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V Praze dne 15.11.2024
Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Martina Stacha

Mgr. Martin Stach predkladd disertaéni praci na téma Enhancing Anti-tumor Efficacy and Improving
Manufacturing of Chimeric Antigenic Receptor T Cells (Cesky ZvySovani protinddorové ucinnosti a
zlepsovani vyrobnich postupl T-lymfocytl nesoucich chimerické antigenni receptory).

Disertacni prace obsahuje detailné zpracovany Uvod, cile, ¢tyfi publikace autora, z nichz kazdd je
doprovozena vlastnim oddilem v nasledné diskuzi a zavérecné shrnuti.

Uvod je dlouhy (ma 54 stran), ale je velmi kvalitné a &tivé zpracovan. Vnasi nas do tématu T-
lymfocytd nesoucich chimerické antigenni receptory (tzv. CAR T-lymfocytl) a detailné popisuje jejich
strukturu, funkci, vyvoj a postupné vylepsovani jejich kvality od CAR T-lymfocytl 1. generace aZ po 5.
a dalsi generace; a dale jejich vyrobu a produkci pro podani pacientovi. Po odborné strance je Uvod
velmi kvalitné napsan, s odkazy na nejnové;jsi védecké studie.

Cile prace, kterymi jsou

1) Stanoveni vlivu kultivace v cytokinech IL-4, IL-7 a IL-21 na fenotyp CAR T-lymfocytl

2) Ovéreni konstruktu CAR 4. generace s indukovatelnou sekreci IL-21 a charakterizace ucinku
IL-21 na imunofenotyp a efektorové funkce CAR T-lymfocytu

3) Implementace metody produkce CAR T-lymfocytl transposonovym vektorem pomoci
elektroporace linearni DNA a mRNA

a 4) Méreni a analyza imunofenotypu CAR T-lymfocyt( u skupiny pacient( |écenych pfipravkem
tisagenlecleucel,

byly v pfedkladanych publikacich zcela naplnény.

Student predklada ctyri publikace, z toho dvé jsou jeho prvoautorské.

V 1. publikaci ,,A new approach to CAR T-cell gene engineering and cultivation using piggyBac

transposon in the presence of IL-4, IL-7, and IL-21“ autor(l Pta¢kovd P, Musil J, Stach M, Lesny P,
Némeckovd S, Kral V, Fabry M, Otdhal P. v ¢asopise Cytotherapy. 2018 Apr;20(4):507-520
je popsano vylepseni protokolu vyroby CAR T-lymfocytl zaloZzeného na elektroporaci nevirového

vektoru piggyBac a kultivaci bunék v pfitomnosti cytokinl IL-4, IL-7 a IL-21, ktera vede k produkci
dostate¢ného mnozstvi CAR T-lymfocytl se zachovanim jejich pamétového fenotypu.

Ve 2. publikaci (prvoautorské publikaci studenta) ,Inducible secretion of IL-21 augments anti-tumor

activity of piggyBac-manufactured chimeric antigen receptor T cells“ autor(i Stach M, Ptac¢kova P,
Mucha M, Musil J, Klener P, Otdhal P. v ¢asopise Cytotherapy. 2020 Dec;22(12):744-754
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je popsan pozitivni Ucinek IL-21 na diferenciaci, expanzi a efektorové funkce CAR T-lymfocytl a
mozné vyuZiti CAR T-lymfocytl s inducibilni sekreci IL-21 pro 1éébu onemocnéni rezistentnich vici
CART, jako je chronicka B-lymfocytarni leukemie.

Ve 3. publikaci ,,Enzymatically produced piggyBac transposon vectors for efficient non-viral
manufacturing of CD19-specific CAR T cells“ autort Kaitankova I, Stach M, Zizkova H, Ptackova P,
Smilauerové K, Mucha M, Sroller V, Otahal P. v ¢asopise Mol Ther Methods Clin Dev. 2021 Aug
26;23:119-127 je popsana metoda vyroby CAR T-lymfocytl bez pouziti celych plazmidd, ktera je

snadnéji schvalitelnd regula¢nim orgdnem.

