZziti zdrojovych citaci,
které pfedmétny ¢lanek poskytuje. Tabulka €. 2 je kratkym pfehledem
vlastnosti navozenych mutacemi v Cas9, které se pouzivaji pro indukci jeji
nikazové aktivity. Tabulka €. 3 obsahuje seznam klinickych studii vybranych
na zékladé nejasnych (neuvedenych) parametr z databaze clinicaltrials.gov,
bez jakékoliv snahy po dohledani aktualnich vysledku pfedmétnych studii na
zakladé napf. prezentaci na poslednich kongresech, kde byvaji recentni
vysledky imunoterapeutickych studii prezentovany.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Prace si vytkla za cil popsat CAR T terapie, zejména design a limitace terapii
existujicich. V praci jsou zdafile popsany principy CAR T terapie a CRISPR/Cas9
techniky, kratce jsou popsany i nékteré molekularni cile vedouci k potlaceni
inhibi¢nich signalu a toxicity. Chybi ale podrobnéjsi vhled do jednotlivych klinicky
testovanych CAR T bunécénych terapii, které jsou jen zbézné zminény v tabulce €. 3
a v kratkém navazujicim textu. Chybi detailnéjSi popis nastaveni jednotlivych
aktualnich klinickych studii, popis jejich vysledkl a jejich dalSiho sméfovani. Zvolené
téma je pro bakalarskou praci pomérné obtizné, protoZe s ohledem na rychly rozvoj
oboru se nelze spoléhat jen na tradiCni Cerpani z Casopiseckych praci, ale je nutno
monitorovat i aktualni konferencni abstrakta a Sedou literaturu, kde jsou bohuzel
vysledky klinickych studii zvefejhovany Casto i s nékolikaletym predstihem pred
jejich Casopiseckou publikaci, pokud k této vibec (v pfipadé neuspésnych studii)
vubec dojde. Formalni uroven prace vykazuje jen drobné nedostatky uvedené vysSe.

Otazky a pripominky oponenta:

1) Tabulka 1 uvadi stupen infiltrace rdznych typ nadord T burikami. Napfiklad,
prvni z uvedenych nadoru, svétlobunéény karcinom ledvin, je uveden jako
nador asociovany s vysokymi po¢ty CD8" T bunék. Souhlasim, Ze zastoupeni
tohoto typu bunék je u svétlobunééného karcinomu ledvin vySSi nez u okolni
netransformované tkané. Ale jiné typy T bunék, jako napfiklad resting
pamétové CD4* T bunky, byvaji také poCetné zastoupeny (i kdyz méné nez
v okolni netransformované tkani). Jakou informaci mizeme extrahovat
z tabulky 1 s ohledem na tematiku prace, tedy s ohledem na predikci
uspésnosti CAR-T bunécnych terapii?

2) V kapitole 3 piSete, ze ,Since then, it has been restricted for use only in vitro
and it was 8 years later, in 2020, when CRISPR-Cas9 was first used directly
in a human body“. Je pravdou, Ze IéEba daného typu amaurdzy byla prvni
terapii provedenou pfimo v téle Clovéka, ale jiz prfedtim byly provadény ex
vivo terapie bunék a imunoonkologické aplikace, pfi kterych byly editované
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bunky vraceny zpét do lidského organismu (2016 — PD1-editované T bunky,
2019 — NY-ESO-1-smérované T buniky NYCE, CD19 CAR T CTX110, a
BCL11A-editované HSPCs CTX001). Uspé&sné in vivo pokusy na zvifatech
byly publikovany v srpnu 2014 (muskularni dystrofie), pokusy na
nezivotaschopnych lidskych embryich v dubnu 2015, studie na 1é¢bu
amaurozy byla zahajena r. 2017, a kone¢né v letech 2019-2022 zahajeno
hned nékolik in vivo studii na Ié€bu srpkovité anémie a beta thalasemie
(nezaménujme s téz dostupnymi ex vivo terapiemi tychz nemoci).

3) V kapitole 3.1 je zmifiovana PAM sekvence nasledujicim tvrzenim: ,For the

4)

typically used Cas9 variant purified from Streptococcus pyogenes, the PAM is
very specific. V praci chybi rozpracovani tematiky moznosti, jak obejit
nutnost cilit editaci vyhradné do blizkosti pfedmétné PAM sekvence. Pro
uCely obhajoby rozpracujte tematiku druhové specifické heterogenity PAM
sekvenci.

Kapitola 5 — klinické studie — je oproti jinym Castem této prace velmi
nedotazena. Kromé tabulky s nékolika studiemi zmifiuje jednim odstavcem
studii NCT04557436 a potom jednou vétou studii NCT05812326 s tim, Ze
k druhé ze studii nejsou dostupné Zadné udaje. Bylo by vhodné tuto
problematiku pfi obhajobé vice rozpracovat, zaméfit se napf. na vysledky
studii zminénych v tabulce 3 a publikované mezitim na konferencich (napf.
poster €. 4629 na ASH, ktery rozpracovaval vysledky terapie pomoci
CTX110).

Navrh hodnoceni Skolitele nebo oponenta

[ ] vyborng [X velmi dobfe [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis Skolitele/oponenta:

Instrukce pro vyplnéni:

Prosime oponenty i Skolitele o co nejstru¢néjsi a nejvystizngjsi komentafe k jednotlivym
boddm (dodrzujte rozsah), tu€né vyznacené rubriky jsou povinnou soucasti posudku.

PF¥i posuzovani je nutno zohlednit pozadavky stanovené pro vypracovani bakalarskych praci —
viz https://www.natur.cuni.cz/biologie/studium/bakalarske-studium

Posudek je nutné zaslat elektronicky na e-mail masek@natur.cuni.cz pro zverejnéni ve
studijnim informacnim systému UK, a dale dorucit vytistény a podepsany v jedné kopii, ktera
bude nezbytnou souéasti protokolu o statni bakalarské zkousce, na adresu:

Dr. Tomas Masek

Katedra genetiky a mikrobiologie

Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova

Vini¢na 5

128 43 Praha 2
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