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Predlozena disertacni prace je vénovana zhodnoceni vyznamu kmenovych
tumordznich bunék pfi patogenezi spinocelularniho karcinomu dutiny ustni. Téma disertacni
prace je aktudlni v ramci Cetnosti a morbidité tohoto onemocnéni. Vzhledem ke studijnimu
oboru, kterym je patologicka anatomie, se prace zabyva imunohistochemickym vyhodnoceni
sledovanych markr.

Za cil prace si autor klade imunohistochemicky detekovat expresi markrii nadorovych
kmenovych bunék a analyzovat ji ve vztahu k anatomické lokalizaci, objemu a diferenciaci
tumoru.

Disertacni prace se sklada z uvodu, c¢tyf hlavnich kapitol a pouzité literatury.
Dopliikem prace je seznam pouzitych zkratek a kompletni kopie publikaci autora, které se
vztahuji k danému tématu.

V teoretickém uvodu (prvni kapitola) autor podrobné popisuje aktualni informace
tykajici se epidemiologie a etiologie spinocelularniho karcinomu dutiny ustni. Dale zde
popisuje prekancerdzni léze a poznatky o klinickém obraze, diagnostice a terapii tohoto typu
tumoru. Konec¢na ¢ast uvodu je vénovdna kmenovym bunkam zdravé a tumordzni tkané,
charakteristice sledovanych markri a principu jejich imunohistochemické detekce.

V druhé kapitole autor jasné formuluje a stanovuje cile disertacni prace.

Treti kapitola se zabyva materidlem a metodikou. V prvni ¢asti autor charakterizuje
zkoumany soubor 34 pacient( lé€enych v obdobi let 1989 — 2006 na klinice UCOCH FN a LF
UP Olomouc pro danou diagnézu. V druhé Casti je podrobné uveden postup pfipravy a
imunohistologického vysetieni vzorku. V treti ¢asti je uveden metodicky postup statistického
vyhodnoceni vyslédkd.

Ctvrta kapitola se zabyva ziskanymi vysledky. Ty jsou rozdéleny vzhledem
k predpokladanym cilim prace do tfech casti. V prvni ¢asti je uveden vztah mezi expresi
markr( a anatomickou lokalizaci. V druhé c¢asti je exprese zkoumanych markri vztaZzena
k diferenciaci tumoru. Treti ¢ast pak hodnoti expresi markr(i vzhledem k objemu tumoru.
Kapitola je obrazné doplnéna prehlednymi tabulkami a grafy, které statisticky hodnoti
dosazené vysledky.

V paté kapitole autor uvadi dosazené vysledky svlastnim zdvérem a naméty na
diskusi.



Pfehled literatury zahrnuje 260 odkaz(, které svédci o vyborné a aktudlni orientaci
autora v dané problematice.

Pro lep3i orientaci v disertacni praci je pfehledné uveden seznam pouzitych zkratek.

Na zavér prace jsou pfrilozeny kopie publikovanych c¢lankd v recenzovanych
Casopisech, které splfiuji poZzadavky pro studenty Ph.D. dle ¢lanku 22 smérnic LF UP, kladené
na doktorandy.

Po formalni strance je prace napsana velmi prehledné, srozumitelné a peclivé.

Zaveér: PredloZena prace a autorovy vysledky jasné prokazuji samostatné védeckovyzkumné
schopnosti studenta v daném oboru. Z vySe uvedenych divodl doporucuji disertacni praci
MUDr. Michala Krumpa k obhajobé.

Otazky k disertacni praci:

1, Vzhledem k datovani odbéru vzorkl, byly tyto uchovany zplisobem, aby byla moina
pozdéjsi jasna analyza sledovanych markr(?

2, Byl autor pfitomen pfi klinickém odbéru vzork(?

3, Jaky je klinicky dopad studie tj. Ize vysledky aplikovat do praxe?

