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Predkladana dizertatni prace byla vypracovdna na Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a ktku, 1. LF UK a FN v Praze-Motole a na oddéleni experimentaln{ virologie
Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze pod vedenim $koliteld Prof. MUDr. Jana
Klozara, CSc. a RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D. Prace byla podpofena grantovym projektem IGA
MZ CR NT 12483 a 11542, coZ doklada aktudlnost fefeného tématu. Mnohaleté zaméfeni
obou pracovi§t' na problematiku karcinomu hiavy a krku a na studium dlohy lidskych
papilomavirt (HPV) v etiopatogenezi lidskych nadord bylo dostatetnou zérukou vSestranné

plipravenosti zvolené téma Gspéiné fesit.

Volba a aktudlnost tématu

Dizertatni price zahrnuje tH hlavni tematické okruhy: 1) studium prognostického
vyznamu HPV u karcinomii hlavy a krku, véetné porovnani riznych metodik detekce HPV, 2)
studium zm&n v imunitnim systému u nemocnych s karcinomy hlavy a krku a 3) studium
-Virologického a imunologického faktoru ve vztahu k prognéze nemocnych.

Zam&feni vyzkumu na doposud velmi mélo znamé zmény imunitniho systému u
nemocnych s karcinomem hlavy a krku a zji§tovéani jejich souvislosti s HPV statusem
nidorového onemocnéni je mimotadng vhodné a velmi aktualni. Z tohoto hlediska je volbu

tématu dizertatni prace nutné jednoznaéné ocenit.




Formalni Gprava disertaéni price

Dizertaéni price m4d celkemn 95 stran textu, vetnd obséhlého vyétu pouité literatury
zahrnujictho celkem 206 recentnich citaci, coz ukazuje na vybornou orientaci uchazedky
v dané problematice. Soudasti price je rovngZ 7 pfehlednych tabulek a 15, resp. 24 obrazki
umisténych pifmo do viastniho textu. Samostatnou kapitolou dizertadniho spisu (kap. 8) je
seznam publikact in extenso (10 publikaci, z toho 3 s impakt faktorem k tématu dizertace,
z toho 1x uchazedka jako prvnf autor) a 3 plnotextové reprinty publikaci s impakt faktorem
k tématu dizertace.

Prace je ¢lenéna standardnim zplsobem do sedmi logicky navazujicich kapitol a je
velmi &tivé napsana jazykem vysoké urovng, jemuz jsou bohuZel na §kodu etné pieklepy,
kterych si oponent viiml celkem 29x (mj. i v ,identifikadnim zdznamu®) a kterych bylo lze se
v dobé moZnosti autoniatick}?ch oprav v textovych editorech snadno vyvarovat, Jako
samostatnou kapitolu bylo mozZné zafadit seznam tabulek a obrézki, spolu s odkazem na

piisludnou stranku. Celkové grafické uspotadéni préce je zdatilé.

Uvod

V obsahlé Gvodni kapitole, které je vénovano 36 stran a kterd je &lendna do 19
podkapitol, autorka seznamuje étendfe s dosud zndmymi poznatky o studované problematice.
Celkové zpracovan{ této kapitoly je i pies uvedeni znadného mnoZstvi diléich poznatkd
koncisni a uvadi ¢tendfe srozumitelnym zplisobem do Fegeného tématu.

V této kapitole lze autorku upozornit na dva drobné nedostatky:
1. Tvrzeni, Ze ,karcinom dé&loZniho hrdla je ve 100 % etiologicky spjaty s infekei HPV®, jak
je uvedeno na s. 10, je zavadgjici. V dalgich &astech Gvodni kapitoly (napt. na s. 32 a s. 36) se
viak jiZ tato nepfesnost nevyskytuje.

2. Termin ,,d€loZni kréek™ (s. 10) se nepouzivd. Lépe délozni hrdlo, event. d8lozni ipek.

Cile studie
Sest cilti dizertadni prace je jasné formulovanych a vysledky prace shrouté v kapitole

Zaver” dokazuii, Ze stanovené cile byly splndny a Ze celd dizertace splnila svij Gdel,
LE J 4] y

Materiil a metodika
Této kapitole je vénovdno 11 stran textu, podinaje charakteristikou studovaného
souboru ¢itajictho nejprve 60 a posléze 110 nemocnych. Nésleduje popis odbéru materialu,

popis pouZitych metod zjistovani HPV statusu v nddorové tkdni, popis pritokové cytometrie




a vyfet metod uZitych pfi statistickém zpracovéni vysledkh. PouZité metody byly zvoleny
vzhledem ke stanovenym cilim dizertace adekvatné.
K této kapitole mam nasledujici pfipominky:

3. Obecny komentar

V ramei jednotlivych metod jsou vyrazné rozdily v detailnosti jejich popisu. Zatimco
popis detekce HPV v nadorové tkani je velmi precizni a lze jej povaZzovat za detailni pracovni
postup, tak popis imunohistochemické detekce proteinu plé je nadrtnut pouze v hrubych
obrysech (viz niZe).

