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Oponentsky posudek na dizertacni praci Mgr. Barbory Pokryvkové ,,Fenotyp a funkce

bunék infiltrujicich spinocelularni karcinomy hlavy a krku rizné etiologie*.

Tématem disertacni prace jsou analyzy nddorového mikroprostiedi u nadord hlavy a krku s dirazem
na srovnani rozdili mezi nddory virové etiologie asociované s infekci papilomaviry a nadory nevirového
piivodu. Prace se da rozdé€lit na metodickou ¢ast, kdy byly zavedeny a optimalizovany moderni metody
analyz nadorového mikroprostfedi, konkrétné multispektralni imunohistochemie a hmotnostni
cytometrie, a druhou &ast, kdy byly zavedené metodiky vyuzity pro analyzy nadorového mikroprostiedi
vzorkil nddorti pacientl. Zakladem Cesky psané dizertani prace jsou ¢tyfi ptilozené publikace, u dvou
z nich je Mgr. B. Pokryvkova prvnim autorem. Tyto prace jsou doplnény velmi pe¢livé vypracovanou
uvodni ¢ésti, kterd obsahuje literarni uvod, cile, struény piehled materidlu a metod, vysledky s odkazy
na publikace s doplnénim o nepublikované vysledky, diskusi a souhrn.

Podrobny Literarni piehled potvrzuje, Ze autorka se velmi dobfe orientuje v tématu prace. Nejprve
Jje poskytnut pfehled o nadorech hlavy a krku, hlavné z epidemiologického hlediska a s diirazem na
prehled sou€asnych znalosti o rozdilech mezi nadory virové a nevirové etiologie. Dalsi ¢ast je vénovana
biologii a epidemiologii lidskych papilomavird a na onemocnéni asociované s infekci lidskym
papilomavirem a na mechanismy virem indukované kancerogeneze. V posledni &asti teoretického uvodu
je poskytnut piehled o problematice nadorového mikroprostiedi, véetné prehledu soudasnych metod
pouzivanych pfi jeho studiu. Prehled literatury je velmi dobte zpracovan a mohl by slouzit jako zaklad
pro piehledny ¢lanek o tématu. Nicméné velmi kratce jsou diskutovany neimunni buriky v nadorovém
mikroprostiedi, a také nejsou viibec zminény role cytokini a chemokint v nddorovém mikroprostiedi.

Cile jsou jasné definovany a odpovidaji vysledkiim a jednotlivym publikacim. Mam pouze formalni
poznamku k formulaci ,,cilem je vySetfeni“, mél by byt uveden konkrétni cil (optimalizace, identifikace,
urCeni atd.). Metody jsou podrobné popsany v jednotlivych publikacich, proto je jejich vy&et
s doplnénim metod, které nejsou soucasti ptilozenych publikaci, zcela adekvatni.

Ve vysledkové ¢asti je vzdy odkaz na publikace, kratky souhrn vysledki a zminén piispévek autorky
v jednotlivych studiich. Vysledky jsou potom déle shrnuty a diskutovany v Diskusi. Uvedeny jsou i dvé
publikace, které nejsou souddsti Dizertaéni prace. Dale jsou je$té uvedeny nepublikované, spise
predbéZné vysledky tykajici se funkEnich analyz Treg bunék izolovanych z nadorové tkané, kdy byla
zavedena metodika, ale nejsou jesté k dispozici reprodukovatelna data.

Experimentalni ¢ast prace, dokumentovana v ptiloZzenych publikacich a kriticky hodnocena a
diskutovana v SirSich souvislostech v Diskusi, je nejprve metodicka, dokumentujici, jak se Mgr. B.

Pokryvkova podilela na zavedeni a optimalizaci novych pokroilych metod pro analyzy zastoupeni a
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fenotypu vybranych bunék imunitniho systému v mikroprostfedi nadoru, hmotnostni cytometrie
(Polakova et al., 2019) v suspensi nadorovych bunék. Zde jsou cennd zjisténi tykajici se optimalizace
metod ohledné zpracovani vzorkii a vybéru reagencii a postupi pro ziskani validnich a
reprodukovatelnych vzorkti, napt. problematika znaeni jednotlivych vzorkid ,.&arovymi kdody*
zalozenych na isotopech Palladia.

V daldi praci byla zavedena metoda multispektralni imunohistochemie ve FFPE vzorcich
(Pokryvkova et al., 2021) a vyuzita pro analyzu mikroprostfedi nadori hlavy a krku. Ve spojeni
s analyzami exprese vybranych gend exprimovanych makrofidgy byly charakterizovany tumor
asociované makrofagy a identifikovana exprese Arginazy 1 jako mozného prognostického znaku u
nadorti virové a nevirové etiologie. To ma potencionalni klinicky vyznam. Je v8ak tieba mit na paméti,
Ze Argindza 1 neni exprimovadna pouze M2 makrofagy, ale i dal§imi buiikami, napf. myeloidnimi
prioritni data o myeloidni butikach, které tvoii vyznamnou &ast tumor infiltrujicich leukocytti, ale
vzhledem k jejich plasticité je stile obtizn€ stanovit jejich role prognosticky vyznam b&hem progrese
onemocnéni.