Olomouc 23.5.2013 doc. MUDr. Martin Starosta, Ph.D.
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Oponentsky posudok
na pisomnu pracu k dizeratacnej skiaske externého doktoranda MUDr. Michala
Krumpa v Studijnom odbore Patologicka anatémia a stidne lekarstvo na tému

»Vyznam kmenovych buniek v patogenéze spinocelularneho karcinomu tstnej dutiny“

Uvod

Pisomna préca k dizertacnej skuske externého doktoranda MUDr. Michala Krumpa je
zviazana v tvrdej vézbe, rozsah napisanych stran je 114, vratane literatury a publikacii autora.
V zavere je zviazanych 5 publikacii autora. V praci sa nachadza 19 tabuliek, 53 obrazkov,
z ktorych 18 je klinického, 18 histopatologického a 17 grafového spracovania materidlu
prace. Praca je cClenenda podl'a obsahu do piatich kapitol s podkapitolami, literatirou,
zoznamom skratiek a publikaciami autora.

Na uvodnych stranach sa nachadza prehlésenie, pod’akovanie a obsah. Na stranach 6, 7
je napisany sthrn v jazyku slovenskom a na stranach 8, 9 v jazyku anglickom.

Pri stadiach epitelovych kmenovych buniek bolo zistené, Ze epitelové bunky
produkuji aj maligne bunky in vitro rozpoznatelné odliSné kolonie buniek nazyvané
holoklony. Holoklondlne bunky vykazuju schopnost sebaobnovy apri dalSom deleni
vytvaraji bunky exprimujuce markery diferencovanych buniek. V stvislosti s identifikaciou
aizolaciou tychto nddorovych buniek bolo zistené, Ze vykazuji vysoké hodnoty expresie
urcitych molekul ako napr. E-kadherinu, B-kateinu, CD44 a iné.

Spinocelularne karcindmy ustnej dutiny sa vyskytuju casto (cca 7% vsetkych
nadorov). TA progenitorové bunky vyskytujuce sa v malignych nadoroch st zédkladom pre

koncept nadorovych kmenovych buniek. Imunohistochemickym detekovanim exprimujucich



potencialnych markerov nadorovych kmenovych buniek vo vztahu ku karcindmom ustnej
dutiny mozno analyzovat expresiu molekul k topografii vyskytu diferenciacii a objemu
nadoru.  Specifiénostou poukazujii na rozdiely asu vyuzitelné vo vedeckom vyskume
a klinickej praxi.

V prvej kapitole ,,Teoreticky uvod* autor rozobera epidemioldgiu spinocelularneho
karcinému ustnej dutiny z globalneho hladiska. Specidlne za roky 1977 — 1986 uvadza
Statistiky v Ceskej republiky. Od 80-tych rokov 20. storodia sa incidencia zvysila o0 0,5/100
000 obyvatel'ov a v roku 2005 ¢inila 4 pripady na 100 000 obyvatel'ov. Z pri¢innych faktorov
autor identifikuje Standardne zname faktory.

V tejto kapitole sa autor zmieniuje aj o vplyve UV Ziarenia, rizikovych faktorov
zivotného prostredia, HPV, EBV, HSV a HIV infekciach, oralnej kandidoze, oralnej
submukodznej fibroze, oralnom lichen planus a ostatnych lichenoidnych 1€éziach, lupus
erytematosus, vyzive, rodinnej a genetickej predispozicii, prekancer6znych 1ézidm pocéntic
leukoplakiami, erytroplakiami, palatdlnou keratézou a prekanceréznymi stavmi (ordlna
submukdzna fibroza, aktinicka keratdza, ordlny lichen planus, diskoidny lupus erytematosus).

V podkapitole 1.4 autor poukazuje na klinické obrazy spinocelularneho karcindmu
ustnej dutiny a jeho prejavy podl'a topografickej lokalizacie.

V podkapitole 1.5 popisuje problematiku kmeniovych buniek od embryonalneho
a fetalneho obdobia, potrebu kmenovych buniek v postembryonalnom obdobi pre reparovanie
a kompenzovanie strat poskodenych tkaniv v organizme v zdujme udrZania rovnovahy.
Dolezitou castou je lokalizacia a identifikacia kmenovych buniek epitelu, morfologické
varianty epitelidlnych bunkovych klonov.

V podkapitole 1.6 autor popisuje aktivaciu nadorovych kmenovych, ich transformaciu,
transformaciu skorych progenitorovych buniek, dediferenciaciu, fuziu hematopoetickych
kmenovych buniek sbunkami tkaniva, izolaciu a identifikdciu nadorovych kmenovych
buniek, ktora predpoklada, ze vSetky maligne nadory su tvorené zmenou sebaobnovujucich
kmenovych buniek, TA progenitorov a diferencovanych buniek.