Z charakteru jednotlivych pouZitych metod vyplyva, Ze jejich provedeni a hodnoceni
vysledkll piingjmendim n&kterych znich bylo provadéno ve spolupréci s pracovniky
z prisludnych pracovist, coZ neni explicitné uvedeno.
ad oddil 3.1.

3.1.1 Neni explicitné uvedeno, zda studie byla koncipovana jako retrospektivni &i
prospektivni. Ze se jednd o prospektivni studii je uvedeno a2 v oddilu ,,Diskuze® na s. 77.
3.1.2. Bylo vhodné jednoznaéné uvést, Ze byly studovany ,,dlazdicobunééné® karcinomy.
3.1.3. Neni jasné, podle jakych kritérii byli pacienti zafazovini do studie. Jednalo se o
v§echny nemocné s uvedenou diagnézou, ktef{ byli v daném obdobi operovani, nebo napf. jen
o ty, kteti souhlasili se zatazenim do studie, nebo byl kli¢ Gplné jiny?

3.1.4. Soubor diagndz je z topograficko-anatomického hlediska heterogenni. Bylo by lépe se
zabyvat pouze jednou konkrétni diagnézou, napi. karcinomem orofaryngu. O biologickém
chovani karcinom@ hlavy a krku rozhoduji i jiné parametry neZ jen HPV status a karcinomy
dutiny Gsini, orofaryngu a napt. hrtanu se jist& budou chovat pongkud odlidng, i kdyZ viechny
budou HPV-negativni.

3.1.5. Chybi detailni popis ,zékladnich demografickych Gdaji* a ,klinicko-patologickych
charakteristik®, které byly u kazdého piipadu zaznamendvény a kterd jsoﬁ uvadény ve
vysledeich, Pokud byly tyto ddaje zji§tovany pomoci dotaznikd &i strukturovanych formulaid,
pak bylo velmi vhodné tyto formulafe zatadit do dizertaéniho spisu.

ad oddil 3.2

Neni pfesné uvedeno, kdy byla odebirana krev nemocnym (v dobé stanoveni diagnozy?, t&sné
pfed operaci?, v priibéhu operace?).

ad oddil 3.2.5

Popis metodiky imunohistochemické detekce exprese proteinu plé je nedostateCny a
kontrastuje s precisnim popisem PCR metod. Navic je popis hodnoceni exprese proteinu pl6

nepiesny az zavadéjici.




ad oddil 3.2.6
Neni dostatetné vysvétleno, pro¢ byly za cut-off povaZovany nejdiive hodnoty > 10 %, pak
5,2 % a posléze 4,2 %.

Vysledky, diskuze a zdvEr

Vysledkim, diskuzi a z&véru je vénovéno 34 stran disertadniho spisu,

Kapitola ,,Vysledky“ je pfehledn& ¢&len&na do podkapitol popisujicich dosaZené
vysledky, doplnéné prehlednymi tabulkami a obrézky. Kromé deskriptivnich vysledki jsou
uvedeny 1 vysledky statického zpracovani.

K této kapitole mam nésledujici poznamky:
ad oddil 4.1
L. U nekterych parametrd, napf. v&k, chybi podrobn&j¥i statistické charakteristiky, napt.
medidn, rozmezi{ apod.

2. Prod bylo koufeni hodnoceno odli§ng ve skuping pacientfi (soudasny kutak — byvaly kutdk
— nekufdk) a ve skuping kontrol (kutak - nekuiak)?

3.V tabulce 2a nesouhlasi celkové potty pacientd (n = 110) u parametru kouieni (n = 108),
alkohol (n = 103), velikost nadoru (n = 107), uzlinové postizeni (n = 108) a diferenciace
nadoru (n = 106)!

4.V tabulce 2b nesouhlas celkovy podet kontrol (n = 52) u parametru koufeni (n = 46)!

5. Soudty procent v tabulkéch 2a a 2b neddvaji 100 %.

ad oddil 4.2

1. Udaj o &ast&jsi HPV-pozitivité karcinomt orofaryngu oproti karcindmflm dutiny ustni je
jisté ovlivnén velmi rozdilnym podtem vySetfovanych ptipadi (81 karcinomd orofaryngu
oproti 16 karcinomim dutiny dstni).

2. Vysledky PCR metod pouZitych k detekci HPV bylo 1ze doloZit obrazovou dokumentaci.

ad oddil 4.3

1. Vysledky hodnoceni exprese proteinu p16 jsou popsany nedostateénd. Chybi napt. tabulka,
ve které by byly uvedeny procentudlni podty pozitivnich bungk, p¥p. intenzita exprese, kterd
se také hodnotila. P¥iklady rizné exprese proteinu pl6 bylo velmi vhodné doloZit obrazovou
dokumentaci. Dle soucasnych doporudeni se za pl6-pozitivitu v dlaZdicobunééné karcinomu
hlavy a krku povaZuje silna diftizni exprese ve vice ne 70 % nadorovych bun&k, Hodnoty
diagnosticke shody, senzitivity a specificity je proto tfeba pokladat pfinejlepsim za orientadni.
ad oddil 4.4

1. V tabulce 3 je misto znaku ,,<* prazdné misto (4x).




ad oddil 4.6
1. U parametru doba sledovani chybi dal3{ statistické udaje, napf. medidn, rozmezi apod.

