POSUDOK DIZERTACNEJ PRACE

Dizertacna praca Mgr. Kristyny Kekulovej s nazvom ,,Pfirodni biomaterialy a
mesenchymalni kmenové buiiky v 1é¢bé miSniho poranéni* bola vypracovana
pod vedenim $kolitelky PharmDr. Sarky Kubinovej, Ph.D. na 2.LF UK a na

Ustave experimentalnej mediciny AVCR v §tadijnom programe Neurovédy.

Dizertacna praca riesi aktudlnu a doleziti problematiku zavaznych poranéni
miechy, ktoré podl'a Svetovej zdravotnickej organizacie postihuji 250-500 tisic
pacientov ro¢ne a vedu Casto k strate senzorickych a motorickych funkci

u pacientov a k ich invalidite. Vyvoj adekvatnej liecby poraneni miechy je preto

mimoriadne dolezity.

V dizertacnej praci autorka zvolila k rieSeniu problematiky komplexny pristup,

ktory zahfna nasledujtce body:

1) Pripravu biomaterialov na baze hydrogélu z medzibunkovej hmoty,
konkrétne prasac¢i mocovy mechtr a prasac¢iu miechu, syntézu hydrogélu
z hydroxyfenyl derivatu hyaluronanu (HA-PH-RGD), modifikované¢ho
fibrinogenom a pripravu fibrinového gelu modifikovaného oligopeptidom
AEIDGIEL.

2) In vitro hodnotenie cytokompatibility hydrogélov s hWJ-MSC
1zolovanych z pupocniku alebo s neurénmi izolovanymi z ganglii zadnych
koretiov.

3) Vyuzitie dvoch typov modelov poSkodenia miechy na potkanoch: 1ézia
pomocou hemisekcie s vytvorenim dutiny a balonkom-indukované tlakové
poskodenie

4) In vivo experimenty na akutnej 1ézie po hemisekcii - injekcia ECM

hydrogélov.



5) In vivo experimenty na akutnych 1ézidch miechy potkanov s implantaci
hydrogélov HA-PH-RGD zosietovanych vopred in vitro alebo in situ
v 1ézii alebo implantacia suspenzie hWJ-MSC v hydrogéle.

6) In vivo experimenty na subakutnych 1ézidch miechy injekciou HA-PH-
RGD, HA-PH-RGD/F s/bez WJ-MSC,

7) Intrathekalne podanie mezenchymdalnych kmenovych buniek z pupocnika
v r6znych davkach

8) Transgenna aktivacia a9-integrinu a kindlinu 1 a stimulacia rastu neuritu
u DRG neurdnov na fibrine modifikovanom oligopeptidom AEIDGIEL, na

laminine a laminine s agrekanom.

V dizertacnej praci boli pouzité tieto metody: WST-1 esej, histologické a
imunofluorescencné farbenie, analyza vrastania axonov, kapilar, makrofagov
a oligodendrocytov, analyza tvorby a plochy glidlnej jazvy, meranie dizky
neuritu, kvantifikacia bielej a Sedej hmoty, analyza génovej expresie pomocou
kvantitativnej real-time PCR, meranie koncentracie protoplazmatickych
astrocytov, behaviouralne testy: BBB test, rotarod test, beam walk test,
vySetrenie lokmo¢nych funkcii pomocou pristroja MotoRater, transfekcia

buniek, charakterizacia fenotypu hWJ-MSC buniek pomocou Flow cytometrie.

Vysledky prace: Dizertatnd praca Mgr. Kekulovej nadvazuje na celosvetovy
vyskum regenerativnej mediciny v oblasti nervového tkaniva, autorka
systematicky a komplexne hodnoti jednotlivé materidly, ¢i pristupy. Dizertacna
praca prinaSa nové poznatky ohl'adom dynamiky hojenia poranenia miechy s
pouzitim hydrogélov, rychlost’ a rozsah tvorby jazvy, rychlost’ degradécie
materialu pri hojeni, poznatky o vrastani rozlicnych typov buniek a expresii
génov, tvorby Specifickych bunkovych markerov, ako i vysledky pohybovych

testov laboratornych potkanov a Statistické hodnotenie.

