Posudek na diserta¢ni praci MUDr. Dmitryho Tukmacheva

Diserta¢ni prace MUDr. Dmitryho Tukmacheva s nazvem ,,Biomaterials and stem cells in
spinal cord injury* byla vypracovana na 2.LF UK v ramci programu Neurovédy a je napsana
v angli¢tiné V pozadovaném standardnim c¢lenénim na 165 stranach, vcetné obrazové

dokumentace na 43 obrazcich.

Formaln¢ je diserta¢ni prace napsana az na vyjimky (viz nize) na velmi dobré arovni, psana

kvalitni anglic¢tinou a doprovazena odpovidajicimi ilustracemi a tabulkami.

Uvod disertaéni prace podava na 48 stranach rozsahly piehled o patologii traumatického
poskozeni michy v€etné zdkladnich bunéénych a molekularnich reakci ziskanych zejména na

experimentalnich zvifecich modelech. K této ¢asti prace mdm nékolik formalnich pfipominek:
Str. 23-24, Table 2.: Tabulka je neuplné rozdélena na dvou stranach

Str. 30, tvrzeni, ze: Activation of macrophages leads to the increase of inflammatory
response, cavitation process and the production of axonal growth inhibitory molecules in
the white matter neni zcela spravné, protoze V soucasné dobé vime, ze M2 subpopulace
makrofagi prinasi do tkan¢ véetné poskozené michy faktory, které piisobi neuroprotektivné a
S podporou regenerace preruSenych axonll. Sdm doktorand popisuje tuto subpopulaci

makrofagi ve vysledcich svych experimentt.

Vzhledem Kk roku odevzdani prace (2022) by uvodni kapitola mé¢la obsahovat recentni
informace a odpovidajic citace praci, které by 1épe ukazaly pokrok v poznani patogeneze

poskozené michy nez citované prace pied 10 lety, citované prace jsou z let 2010-2012.

Str. 40: Since differentiated oligodendrocyte precursors obtained from embryonic stem cells
after the transplantation into the spinal cord differentiate into Schwann cells, they
maintain remyelination and recovery of locomotor function (Totoiu M.O. and Keirstead
H.S., 2005). Rad bych veédél, co se mysli terminem ,differentiated oligodendrocyte

precursors”

Prestoze jsem se V uvodu zminil o dobré formalni trovni disertacni prace, udivilo mé¢ velké
mnozstvi citovanych praci, které nejsou uvedeny v seznamu literatury. Jde zejména o
publikace citované v subkapitole 1.6. Biomaterials as scaffolds for spinal cord injury repair

a to v poctu vice nez 10 autori.
Material a Metody

V této kapitole jsou popsany metody pripravy kombinovanych hydrogeli a jejich osidleni



kmenovymi bunikami véetné GFP-pozitivnich mesenchymalnich kmenovych bun¢k (MKB)
s obsahem SPIO nanopartikuli. Pisobeni mesenchymalnich kmenovych bun¢k bylo testovano
na modelu komprese michy vyvolané expanzi epiduralné aplikovaného katetru podle metody
Vanicky et al. 2001. Koncentrace MKB znacenych SPIO nanopartikulemi v misté poskozeni
michy byla zvySovdna magnetickym systémem. Ten mohl byt lépe popsan véetné rozhodnuti,
pro¢ doktorand pouzil podstatné kratsi ¢as pisobeni magnetického pole (2hod) na rozdil od

dosud publikovanych vysledkt s dobou ptisobeni magnetického pole 12 nebo 24 hod.

Na experimentalnim modelu kompletniho pteruseni michy byly aplikovany rizné kombinace
hydrogelti a hydrogelt osidlenych MKB zna¢enych SPIO nanopartikulemi. K vyhodnoceni
bunéénych reakci byly popsany imunohistochemické detekce odpovidajicich bunéénych
markert. V této ¢asti disertacni prace je popsano také vyuziti qRT-PCR pro analyzu genové

exprese.
Vysledky a diskuse

V prvni ¢asti této kapitoly jsou uvedeny a diskutovany vysledky ilustrujici pozitivni ptisobeni
magnetického pole na koncentraci MKB znacenych SP1O nanopartikulemi v misté misni 1éze.

