Oponentsky posudek na dizertacni praci

Identifika¢ni udaje
K oponentskému posudku byla predlozena prace MUDr. Jaroslava Michalka

Prace ma nazev:
Prognostické faktory nadoru hlavy a krku se zaméfenim na kostni invazi

Price byla vypracovania vroce 2019 a je podkladem pro doktorandské fizeni v oboru
patologie

Puvodnost habilita¢ni prace

Doktorandsk4 dizertaéni prace je pivodni. Vznikla na zéklad¢ ziskanych vysledki
nemocnych v ramei ¢innosti autora na Ustavu klinické a molekuldrni patologie LF a FN
v Olomouci se spolupraci s dal§imi odbornymi zatizenimi téchto instituci.

Rozbor prace a dokumentace

Prace sestava z textové Casti, ktera ma 67 stran, obsahuje 10 obrazd, 13 tabulek a 9
grafli.

Literarnich citaci je uvedeno 156.
Je napsana v Ceském jazyce, formou pocitatové kopie a opatfena pevnou vazbou.

Je ¢lenéna do 9 kapitol véetné literatury, je vzorné upravena, bez vétSich chyb a
preklept, pfehledné a spravné oznacena. Vyskytuje se v8ak nékolik $patné oddélenych slov a
casti vét.

Obecna ¢ast

Uvodni kapitola je vénovana obecnym poznatkim o etiologii spinaliomu,
prekancer6zam dutiny ustni a orofaryngu a histopatologickym prognostickym faktorim jako
jsou velikost nadoru, hloubka invaze, nadorovy grading, perineuralni a vaskuldrni invaze,
nebo histopatologicky podtyp spinaliomu. resekéni okraje nadoru, uzlinové metastazy a
samotnd invaze do skeletu.

V této kapitole autor rovnéz vyznam molekularnich prognostickych faktord (p53,
faktory souvisejici s angiogenezi, Ki-67, EGFR, Cytokeratin 8/18, HPV)



Obecnd cast je popsdna spravné a piehledné, uvedené informace jsou uvedeny
dostatecn¢ srozumitelné, neni k nim Zadnych pfipominek.

Vlastni prace

Cilem préce je jednak srovnani typu kostni invaze ve vztahu k histopatologickym
(stupen diferenciace nadoru, velikost nadoru, postizeni regionalnich lymfatickych uzlin) a
klinicko-patologickym faktortm (vyskyt pooperaénich recidiv, Sleté pteziti nemocnych). Dale
autor porovnava typ kostni invaze, nadorovy grading a stupné postizeni lymfatickych uzlin ve
vztahu k molekularnim prognostickym faktorim detekovanym imunohistochemicky — p53,
Ki-67, CD34 (mikrovaskularni denzitg).

Metodika

V dizertatni praci jsou zpracovana klinicka data 49 nemocnych lé€enych v letech
2005-2014 se spinocelularnimi karcinomy dutiny ustni a orofaryngu s propagaci do &elistnich
kosti ve stadiich onemocnéni II-IV, u kterych bylo na Klinice ustni, Eelistni a obli¢ejové
chirurgie LF UP a FNOL provedeno radikalni chirurgické odstranéni nddoru doplnéné
CasteCnou resekei horni nebo dolni Celisti. Preparaty byly odvapnény pomoci standardnich
dekalcifikacnich roztokii (DC1, Krutsay) a nésledné retrospektivné vyhodnoceny jednim
patologem. Vyhodnocené histopatologické parametry byly nasledn& srovnavany s expresi
vybranych  imunohistochemickych prognostickych markerd. Pro stanoveni exprese
sledovanych znakd byla pouzita nepiima imunohistochemickd metoda s vyuzitim protilatek
anti CD34, Ki-67, p53. Vpfipadé¢ CD34 byla hodnocena mikrovaskularni denzita
peritumordzné na hranici s nenadorovou tkani v oblasti invazivniho &ela nadoru a dale
v nadorovém stromatu intratumorézné. Hodnocen byl primérmy pocet CD34 pozitivnich cév
na 1 velké zommé pole (HPF) vmistech tzv. ,hot spots“. Ki-67 bylo hodnoceno jako
procentualni zastoupeni pozitivnich nadorovych bunék ze viech nadorovych bunék, p53 jako
mutovany nebo ,,wild type™.

V této kapitole autor pfehledné popisuje ndro¢nost vlastniho zpracovani kostnich
preparatd, veetné vyznamu precizniho blokovani kosti a jeji pfipravy na vlastni vyhodnoceni
z hlediska histopatologického a molekularniho.