Ako pozitivum vidim komplexnost’ metodiky, pouzitie novych

biotechnologicky, ¢i chemicky pripravenych materidlov, ktoré maji spravidla



Standardné vlastnosti a nevyvolavaju silnli imunitn(l reakciu a maju najvacsiu
Sancu sa dostat’ do praxe. Doélezité je aj zistenie optimalnej davky kmenovych
buniek a potreba ich opakovaného podania na optimalizaciu G¢inku. Transgénna
aktivacia a9-integrinu a kindlinu 1 u neurdnov prispieva k rieSeniu problému

inhibi¢ného pdsobenia zloziek medzibunkovej hmoty v glidlnej jazve.

Nedostatky: Chyba charakterizacia materidlov z hladiska fyzikalno-chemickych
vlastnosti, ktori su podstatné pre interakciu bunka-material a st vychodiskom

pouzitia konkrétneho materialu pre danu aplikaciu.

Formalne spracovanie dizertacnej prace je na vysokej urovni, je prehl'adna

s obrdzkami, pisand po anglicky, vel'mi zrozumiteI'ne. Na zaciatku kazdej
podkapitoly je stru¢nd obrazkova schéma jednotlivych experimentov, ¢o zvysuje
prehl'adnost’. Na konci podkapitol sa nachddzaju diel¢ie sihrny najddlezitejSich

zisteni.

Praca ma standardné Clenenie, celkovy rozsah bez priloh 79 stran, obsahuje 148
citacii, Ciele a hypotézy st uvedené 2x, na konci prace s uvedenim, ¢i boli

splnene.

Publikacie: Mgr. Kristyna Kekulové je autorkou 3 publikécii vztahujucich se
k téme izertacie, z toho je prva autorka jednej publikacie. VSetky 3 prace st
publikované v kvalitnych odbornych ¢asopisoch s impakt faktorom. Dalej je
spoluautorkou d’alSich 5 publikacii a jednej kapitoly v knihe, ktoré sa podl'a

autorky nevzt'ahuju k téme.

Dizertaéna praca Mgr. Kristyny Kekulovej spiia poziadavky na dizertaént
pracu a dokazuje schopnost’ autorky samostatne vedecky pracovat a publikovat’
vysledky. Preto doporucujem dizerta¢n pracu k obhajobe a doporucujem Mgr.

Kristyne Kekulovej udelenie titulu Ph.D.



Dopliiujuce otazky:

Neurony transfekované plasmidom CAG-a9-V5, CAG-kindlin 1-GFP boli
nasledne farbené protilatkami proti V5 a GFP. Pre¢o? GFP nesvieti dostato¢ne?

Co znamena skratka V5? Nie je v zozname skratiek.

Skusili ste kombinaciu kindlinu a a9 integrinu? Podl'a publikadcie Menghon
Cheah (et al. 2016, Expression of an Activated Integrin Promotes Long-Distance
Sensory Axon Regeneration in the Spinal Cord. The Journal of Neuroscience,
2016, 36(27):7283—-7297) ich kombinacia G¢inkovala synergicky na rast axonov
in vivo po poSkodeni miechy u potkana. SiiCasne sa regeneracia zvySovala
medzi 3., 6. a 12. tyzdiiom. Je otazka, &i by nebolo vhodné prediZit’ $tudie na
viac jako obvyklych 8 tyzdiiov. Mohlo by to mat’ pozitivny vplyv na vysledky
behaviouralnych testov? Pomohla by napr. aj urcita rehabilitacia potkanov

podobne ako u l'udi?

Pti podani r6znych davok hWJ-MSC ste najlepsi vysledok pozorovali po 6
tyzdnoch. Predpokladate zlepSenie aj po dlhSom ¢asovom intervale aj ked’ sa
kmenové bunky v defekte pravdepodobne uz nenachadzaja? Ako dlho je

potrebné podavat’ imunosupresivne lieky?

Zvysuje sa rozdiely v hojeni poskodenia miechy zvierat napriklad s ich vekom?

Vypracovala: v Prahe dna: 22.2.2019
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