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Oponentsky posudek disertani prace Mgr. Hany Hrebikové v oboru Anatomie,
histologie, a embryologie s nazvem: “Decelularizace a recelularizace tkani*.

Disertacni prace Mgr. Hany Hrebikové se opira o experimentalni studie, které mizeme tadit
do né¢kolika biomedicinskych obort, jako jsou tkanové inzenyrstvi, vyzkum kmenovych
bunck a regenerativni medicina. Pro UspéSnou realizaci tkanovych nahrad se coby klicovy
moment jevi snadné zaclenéni a piihojeni implantitu k tkdnim piijemce bez vyvolani
zanétlivé odpoveédi. Na zakladé dosavadniho stavu poznatkt tkanového inZzenyrstvi se autorka
dizertace zamétila na dulezitou roli ECM z hlediska jejiho regenerac¢niho potencialu. Zda se,
7e praveé ptiprava vhodného skafoldu sestavajictho z ECM plvodné intaktni tkané muze byt
vhodnym stimuldtorem regenerace. V ramci dizertace byly vypracovany a vzdjemné
porovnavany ruzné techniky ptipravy takovych skafoldd. Na tyto metodické prace autorka
dale navazala jak experimenty zahrnujicimi kultivaci bun¢k a skafoldt in vitro, ale i
implantaci skafoldii experimentdlnimu zvifeti. Pro hodnoceni experimentdlnich vysledkl
autorka pouzila rizné histologické, imunohistochemické, elektronmikroskopické,
biochemické a molekularné-biologické metody a analyzy. Zvolené téma disertace je vysoce
aktudlni a potfebné pro dal$i rozvoj regenerativni mediciny a svou povahou zcela odpovida

zaméteni piisluSsné oborové rady.

Jaké konkrétni cile si tedy autorka ve své disertacni praci vytycila?

1) Pripravit dostate¢né efektivni a zaroven Setrny decelularizacni protokol k odstranéni buné¢k

Z kosterni svaloviny.

2) Provést histologickou a biochemickou evaluaci pfipraveného skafoldu kosterni svaloviny.

3) Stanovit kompatibilitu pfipraveného skafoldu s riznymi bunéénymi kulturami

Vv experimentech in vitro.



4) Stanovit kompatibilitu pfipraveného skafoldu in vivo.

Prace Mgr. Hrebikové pfinesla tyto piivodni vysledky:

1) Autorka vypracovala modifikovany decelulariza¢ni protokol pro piipravu skafoldu
Z kosterniho svalu. Tento skafold mél maximaln¢ zachovalou strukturu a byl uspésné

decelularizovan.

2) Testovani interakce mezi ¢tyfmi riznymi bunéénymi liniemi s promyogennim charakterem

a skafoldem ukazalo jeho vybornou kompatibilitu.

3) Zhlediska uspésnosti recelularizace se jako nejlep$i bunécnad linie ukazaly C2CI12
myoblasty a myogenni progenitorové buiiky diferencované z indukovanych pluripotentnich

kmenovych bungk.

4) Po implantaci skafoldu do poskozeného svalu doslo k jeho bohaté recelularizaci

Vsechny tyto pivodni vysledky povazuji za cenny piispévek, ktery rozsifuje nase znalosti o
moznostech vyvoje tkanovych ndhrad. Poznatky ziskané v této dizertaci pfimo vyzyvaji
k pokracovani experimentalni prace, a to zejména smérem k dalsi modifikaci
experimentalnich protokold a charakterizaci bunéénych populaci, které jsou vyuzivany pro

recelularizaci skafoldu. Pouzité metody byly adekvatni a vytéené cile byly splnény.

Po formalni strance ma disertacni prace Mgr. Hany Hrebikové formu samostatné prace, ktera
se opira o né€kolik publikaci, jichz byla doty¢na prvni autorkou nebo spoluautorkou. Prace
splituje pozadovana formalni kritéria. Praci tvoii 101 stran textu s bohatou obrazovou
dokumentaci dobré kvality, ktera zahrnuje 21 obrazka. Bohaté citovana souvisejici literatura
tvoii seznam na 23 stranach textu.

