+

1. LEKARSKA
FAKULTA

Univerzita Karlova |. CH'RURG'CKA KLINIKA 1‘
LF UK A VFN

Prednosta: prof. MUDr. Zdenék Krska, DrSc.
U Nemocnice 499/2, 128 08 Praha 2
tel: 224 961 111, www.vfn.cz

VSEOBECNA FAKULTNI
NEMOCNICE V PRAZE

Posudek oponenta disertacni prace

Autor diserta¢ni prace: MUDr. Stépan Novak

Néazev prace: Vzajemna komunikace a vztah mezi nadorovymi burikami a nadorovym mikroprostredim
Skolitel: RNDr. Pavol Szabo, Ph.D.

Oponent: prof. MUDr. Zdenék Krska, DrSc.

HODNOCENI DISERTACNi PRACE
1. Aktualnost zvoleného tématu

Zvolené téma disertacni prace je aktualni a vzhledem k situaci, ze stale celosvétové stoupa incidence
maligniho nadorového onemocnéni, Ize predpokladat nejen aktualnost, ale i rlst vyznamu v Case. Vysledky
ziskané vramci experimentalniho vyzkumu disertacni prace rozsifuji soucasny vyzkum i poznatky
v problematice duktalniho adenokarcinomu pankreatu (PDAC) a spinocelularni karcinom hlavy a krku, coz
vyplyva i z ¢lankd publikovanych autorem.

2. Cile prace

Predlozena disertacni prace, kterd se zabyva problematikou spojeni nddorového prostredi s nadorovymi
burikami. Fokus konkrétni cilG disertaéni prace byl predevsim v interakci ¢tyf bunécnych linii duktalniho
adenokarcinomu pankreatu (PDAC), kondiciovanych médii fibroblastl, bunék odvozenych z ascitické
tekutiny pacientl v terminalnim PDAC a primarnim tumorem PDAC a kolerace klinickych charakteristik
s imunohistochemického procesu detekci tenascinu, fibronectinu a galectinu s odliSenim bunék
spinocelularniho karcinomu, bunék z okraje resekovaného biologického materialu a bunék normalni
neinfiltrované sliznice u pacientl s diagndzou spinocelularniho karcinomu hlavy a krku. V rdmci obou
stanovenych cilG byl proveden genomovy profil s aplikaci dané analyzy.

Cile disertacni prace jsou v pravém slova smyslu experimentalni studii, védecky jsou erudované nastaveny
a zvoleny.

Petent podrobné analyzuje nadorové mikroprostredi, a to z hlediska interakce maligné transformované
bunécné populace a okolni tkdné, coz se aktualné jevi, ze je podstatny faktor v patogenezi nddorovych
onemocnéni. Nadorové prostredi, a to predevsim z hlediska kmenovych bunék, nadorové acidiovanych
fibroblastt, dale rastovych faktorl — cytokin( a interlinkin(i, téz extracelularni matrix a jeji remodelace u
nadord, dale galektin( a imunitniho systému; podrobné je analyzovana nddorové genetika cely tento oddil
prace zprehlednuje tabulka ¢. 1, biologicky aktivni latky produkované cancer associated fibroblasts, CAFs,
kde je uveden i biologicky vyznam dané aktivni latky. Rovnéz tak tabulka ¢. 2 zhodnocujici zakladni
potencionalni terapeutické cile protinddorové lécby objasnuje zajem petenta a dlezitost studii tohoto
typu, nebot ukazuje stadium vyuziti danych faktor( pfimo v klinické praxi.

Disertacni prace ma dva cile, kde prvnim cilem je popsat chovanim mezi fibroblasty - healty fibroblasts . Cil
1 je zaméfen na interakci mezi PANFs (PDAC) aktivovanymi CAFs (cancer associated fibroblasts) a
komercnimi liniemi PDAF. Se stanovenim genetického profilu HF a PANF a vzajemné srovnani fenotypu
nadorovych bunék PDAC s nadorovymi burikami ascitické tekutiny u pacientl s terminalnim stadiu PDAC.
Cil jedna byl rozdélen do 4 bodu:

- porovnani rychlosti rlistu 4 komerc¢nich PDAC linii v bézném kultivaénim médiu a pfi pouziti médii
z HF A PANF
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- urceni rozdilné exprese bunécnych markerl spojenych s nizkou bunécnou diferenciaci a
epitelidlné-mezenchymalni tranzice prechodem u komer¢nich linii PDAC ve standardnim medii z HF A PANF

- rovnani exprese IL-6, IL-8 a MFGES a jejich receptori u komerc¢nich bunéénych linii PDAC u bunék
z punktatu ascitll a u nadorovych bunék ze vzorku PDAC.

- srovnani genové exprese FH, PANF a CAF maligniho melanomu.

Druhym cilem studia bylo srovnani fenotypu a genetického profilu mezi NM (normal mucose cells), MSR
(surgical resection margin cells) a SCC (squamous cell carcinoma) u pacientd s HNSCC head and neck
squamous cell carcinoma). Opét ve trech bodech:

- Analyza imunohistochemického profilu markeru ten, fn a gal u NM MSR a SCC.

- Nalezeni vztahu mezi postizenim krénich uzlin a preziti pacienta na podkladé exprese ten, fn a gal
u MSR a SCC.

- Porovnani genové exprese na podkladé DNA microaray analyzy ten pozitivnich a ten negativnich
vzork{ SCC.