Vysledky a zavéry

Z vysledkt vyplyva, Ze paraleln¢ se vzristajicim stadiem nddorového onemocnéni
nartista Cetnost negativnich histopatologickych prognostickych znakfi, jako jsou maximalni
hloubka invaze, nadorovy grading, vzdalenost od resekéniho okraje, perineuralni $ffen,
postizeni regiondlnich lymfatickych uzlin véetné¢ ECS. V této ¢asti prace autor posuzuje vztah
vybranych imunohistochemickych prognostickych markert (CD34, Ki-67, p53) s typem
kostni invaze a s dalsimi klinicko-patologickymi znaky.

Mikrovaskularni denzita (MVD) stanovena pomoci markeru CD34 byla hodnocena jak
peritumordzng€, tak intratumorézné. Aktivita peritumorézni MVD byla konstantni nejen u
karcinomil s/bez kostni invaze, ale také u jednotlivych typti kostni invaze. Naopak aktivita



intratumorézni MVD byla jednoznatn& zvy%end u spinaliomd s infiltrativnim rdstem
Vv porovnani se spinaliomy propagujicimi se do kosti erozivnim ¢i smisenym typem.

Nebyla dale prokdzana zvysend prolifera¢ni aktivita Ki-67 a &etnost mutovaného p53 u
spinaliomt dutiny Gstni a orofaryngu propagujicich se do kosti.

Naopak byla prokazina korelace mezi nadorovym gradem a peri/intratumordzni

mikrovaskulérni denzitou (MVD). Dale se prokazala zvySena &etnost mutovaného p33 a Ki-
67 se zvysujici diferenciaci nadoru.

U nemocnych s pozitivnimi metastatickymi uzlinami byla prokazana zvysena aktivita
MVD a Ki-67 a zvy$ena frekvence mutovaného p53.

Védecky pFinos dizertaéni prace

V usp&Snosti pfeZiti nemocnych s nadory dutiny ustni a orofaryngu hraje vyznamnou
roli nejen v&asnost a dostate¢nd radikalita vykonu, ale také spravné a precizné stanoveny
histopatologicky staging.

Autor t€mito poznatky jasné dokazuje dilezitost podrobné odeéteného histologického
preparatu, ktery ptedurCuje nejen vlastni radikalitu chirurgického vykonu, ale také podava
dulezit¢ poklady potfebné v nasledné terapeutické rozvaze, jejim rezimu a délce.

Uvedené poznatky podavajici klinikovi informace o celkové povaze nadoru a jsou
proto rovnéz dulezité k vlastni dispenzarizaci nemocného.

Autorovy znalosti a celkovou orientaci v onkologii nddort dutiny tstni a orofaryngu
povazuji za velmi dobré, svou trpélivou praci vyznamné pfispiva do rozb&hlé mezioborové
spoluprace.

Citovanost literarnich prament je dostate¢nd, nedoslo k opomenuti Zadného
vyznamného sdéleni.

Celkové hodnoceni prace

PfedloZenou praci povazuji pro zdvaznost a aktudlnost onemocnéni za velmi
potfebnou a piinosnou, zvlasté v dobg, kdy se frekvence vyskytu spinaliomd dutiny ustni a
orofaryngu zvy3uje zejména u jedincli v mladsich vé&kovych skupinach. Tato problematika
vyZaduje komplexni terapeuticky piistup a vysokou kvalifikaci lékaiského tymu na vsech
urovnich komplexni onkologické 1é¢by. Vysledky dokumentované a piedloZené v dizertaéni
praci pln¢ maji vysokou vypovédni hodnotu a jsou srovnatelné s vysledky jinych
zahrani¢nich pracovist’.



Dotazy na autora

1. Povazujete za perspektivni urceni exprese EGFR jako molekularniho prognostického
faktoru preduréujiciho citlivost nddoru na radioterapii?

2. Je mozné stanovit intratumordézni aktivitu (MVD) u spinaliomd s infiltrativnim rastem do
kosti orofacialniho skeletu jiz na zéaklad¢ biopsie?

Zavér

Doktorandské dizertacni prace MUDr. Jaroslava Michélka odpovida svym rozsahem a
obsahem ustanovenim Zakona o vysokych skolach (¢.111/1998) a podle ¢lanku 3 odstavce 7b
Radu habilitaéniho ¥{zeni na Univerzit& Palackého v Olomouci narokéim na doktorandskou
dizerta¢ni praci.

Doporucuji proto, aby tato doktorandské dizerta¢ni prace MUDr. Jaroslava Michalka

byla pfijata k obhajob¢ a v pfipadé uspésné obhajoby mu byl udélen akademicky titul doktor
ve zkratce Ph.D.