V kapitole ,,Diskuze* autorka podrobng rozebird vlastni dosaené vysledky a
konfrontuje je s dosud publikovanymi zévéry jinych studii. Tato &4st dizertadnf préce svéd& o
velmi dobré orientaci autorky v dané problematice a o schopnosti ziskané poznatky kriticky
hodnotit. Autorka si je rovnéZz ve&doma nutnosti ziskané vysledky dile ov&fit budoucim
vyzkumem.

V kapitole ,,Zavéry* jsou struéné a vystiZn€ uvedeny nejdileZit&jsi vysledky dizertadni
préace, z nichZ za nejvyznamngjsi lze povaZovat niZe uvedené. Dle ndzoru oponenta je zaver &.
2 vzhledem k vy$e uvedenym ndmitkdm k metodice sporny.

1. HPV je prognosticky vyznamnym faktorem pro DSS u pacientd s karcinomy hlavy a krku.
2. Detekei markeru aktivni virové infekee - HPV 16 E6 mRNA nelze nahradit kombinaci
markeriit HPV 16 DNA + p16, pfedeviim ne u karcinom jiné, ne? orofaryngedlni lokalizace.
3. Zastoupent jednotlivych lymfocytarnich subpopulact v periferni krvi se 1i$f u pacientt

s karcinomem hlavy a krku a u zdravych jedinet.

4. U pacientd s HPV-asociovanymi karcinomy hlavy a krku byly v perifern{ krvi detekovény
zvySen¢ hladiny CD3- CD56+ CD16+ NK bungk, CD&+ T lymfocyth a soudet CD4+ CD&+ T
lymfoeyti.

5. Lepdf prognézu méli pacienti s HPV-asociovanymi karcinomy a s vy$si hladinou CD4+
CD25+Treg v periferni krvi ve srovnani s pacienty s HPV-neasociovanymi karcinomy a niz¥
hladinou CD4+ CD25+Treg v periferni krvi.

Otazky pro uchazecku

1. Na zdklad¢ jakych udaji byly nastaveny hodnoty cut-off p¥i hodnoceni jednotlivych
[ymfocytarnich populaci p¥i pritokové cytometrif?

2. Jak lze vysvétlit ,protichfidné” nalezy mezi skupinou pacientl a kontrolni skupinou
v parametrech (CD4+ CD25+ Treg) a (CD4+ CD25+ FoxP3 Treg)?

3. Je z literatury znamo, zda byly u karcinomi hlavy a krku, p¥ip. u jinych zhoubnych nadord,
zjiSovdny podty/hladiny jednotlivych bunék imunitniho systému soudasné v nddorové tkani,
v okoli nddoru a v periferni krvi a vzajemné korelovany? S jakymi vysledky?

4. Jsou z literatury zndmy udaje o zmé&né hladin jednotlivych typd bunék imunitniho systému
u nemocnych se zhoubnymi nadory po ukondeni 1é¢by v prib&hu doby sledovani? Dala by se
jejich ptipadnd zména vyuZit ke vSasné diagnostice lokoregionalnf & vzdalené recidivy

onemocnéni?




Celkové zhodnoceni

MUDr. Eva Lukefova pfedloZila pedlivé vypracovanou dizertatni praci, ktera
navazuje na recentni vyzkum v oblasti dlazdicobun&éného karcinomu hlavy a krku a ktera
vyznamné prispiva k hlubSimu pochopeni biologickych vlastnosti tohoto typu zhoubného
nddoru. Zvlagt® je téeba ocenit vystedky korelace TPV statusu s vysledky
imunofenotypiza¢nfho vySetfeni bun&k imunitniho systému v periferni krvi, z nich? nékteré
jsou prioritni a ze kterych vyplyva, Ze nékteré markery by mohly byt v budoucnu vyu#ity jako
prognostické, ptip. prediktivni faktory v 1é¢be,

Autorka prokazala hluboké znalosti studované problematiky a ji vyttené cile
dizertatni prace byly splnény, a to i pfes vyde zminéné dil¢l limitace studie metodického
charakteru. Ptedpokladem duspéchu bylo rovnéz obdivuhodné zvladnuti velkého podtu
metodicky ndroénych postupd.

Autorka osvédéila své schopnosti samostatné védecky pracovat, kriticky hodnotit
dosaZené vysledky a prezentovat je formou publikaci. Lze pfedpokladat, e uchazetka bude

v zapocaté praci nadale Gspéiné pokradovat.

MUDr. Eva Lukefovd jednoznainé splnila viechny poZadavky kladené na
dizertani prici stanovené podle § 47 Zakona o vysokych $kolach & 111/98 Sh.
Doporuduji, aby ji byl, na zikladé dspéiné obhajoby, udélen akademicky titul doktor ve
zkratce Ph.D.

Doc. MUDr, Jan Laco, Ph.D.

V Hradci Kralové, 10. listopadu 2014
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