Prace s bunécnymi liniemi je velmi dobre zpracovana, petent se jimi dobre zabyval a cely vyzkum dle
nastaveného modulu vykonal.

3. Vyjadreni k pouzitym metodam zpracovani

Jako hlavni metody vyzkumu byly v rdmci obou nastavenych cild genomové profily s aplikaci konkrétni
analyzy, a to u prvniho cile predevsim kultivace stanovenych bunécnych linii biologického materialu PDAC
a u druhého cile kultivace linii biologického materialu u spinocelulranich tumor( v oblasti hlavy a krku.

Experiment byl zaméfen na rozbor, disperzi ziskanych vzork( biologického materialu v nastavenych
kultivacich a jejich nasledné komparaci a statistickém vyhodnoceni ziskanych dat.

Metody zpracovani byly podporeny kvalitni analyzou dostupné odborné literatury a syntézou ziskanych
informaci a znalosti. Metody zpracovani disertacni prace byly opravdu kvalitné nastaveny, cely vyzkum tim
byl velmi kvalitné pripraven a organizovan.

4. Vyjadreni k vysledkiim disertacni prace

Vysledky nastavenych cilG disertacni prace byly spravné interpretovany s podrobnou formou zpracovani
ziskanych dat z provedenych kultivaci. Disertacni prace ve svych nastavenych cilech prinasi predevsim
zavéry tykajici se moznosti predikce ¢i uziti cilené terapie u maligniho onemocnéni PDAC a malignity
spinocelularnich tumor( v oblasti hlavy a krku. Z dlouhodobého hlediska se u prvniho cile zaméfeného na
PDAC se zd4, ze fokus vyzkumu je spravny a cilena terapie by mohla prinaset uspokojivé vysledky, u cile
druhého vysledky experimentu potvrdily souc¢asnou védni znalost bez zasadniho prognostického vyznamu.
Vysledky vyzkumu pfinesly velice dobré zavéry, které svij rozsah a o¢ekavani predcily.

5. Vyjadreni k formalnimu zpracovani disertace

Formalné je prace zpracovana v dobré a odpovidajici kvalité disertacni prace. Pfedlozena prace je sepsana
na 99 stranach, vlastni prace na 60 stranach. Prace je rozdélena na Uvod do problematiky, cile prace,
material a metodika prace, vysledky, diskusi a zavér. Textova cast je doplnéna 13 tabulkami a 14 obrazky.
Disertacni prace obsahuje recentni velmi obsahly seznam pouzitych publikacnich zdrojl s vice nez 360
odkazy, seznam zkratek a pfilohy zahrnujici publikacni aktivitu autora. Prace je napsana v ¢eském jazyce
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bez vyznamnych pravopisnych chyb, avsak s velkym mnozstvim pouzitych zkratek, na zakladé kterych se
Ctenar musi velmi Casto odkazovat na seznam zkratek. Celkové zhodnoceni formalni stranky disertacni
prace je dobré.

6. Vyjadreni k vyznamu dalSiho rozvoje védy

Vzhledem k situaci, kdy incidente nadorového maligniho onemocnéni stale stoupa, je vyznam efektivity
pokrocilého vyzkumu a vyvoje zasadni a podpora nového poznani a fixace ziskanych objevid pro spolecnost
nezbytné nutna. Vyznam disertacni prace spociva predevsim v predikci nddorového onemocnéni PDAC a
spinocelularniho karcinomu hlavy a krku a korektnim nastavenim nasledné terapie metodou vyuziti
interakce resekovaného biologického materialu a jeho kultivaci v ramci genomového profilu.

7. Celkové hodnoceni

Disertacni prace zpracovava problematiku interakce nadorovych bunék s nadorovym mikroprostredim u
PDAC a u spinocelularnich nadort oblasti hlavy a krku. Prace je koncepcné, metodicky a primarné vyzkumné
nadmiru dobre zpracovana. Dil¢i poznatky z nastavenych cili byly dobre nastaveny, experimentalné
kvalitné zpracovany, statisticky zhotoveny a vysledky kvalitné interpretovany. Prace velmi dobre pronika do
oblasti, kterd neni standardné vramci diagnostiky a analyzy ziskanych vzorkd zivych systémi
vyhodnocovana a pfinasi tudiz novy pohled na problematiku genomového profilu pfi kultivaci resekované
tkané.

8. Otazky na autora

Zdali a jak nadorové mikroprostredi mize byt ovlivnéno neoadjuvantni terapii, chemoterapii ¢i radioterapii?

ZAVER
Predlozen4 disertacni prace je komplexné zpracovana. Autorem prace MUDr. Stépanem Novakem byly
kvalitné splnény stanovené cile, odborné a systematicky vedena experimentalni studie, struktura

statistického vyhodnoceni i celkova evaluace prace. Autor prokazal samostatny systematicky pfistup a
vyznamnou odbornou védecko-vyzkumnou koncepci.

Predlozena disertacni prace spliuje vSechny pozadavky standardné pozadované pro tvorbu disertacni
prace. Na zakladé vyée uvedenych skute¢nosti a dle §47 VS zakona 111/98 Sb. doporuduji préci pfijmout
k samotné obhajobé disertacni prace. V pfipadé Uspésné obhajoby doporucuji udélit autorovi disertacni
prace MUDr. Stépanovi Novakovi titul Ph.D.

V Praze 13.11.2023 prof. MUDr. Zdenék Krska, DrSc.