V Olomouci 14. ¢ervence 2019 doc. MUDr. et MUDr. Richard Pink, Ph.D.



OPONENTSKY POSUDEK DIZERTACNI PRACE

Autor: MUDr. Jaroslav Michalek

Pracovi§té: Univerzita Palackého v Olomouci, Lékaiska fakulta, Ustav klinické a molekularni
patologie

Studijni obor: Patologicka anatomie a soudni Iékastvi

Nazev prace: Prognostické faktory nadoru hlavy a krku se zaméfenim na kostni invazi

Skolitelka: doc. MUDr. Svetlana Brychtova, Ph.D

Predkladana dizertaéni prace byla vypracovana na Ustavu klinické a molekularni
patologie v kooperaci s kolegy z Kliniky ustni, Celistni a obli¢ejové chirurgie LF UP a Ustavu

biofyziky LF UP v Olomouci. Prace tedy byla pojata jako mezioborova, coz lze jen ocenit.

Volba a aktualnost tématu

Dizertaéni prace zahrnuje dva hlavni tematické okruhy: 1) posouzeni vlivu typu kostni
invaze u ordlnich spinocelularnich karcinomil na vyskyt recidiv, 5-leté preZiti, postiZeni
regionalnich lymfatickych uzlin a dals$i klinicko-patologické faktory a 2) vztah vybranych
imunohistochemickych markert (p53, Ki-67 a CD34) k dal$im klinicko-patologickym znaktim,
jako je nadorovy grade, postizeni regionalnich lymfatickych uzlin, a k typu kostni invaze.

Zaméfeni vyzkumu na klinicko-patologické a prognostické znaky spinocelularniho
karcinomu dutiny Gstni, tohoto mimotfadné agresivniho a terapeuticky obtizn& ovlivnitelného
zhoubného onemocnéni, je vhodné a velmi aktualni. Z tohoto hlediska je volbu tématu dizertaéni

prace nutné jednoznaéné ocenit.

Formalni dprava disertacni prace

Dizerta¢ni prace ma celkem 103 stran textu, véetné obséhlého vy&tu pouiifé literatury
zahrnujiciho 156 pfevazné recentnich citaci, coz ukazuje na vybornou orientaci uchazede v dané
problematice. Na konec spisu je zafazen seznam 10 ptvodni védeckych publikaci, 2 ¢lanku
piehledovych a 3 posterd. Soucasti prace je rovnéz 13 prehlednych tabulek, 9 grafi a 9 obrazka

umisténych ptfimo do vlastniho textu. Z nepochopitelného diivodu jsou na konec spisu zafazeny



fotokopie 5 publikaci, které nesouviseji s tématem dizertace a v nichz neni dizertant prvnim
autorem. Z pohledu oponentky by bylo vhodnéjsi zafadit kopie vlastnich prvoautorskych &lanki
vztahujicich se pfimo k tématu dizertaéniho spisu.

Prace je Clenéna standardnim zplsobem do péti logicky navazujicich kapitol a je velmi
Ctiv€ napséna jazykem vysoké urovné s ne¢etnymi pieklepy, kterych bylo lze se v dob& moznosti

automatickych oprav v textovych editorech snadno vyvarovat.

Uvod
Vuvodni kapitole autor seznamuje Ctendfe s dosud zndmymi poznatky o studované
problematice. Celkové zpracovéni této kapitoly je velmi detailni a uvadi &tenafe srozumitelnym

zpUsobem do feSeného tématu.

Cile studie

Deklarovanymi cily dizertaéni price je 1) posouzeni vybranych prognostickych
histologickych znakl oralnich spinocelularnich karcinomti a prognostického vlivu typu kostni
invaze a 2) srovnani typu kostni invaze, nadorového gradu a postiZenf lymfatickych uzlin ve
vztahu k molekularnim prognostickym znakiim definovanym imunohistochemickou expresi
markerl p53, Ki-67 a CD34,

Klinicko-patologicka analyza vlastniho souboru 49 nemocnych se spinocelularnimi
karcinomy dutiny Gstni je jasné definovana a vysledky dokazuji, Ze stanovené cile byly splnény a

Ze cela dizertace splnila svij acel.