V podkapitole 1.7 ,,Adhezivne molekuly” poukazuje na silné vdzby na Specifické
ligandy, ktoré zabezpecuju adhéziu medzi bunkami a extracelularnou matrix ako aj medzi
bunkami navzajom Ich vyznam v procese bunkovej mobility, migracii, diferencidcii alebo
génovej transplantacie je nenahraditel'ny.

V kapitole ,,Ciele dizertacnej prace si  doktorand postavil problém
imunohistochemicky detekovat’ expresiu potencidlnych markerov kmenovych buniek (CD44,

E-kadherin) vo vzorkach spinocelularneho karcinomu ustnej dutiny a Statisticky analyzovat’
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expresiu tychto molekul vo vztahu k anatomickej lokalizacii vyskytu tumorov v ustnej dutiny,
diferenciacii tumoru a objemu tumoru (pT).

V kapitole ,,Materidl a metddy“ popisuje spOsob ziskavania histopatologickych
vzoriek od pacientov so spinocelularnym karcindmom. Presna Struktira zloZenia pacientov,
typ nédoru, difereciacia, velkost’ nadoru, vytvaraji predpoklady k objektivizacii vysledkov.
Cely postup pripravy histologickych preparatov je podrobne rozpracovany a vyhodnotenie
imunoreaktivity navrhol pomocou H-skoére.

Pre spracovanie pouzil software SPSS v. 15 (SPSS inc., Chicago, USA) a hladiny
signifikancie 0,05 vyhodnotil pomocou Fischerovho presného testu.

V kapitole ,,Vysledky* spracoval vlastné porovnanie §tadie na s. 64 — 85 v tabul'kéach
¢. 9 - 17 aobrazkoch a grafoch ¢. 28 — 53. Vysledky st spracované na hladine percentualne
a na hladine signifikancie 0,05.

V skupine A (anatomicka lokalizacia) autor dosiahol signifikantne vys$si podiel
vzoriek s pozitivitou CD44 u lokality iné (100%) a spodiny ustnej dutiny (84,6%), v lokalite
jazyk (0%).

V skupine B (diferenciacia tumoru) nepreukazal signifikantnu rozdielnost’ v gradingu
v markeroch CD44 a E-kadherin.

V celej kapitole su vysledky precizne spracované a dolozené grafickymi metédami.

V skupine C (pT Stadium tumoru) autor preukazal Fischerovym testom signifikantnu
zavislost medzi pT objemom a pozitivitou marekeru na arovni P=0,022.

V kapitole ,Diskusia a zavery” autor porovnava ziskané vysledky s viac ako
tridsiatimi autormi prac uvedenych v dizerta¢nej praci. V mnohych pripadoch si autorove
vysledky v korel4cii, ale i nestihlasia, s vysledkami Sakakiho et al., Cruza et al pri hodnoteni
markeru E-kadherinu.

V Siestej kapitole ,,Literatura® v abecednom poradi s ¢iselnym oznacenim autor
uviedol 260 pouzitych literarnych pramefov. Literarne daje spiiiaju normy. Citacie koreluju
so zoznamom pouzitej literatiry a su v texte uvadzané podl'a autora a roku vydania. V d’alsej

¢asti posudku sa zameriavam na proponované obsahové hodnotenia.

Zhodnotenie vyznamu dizertacie pre prislusny odbor

Z rozboru dizertacnej prace vyplyva, Ze ziskané vysledky su v odbore cenné
a pouzitel'né pre d’alSie sledovania vedeckého, odborného charakteru. V stibore vacésich Eisiel
by tieto vysledky boli relevantnejSie. V oromaxilofaciadlnej onkologii maju velky vyznam

v stratégii a taktike liecby orofacialnych karcinomov. Z celkového pohl'adu na onkologického
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pacienta maju aj prognosticky vyznam. Z odborného hl'adiska spresniuje diagnostické metody
v procese rehabilitacie chorého.