Dale byla v retrospektivni studii ziskdna data potvrzujici vy33i infiltraci CD3" bun&k v HPV*
nadorech a identifikovana populace PD1"CD8* buné&k jako nezavisly prognosticky znak. Bylo
prokazano, ze vys$i infiltrace PD-}*CD8+ bunék je spojena s vy$§im prezitim (Pokryvkova et al. 2022).
Pro dalsi analyzy jsou zajimava data tykajici se rozdili ve CD8" lymfocytii s nizkou a vysokou expresi
PD-1 a potvrzeni, ze PD1" buiiky nemusi nevykazovat vy&erpany fenotyp. Za velmi pfinosné povazuji
zjisténi, Ze vy33i infiltrace PD-1*CD8" bunék je spojena s vy$8im prezitim a dalsi diskusi o funk&nich
rozdilech CD8 lymfocytt s nizkou a vysokou expresi PD-1.

V posledni praci byly analyzovany metodou qPCR hladiny mRNA ASPH a dalsich geni
asociovanych s hypoxii a nasledné také bylo metodou multispektralni imunohistochemie stanoveno
zastoupeni bunék exprimujici dané znaky (Smahelova et al. 2024). Zde je velmi zajimavé zjisténi, Ze
aktivace genti spojenych s hypoxii je ovlivnéna HPV infekei.

V souhrnu Ize fici, Ze jednotlivé studie ramci této dizertaéni prace, provedené na dostateéné velkych
kohortéach pacientti, potvrdily rozdily mezi nadory asociovanymi s infekci HPV a nadory jiné etiologie.
Byla ziskdna nova data identifikujici a charakterizujici nékteré prognostické znaky, jejichZ exprese a
vyznam se mohou liit podle etiologie jednotlivych naddort. Ukazuje se, Ze zanétliva reakce na infekci
HPV je Caste¢né zodpovédna za lepsi prognézu rozvoje onemocnéni ve srovnani s HPV- nadory.
Vysledky také ukazuji, Ze pro stanoveni a pochopeni prognostickych znakl je dilezitd detailni
kvalitativni i kvantitativni analyza (napf. v ptipadé exprese PD-1) bun&&nych populaci. Diilezité jsou i

poznatky ohledné rozdilii zavislych nejen na etiologii, ale pravdépodobné i lokalizaci nadorti. Ziskan4
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data bude jest¢ nutno déle doplnit analyzami dalSich bunéénych populaci tumor infiltrujicich bunék a
také hladin vybranych cytokini, aby byl ziskan komplexni obraz nadorového mikroprostiedi. Také
zatim chybé&ji experimenty, které by vedly k mechanistickému zdiivodnéni rozdilé v mikroprostiedi
nadort rizné etiologie.

Cesky psand prace velmi dobfe &len&na i napsana, bez formalnich chyb a pieklept, ma odpovidajici
uvod i diskusi. VSechna data jsou dostate¢né a jasné zdokumentovana a piilozené publikace jsou
komentovany a prezentovany v logickych souvislostech.

Mgr. Barbora Pokryvkova prokazala orientaci v oboru, schopnost samostatné védecké prace, ke
které ma i odpovidajici metodickou erudici. Ziskala vysledky, které publikovala jako prvni autor ve
dvou publikacich a jako spoluautor ve dvou dal§ich. Doporucuji proto, aby prace byla ptijata jako

podklad pro udéleni titulu PhD.

Dotazy k diskusi:

- Ve vasi praci jste prokazala rozdily v zastoupeni PD1* CD3* bunék mezi nadory virové a
nevirové etiologie. Jak je to s expresi PD1L na nadorovych a tumor infiltrujicich buiikach u
nadord rizné etiologie?

- MizZete jest€¢ podrobnéji dokumentovat, jaka je souvislost mezi zastoupenim vybranych
bunécnych populaci a genovych expresi mezi stadii, piipadné dal§imi parametry vyvoje nadort
(podobné, jak je vyhodnoceno na Fig. 4 v Pokryvkova et al., 2021) ?

- Mate experimentélni data o infiltraci myeloidnich supresorickych bunék a dalSich bun¢k vedle
makrofagi do nadort riizné etiologie, planujete dalsi analyzy, pipadné jsou k dispozici literarni
data na toto téma?

- Je néco znamo o rozdilech v hladinach cytokinti v mikroprostfedi HPV*"a HPV nadori hlavy a

krku a o roli aktivace interferonovych drah v disledku antivirové odpovédi u HPV* nadora?

-
/ .
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