Material a metodika

V ramei feSeni prvnich dvou cilti dizertaéni prace, tedy ptehledové zpracovani klinicko-
patologickych a prognostickych znakd spinocelularnich karcinomt dutiny Gstni a posouzeni
prognostického vlivu typu kostni invaze, chybi detailni popis vyhledavani literarnich zdroj.
Napf. ze kterych databazi byly publikace Cerpany nebo zda byla n&jaka omezeni pro zarazeni
publikace jako cita¢niho zdroje (design studie, pocet vySetfovanych pfipadii/nemocnych, rok
zvefejnéni publikace apod.). Préce s referencemi neni v predkladaném spisu optimalni, napft.
kumulované reference 38-52 (str. 12) se pfimo nevztahuji k hypotéze, , e vztah mezi perineuralni

invazi a prognézou je nezavisly na priméru nervu®. Podobné nepiesné uziti citaci nachazim na



str. 13 piedkladaného spisu, kde by bylo vhodnéjsi kumulovanou citaci 55-69 rozdélit podle
podtypu karcinomu. Déle na str. 18 chybi v textu ¢iselny odkaz ke studii Shibihara et al (2005).
Podobné, citace chybi za vétou ,,nedavné studie dale potvrdily, ze rakovinové buriky....* str. 18

spisu.

Metodika klinicko-patologické analyzy vlastniho souboru nemocnych se spinocelularnimi
karcinomy dutiny tstni je adekvatni.
Kriticky se musim vyjadtit ke kvalit¢ mikrofotografii, i kdyZ p¥ipoustim, Ze to je okolnost

dizerta¢niho spisu, kterou pravdépodobné nemohl dizertant pfimo ovlivnit.

Vysledky, diskuze a zavér

V této Casti dizerta¢ni prace jsou koncisné uvedeny histologické a klinicko-patologické
prognostické znaky, které byly sledovany ve vztahu ke stadiu nddorového onemocnéni. Vlastni
vysledky se pfedevSim tykaji prognostickych faktorti u pacientli 1é¢enych ve IV. stadiu, a to
porovnani s typem kostni invaze.

Z klinického hlediska lze vyzvednout pfedevS§im nalez statisticky vyznamné
signifikantniho vztahu mezi typem kostni invaze a nadorovym gradem a pritkaz vyznamného
rozdilu v pfeziti pacientl ve vztahu k typu kostni invaze. Z klinického pohledu je zasadni zavér,
Ze infiltrativni typ kostni invaze je spojen s velice $patnou prognézou, a mél by byt popisovan

rutinn€ jako podklad pro stratifikaci pacientli s dopadem na lé&ebnou strategii.

Otazky pro uchazece

V souvislosti s pfedlozenou praci mam na autora nasledujici dotazy:

1. Do sledovanych patologickych parametrti bylo vSak moZné zafadit ,budding”, (ref.
Mikitie AA et al. Head Neck, 2019 Jul 22. doi: 10.1002/hed.25872) nebo tumor
infiltrujici lymfocyty (ref. Heikkinen I, et al. 4m J Surg Pathol, 2019 Jul 8. doi:
10.1097/PAS.0000000000001323). Jaky ma autor ptedloZené dizertadni prace nazor na
eventuelni prognosticky vyznam vyse uvedenych znak?

2. Z jakého zdroje vychazel autor pfi definici vaskularni invaze (str. 12 dizertaéniho spisu) ?

Podle nékterych autorG (napt. Mete et al, Mod Pathol 2011;24:1545-1552 nebo Skalova



et al, Am J Surg Pathol; 2012:36:1674-1682) neni vzdy pouhd pfitomnost nadorovych

bunék dostate¢na pro definici vaskularni invaze.

Celkové zhodnoceni

MUDr. Jaroslav Michédlek predlozil peclivé vypracovanou dizertaéni praci. Autor
prokazal hluboké teoretické znalosti studované problematiky a jim vytcené cile dizertaCni prace
byly splnény. Autor osvédCil své schopnosti samostatné védecky pracovat a kriticky hodnotit
dosazené vysledky. Lze predpokladat, Ze uchaze¢ bude v zapocaté védecko-vyzkumné praci

nadale Gspé$né pokracovat.

Dizertant uvedl v ptehledu vlastni literatury pouze dva prvoautorské c¢lanky, oba
s poznamkou ,,pfijato k publikaci®, pouze jeden znich ma IF 1,087. Dalsi prvoautorskou
publikaci jsem na Medline neobjevila. Nicméné, posouzeni splnéni publikacnich kritérii pati do

kompetence oborové rady a komise pro obhajoby, nikoli oponenta.
MUDr. Jaroslav Michdlek splnil vSechny pozadavky kladené na dizerta¢ni praci

stanovené a doporucuji ji k obhajobé. Na zikladé aspéSné obhajoby, navrhuji aby mu byl

udélen titul doktor ve zkratce Ph.D. podle § 47 Zikona o vysokych $kolach ¢. 111/98 Sb.

V Plzni 28.7.2019