Ve 4. publikaci (taktéz prvoautorské publikaci studenta) ,Characterization of the input material

quality for the production of tisagenlecleucel by multiparameter flow cytometry and its relation to

the clinical outcome* autor( Stach M, Pytlik R, Smilauerové K, Rychla J, Mucha M, Musil J, Koladiya A,
Nemec M, Petrackova M, Kastankova |, Pecherkova P, Sramkova L, Polgarova K, Trnény M, Lesny P,
Vydra J, Otahal P. v ¢asopise Pathol Oncol Res. 2023 Apr 20;29:1610914 byly imunofenotypicky
charakterizovany CAR T-lymfocyty takto |é¢enych pacient( a byla nalezena absence expanze CAR T-

lymfocytd u pacient(l nereagujicich na tuto lécbu.

Jazykovd a formalini stranka prace je vysoka, nemam k ni Zadné pfipominky.

Zde predkladam nékolik doplnujicich otazek:

1) Povoleni k vyrobé novych CAR T produktl pro klinické studie je jisté narocny proces. Jak dlouho
trvd tento proces v Ceské republice? Povoluje vam regulaéni organ (Statni Ustav pro kontrolu Ié¢iv)
zainkorporovat do vyrobniho procesu CAR T nejnovéjsi védecké poznatky a existuje néjaky soucasny
,State-of-the-art” ve vyrobé CAR T? MlzZete pouzit pfiklad z vaseho pracovisté nebo nastinit vysledky
vasi nejnovéjsi publikace Mucha et al. Front. Immunol. 2024.

2) Vy i jini autofi jste zjistili, Ze nejefektivnéjsimi CAR T-lymfocyty jsou buriky s pamétovym
fenotypem, tzv. stem cell memory (SCM) a central memory (CM). Jaky je funkéni rozdil mezi SCM a
CM bunkami? Je mezi témito stadii (SCM a CM) popsan rozdil co do funkce CAR T-lymfocytQ, tj. jsou
jedny z nich efektivné;jsi?

3) Je pro dobré fungovani CAR T-lymfocytll nutna pfitomnost CD8+ i CD4+ T-lymfocytd? Kooperuji
spolu tyto dvé subpopulace? Je popsan néjaky idedlni pomér CD8+ : CD4+ CAR T?

4) V publikaci ,,Characterization of the input material quality for the production of tisagenlecleucel by
multiparameter flow cytometry and its relation to the clinical outcome” popisujete podavani CAR T-
lymfocytd pacientim s akutni lymfoblastickou leukemii z B-bunék a difuznim velkobunéénym B-
lymfomem.



2. LEKARSKA FAKULTA
UNIVERZITA KARLOVA

Klinika détské hematologie a onkologie
Pfednosta: doc. MUDr. Lucie Sramkova, Ph.D.

V Uvalu 84, 150 06 Praha Tel.: +420 22443 6400

4a) Jaké klinické a laboratorni parametry predurcuji pacienta k nasazeni této |écby? V které fazi [éCby
se CAR T-lymfocyty pacientovi podavaji?

4b) Zjistili jste absenci expanze CAR T-lymfocytl u skupiny tzv. non-responding patients, tedy
pacient( bez odpovédi na tuto Ié¢bu. Proc u téchto pacientll CAR T-lymfocyty neexpanduji? Muze to
byt predchozi [é¢bou nebo napf. imunofenotypem CAR T-lymfocytl a jejich aktivaci ¢i nedostatecnym
mikroprostfedim pro expanzi CAR T-lymfocyt(i?

4c) V mysim modelu (Markley and Sadelain, Blood, 2010) je popsano preziti CAR T-lymfocytl ve
sleziné vice neZ 100 dni. Je popsano, jak dlouho preZivaji CAR T-lymfocyty v téle pacient(? Dokazaly
by potlacit pripadny relaps onemocnéni?

Zavérecné zhodnoceni:

Celkové je prace vysoce kvalitni, pfedkladané vysledky prispély k povoleni faze | klinické studie CD19-
specifickych CAR T-lymfocytl (NCT05054257) a pfispivaji k poznani a zkvalitriovani v oblasti cilenych
terapeutik CAR T. Praci hodnotim velmi kladné a doporucuji ji k obhajobé.
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