Infiltrace MKB do tkédn€ michy byla prokazana i po 2 hod piisobeni magnetického pole.
Vysledky na Fig. 17E by m¢ly byt 1épe popsany.

Ve druhé casti jsou popsany a diskutovany vysledky reakce MKB kultivovanych
v podminkach in vitro na hydrogelech extracelularni matrix ptipravenych z praseci spinalni
michy (SC-ECM) a mocového méchyie (UB-ECM). Nasledné byly analyzovany bunécné
reakce po aplikaci téchto hydrogelt do kavity pierusené michy potkana, ptitom nebyly
zjistény rozdily Vv jejich reakcich. Oba typy hydrogeld se celkem dobfie integrovaly s misni
tkani.

V této Casti prace jsou uvedeny zajimavé bunééné reakce na ptritomnost uvedenych hydrogeld
bez zjisténych rozdili mezi nimi také v podminkach in vivo. Piedné byly pozorovany
longitudinalné orientované regenerujici axony. Aktivované astrocyty se nachazely pouze pti
okrajich mi$ni tkan¢, ale nemigrovaly do hydrogelii, zatimco krevni cévy zde tvotily bohaté
pleten¢. Vyrazna byla piitomnost M1 subpopulace makrofagi jako reakce misni tkang, p¥itom

M2 subpopulace makrofagtibyla zjisténa pouze v hydrogelech.

Vysledky behavioralnich testti ilustrujici moznou obnovu motorické funkce neprokazaly
signifikantni rozdily ve skoré BBB u kontrolnich zvifat s aplikaci hydrogell a zvitat, kterym

byl aplikovan hydrogel s MKB.



V textu celé prace se vyskytuje nespravny, neodborny a matouci pojem a to: ..the
neurofilaments ingrowth. Imunohistochemicka detekce neurofilament se pouziva
k vizualizaci rostoucich axont, ale nikdy nerostou samostatna neurofilamenta, proto pouzity

termin je z hlediska odbornosti zcela nevhodny a neakceptovatelny.
Formalni pripominky

Na Fig. 24, coz je graf ukazujici vétSi vyskyt regenerujicich axont v testovanych
hydrogelech, je myln¢ uvedeno zvétSeni (scale bar), ktery nalezi K pfedchozimu Fig. 23.
Navic v grafu neni uvedena obvykla forma signifikance rozdild, prestoze ten je zietelné

vizualné patrny. Podobné je tomu v u Fig. 26 a 27.

V celém textu je pouzity nezvykly format citovanych autort s uvedenim inicial jejich jmen,

coz se vSeobecné nepouziva.
K praci mam na autora nasledujici otazky

Vzhledem k vyznamu hydrogelti v experimentalni ¢asti diserta¢ni prace mam dotaz, zda
doktorand pripravoval pouzité hydrogely sam a pokud ne, pro¢ neni v praci uvedeno, kde a

kym byly hydrogely ptipraveny.

S tim souvisi i nasledujici dotaz, ktery je obecné kladen k rozmanité a rozsahlé experimentalni

casti disertacni prace. Jaky byl podil doktoranda na vzniku uvedenych vysledkt?

Jaky je nazor doktoranda na mozné budouci odborné feseni poranéné michy pii rozhodovani,
zda pouzit klasické chirurgické postupy feSeni nebo nové metody zalozené na tkanovém
inzenyrstvi.

Zavér

Pfes vySe uvedené nedostatky mohu konstatovat, ze pifedlozena diserta¢ni prace prokazuje
schopnosti doktoranda k samostatné védecké praci, ve které prezentuje fadu kvalitnich
prioritnich vysledkii, publikovanych v renomovanych asopisech. Na zaklad€ toho proto
doporucuji, aby byl MUDr. Dmitryho Tukmacheva po tspésné obhajobé udé€len titul Ph.D.
podle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

V Brn¢ 4.3. 2022 Prof. RNDr. Petr Dubovy, CSc.