Diserta¢ni prace je usporadana podle obvyklého zplisobu. Obsahuje uvod, cile prace, material
a metody, vysledky, diskuzi, zavér, seznam zkratek a pouzitou literaturu. Domnivam se, Ze

prace mohla navic obsahovat téz ceské a anglické shrnuti, jak je tomu u autoreferatu



disertacni prace autorky. Myslim, ze by také bylo vhodné formulovat urcité¢ védecké
hypotézy, zejména ve vztahu k pouzitym buiikdm s myogennim potencidlem. Po jazykové
strance je prace vyhovujici, kromé& nékolika vytek uvedenych nize, a prace také
obsahuje minimum pieklept.

Zasadni vyhradou oponenta vzhledem k ptfekladané praci je, co se metod tyCe, absence
kvantitativného pfistupu zejména pii hodnoceni histologického obrazu recelularizace
skafoldu. Cast prace vénovana in vivo pokusu s implantaci skafoldu je spiSe pilotni studii a
bunky infiltrujici do skafoldu mohly byt pfesnéji charakterizovany histologicky
(mononuklearni infiltrat vs. polymorfonukleary) nebo pomoci imunohistochemie.

Dale mam nékteré piipominky méné zasadniho charakteru:

- v Uvodu mohly byt podrobngji predstaveny buitky s myogennim potencialem, které pak
byly pouzity pro recelularizaci skafoldu

- na stran€ 12 se laminin chybné¢ fadi k vldknitym proteinim ECM

- v Uvodu se rovnéZ pravi, ze kolagen je nejvice zastoupeny protein ECM, nicméné by bylo
vhodné specifikovat typ kolagenu

- na strané 35 neni odkaz v textu na Obr. 1

- na stran¢ 57 chybi odkaz na Obr. 13

- formulace v legendé¢ obr. 13 ,, obrazky barvené H-E* a ,,parafinové fezy znazorfuji* jsou
ponékud neobratné

- V diskusi autorka tvrdi, Ze nebyla pozorovana apoptdéza bun¢k infiltrujicich do skafoldu, ale
toto tvrzeni neni doloZeno ve vysledcich.

- Autorka pouzila pro znazornéni aktinu v bunikach, které infiltrovaly skafold, phalloidin a na
zéklad¢ pozitivniho znaceni usuzuje na svalovy fenotyp bunck. V tomto piipadé méla byt

spiSe byt pouzita protilatka proti svalovému aktinu.

Doplitujici dotazy k obhajobé:

1) Pro¢ byly bunky na zacatku kultivace pritomny pouze na povrchu skafoldu, kdyz byly

aplikovany injekéné€ do jeho nitra?

2) Jaky je ptesny pivod muscle derived stem cells? Které bunky ze smésné populace MDSc
PP4 a PP6 zistaly na povrchu a které migrovaly dovnitt scafoldu? Byly skute¢né vidét

myotuby?



3) Obrazek 17 ukazuje (na vyti§téném obrazku v dizertaci pon€kud nezieteln€) expresi
myogeninu a Pax3 v myogennich progenitorovych bunkach 14 dni po kultivaci. Byly tyto

proteiny exprimovany také 7. den kultivace?

4) Jakou ma autorka hypotézu pro moznou tkanové specifickou roli ECM ve skafoldu? Je
mozné prepokladat, ze svalové buiky, cévni pupeny a nervova vldkna budou specificky

vristat do ptislusnych ECM struktur stejného ptivodu?

5) Jaky typ lamininu rozpoznavala v dizertaci pouzita protilatka?

Zavérem konstatuji, ze disertace Mgr. Hany Hrebikové je kvalitni praci a prokazuje
predpoklady autorky Kk samostatné tvotivé védecké praci. Proto tuto praci jednoznaéné

doporucuji k obhajobé a po jejim tspésném vykonani i udéleni akademického titulu doktor

ve zkratce Ph.D. autorce — Mgr. Hané Hrebikové - podle platnych pravnich piedpisa.

V Praze dne 31.5.2018. doc. MUDr. Tomas Kucera, Ph.D.