Dizertacné préca je prinosom v teoreticko-vednej oblasti vo vychovno-vzdelavacom
procese v biologickych a onkologickych disciplinach. Vysledky prace st pouzitené aj vo

veterinarnej medicine.

Vyjadrenie k postupu rieSenia problému, pouzitym metédam a splneniu stanoveného
ciel’a

Postup riesenia vedeckého badania MUDr. Michal Krump zvolil na vysokej odbornej
trovni. Skibil predklinické a klinické discipliny, ktoré sice uizko suvisia, nie viak profunduji
obe do tak podstatného v orofacidlnej onkoldgii. V orofacialnej onkologii chybaju validnejsie
markery. Rozvojom a exaktnym skimanim je mozné sa k takymto prepracovat. Metody prace

boli stanovené exaktne a ciele naplnil tak, ako ich v kapitole definoval.

Stanovisko k vysledkom dizertacnej prace ak povodnému Kkonkrétnemu prinosu
dizerta¢nej prace

Vysledky dizertaénej prace su v oralnej onkoldgii prvotinou. S malym poctom (34)
vySetrenych nadorov vsSak ukazuji smer, ktorym by sa mohli uberat histopatologické
vySetrenia pre preciznejsi granding orofacialnych karcindmov. Z klinického hl'adiska by som

vel'mi uvital tento nastupny trend.

Vyjadrenie Kk usporiadanosti, prehl’adnosti, formalnej uprave a jazykovej trovni,
vyjadrenie k publikaciam

Dizertatna praca je sice prehladnd, ale bolo by vhodnejsie, keby kapitola ¢. 1
, Leoreticky tvod“ bola rozdelena na cast' epidemiologicku, etiologicku, klinické 1ézia
a molekulohistopatologicku. V praci chyba kapitola ,,Zaver®, ktord by viac spresnila vyznam
dizertacnej prace z pohl'adu doktoranda.

Jazykova uprava ale aj formalna stranka prace je na vysokej Grovni.

Publikécie autora st na vysokej urovni, zvlast praca uvedena ako ¢. 1 IF 0,702.
Vysledky prace st publikovatelné i v inych karentovanych casopisoch s biologickou resp.
onkologickou problematikou a v ¢asopisoch prezentujucich ochorenia kranio-maxilofacialne;j

oblasti.



Na doktoranda mam otazky:

1. Véom vidi pri¢inu rozdielnych vysledkov E-kadherinu u karcinému jazyka
a spodiny ustnej dutiny?

2. Ako si vysvetluje signifikantny rozdiel pozitivity CD44 100% u lokality iné
oproti lokalite jazyka?

Zaver

MUDr. Michal Krump, lekdr zubnej ambulancie Sun Dental, s.r.o. a $tudent
kombinovanej formy doktorského 3tudijného programu na LF UP v Olomouci spracoval
dizerta¢nu pracu na tému ,, Vyznam kmefovych buniek v patogenéze spinocelularneho
karcindmu ustnej dutiny s vySetrenim a experimentalne na Ustave klinickej a molekularnej
patologie LF UP a v Laboratériu molekulérnej patoldgie LF UP na velmi dobrej trovni. Praca
je prezentovand faktograficky s preciznym statistickym vyhodnotenim. Vysledky prace st
v klinickej oralnej patoldgii v Ceskej republike a Slovenskej republike prvotinou a majt
vyznam pre orofacialnu bioldgiu, onkolégiu, maxilofacialnu chirurgiu a d’alsie odbory.

Praca ma Siroky zaklad poznatkov v citovanej literatire (260 pouzitych literarnych
prac).

V praci su drobné formalne nedostatky a obsahovo nazorova kapitovatel'nost’ by ju
viac precizovalo. Ukazuje smerovanie v zdkladnom ale aj klinickom vyskume s aplikaénym

vyznamom v klinickej orofacialnej onkoldgii.

Vychadzaju z komplexného hodnotenia odporiudam, aby dizertana praca bola
pripustena k obhajobe.

Na ziaklade tspesnej obhajoby odpori¢am udelit MUDr. Michalovi Krumpovi
akademicky titul doktor v skratke Ph.D. v zmysle § 47 Zikona o vysokych §kolach ¢.
111/98 Sb.

Dr. h. c. 7é0f. MUDr. Andrej Jenéa, CSc.




