Univerzita

Pardubice

Fakulta
chemicko-technologicka

Posudek na dizerta¢ni praci MUDr. Nely Pilbauerovy

“Vliv kryokonzervace na kmenové buriky*

Cilem dizertacni prace bylo studovat vliv procesu kryokonzervace na viabilitu a
diferenciacni potencidl kmenovych bunék izolovanych ze zubni diené. Jedna se o hodnotny a
v kontextu dosavadnich znalosti o pfinosnou védeckou studii. Dil¢i parametry, konkrétné
morfologie, proliferacni aktivita, viabilita, fenotyp, relativni délka telomer a diferenciacni
potencial celkem 10 izolovanych linii byly prométeny, vyhodnoceny a vhodné komentovany
v kontextu soucasného stavu védéni v dané problematice. Vysledky dizertacni préce
obvyklého rozsahu jsou podpoteny kvalitnimi publikaénimi vystupy, kde se studentka na
jejich zpracovani a prezentaci podilela vyznamnou mérou a splnila tak beze zbytku veskera

kritéria pozadovana pro obhajobu dizerta¢ni prace na LF UK se sidlem v Hradci kralové.

V teoretické Casti se studentka vénovala popisu vlastnosti kmenovych bunék, principim
kryokonzervace kmenovych bunék s dirazem na kryokonzervaci kmenovych bunék zubni
diené¢ a vhodné kryokonzervacni protokoly. Prace je podpofena vice jak 130 pievazné
recentnimi pracemi. Teoretickd ¢ast je zpracovana Ctiveé a prehledné. Zajimavé pasédze tykajici
se u¢inku DMSO a jeho toxicity (str. 6 — 9) bych jesté¢ doplnila o detailnéj$i informace
tykajici se metabolismu této latky a vlivu jak DMSO, tak i jeho metabolitli na viabilitu a
diferenciacni potencial takto oSetfenych kmenovych bunék. Podobné bych uvitala vice

informaci o samotném procesu rozmrazovani, coZ povazuji také za rozhodujici fazi z pohledu

viability a diferencia¢niho potencialu zamrazovanych kmenovych bunék.

Z rozsahu 1 zaméfeni experimentalni ¢asti je ziejmé, Ze dizertantka musela zvladnout
mnoho metod a izola¢nich i kultivacnich postupii, pfipravnych preanalytickych krokt a
podpiirnych analytickych metod. Metody byly v kontextu definovanych cili vhodné zvoleny a
opiraly se o nejmodernéjsi dostupné postupy. Velké mnozstvi naméfenych a statisticky

vyhodnocenych dat je komentovano v rozsahlé diskuzi a to vzdy v kontextu s recentni



odbornou literaturou. Velice zajimava a hodnotnd se jevi ¢ast komentujici vysledky
imunofenotypizace v kontextu s diferenciacnim potencidlem kmenovych bun¢k (str. 62 — 63).
Vysledky prosly recenznim fizenim a jsou publikovany v odbornych ¢asopisech. Prace je po
formalni strance dobfe a peclivé zpracovana. Grafy, tabulky, obrazky jsou vyjadieny
jednotnou formou. Musim také ocenit, Ze autorka pii prezentaci svych vysledkii obrazovou
formou beze zbytku dodrzela pravidlo ,,samonosnosti“ obrazkli a grafti; komentare a zpisob
prezentace vysledkl je témét bezchybny. Pouze chci upozornit na duplicitu popisu vysledki
tykajici se imunofenotypizace — ptehled uveden jak v textu, tak i v tabulce (str. 39 — 41, tab. ¢.
4). Vysledky prace jsou dokumentovany mikroskopickymi zidznamy kmenovych buné¢k
s indukovanou diferenciaci (obr. 5 — 11). Zde bych jen upozornila na nejasnost tykajici se
faktického vyjadfeni ,,% plochy obrazku“. Vysledky jsou téZ doplnény o reprezentativni

zdznamy meéteni na priitokovém cytometru uvedené v piiloze.

Vzhledem k obsahové kvalit¢ vlastni prace bych méla pouze nckolik, nikterak
podstatnych, formalnich pfipominek: i) seznam zkratek by mél byt psan jednotnou formou, u
zkratek pochdazejicich z anglickych termint je vhodné uvadét nejen Cesky ekvivalent, ale i
puvodni anglicky ndzev — a to dasledné v celém seznamu, ii) pouziti anglikanismt a jejich
neobratné skloniovani, které, jak se domnivam, bylo mozné nahradit ¢eskymi ekvivalenty
(monolayer, population doubling time, bovinni), iii) chybné uvedeni terminl fykoerytrin,

RNA vézajici motiv, fluorescein izothiokyanat, yttrito-hlinity granat.

V dalsi ¢asti hodnoceni dizertaéni prace uvedu otazky a ndméty k diskuzi.

A) Na strané 8 dizertantka popisuje zptsoby odstranéni DMSO z bunééné suspenze po jejich
rozmrazeni. VyzkouSela si dizertantka nckteré z nich a jaké metody by sama v praxi
uptednostnila a proc?

B) Velmi mne zaujala metody kryokonzervace kmenovych bunék pomoci magnetického
pole (str. 13). Jaké jsou konkrétni vysledky srovndni této metody s metodami v praxi
bézné¢ pouzivanymi? Miuze dizertantka definovat vyhody a pfipadné nevyhody této
metody? Pro¢ doposud tato metoda, kde 1ze minimalizovat mnoZstvi ,,toxického* DMSO,

nenasla uplatnéni v praxi?



C) Do jaké miry povazuje dizertantka vysledky o velikosti bunék métenych pomoci piistroje
Z2 Counter za vyznamné, jedna-li se primarné¢ o vietenovité buiky s Cetnymi
cytoplazmatickymi vybézky?

D) Na stran¢ 58 dizertantka komentuje vysledek méteni viability bunék po zamrazeni 6M u
druhé pasaze, kde doslo k vyraznému poklesu. Podobny efekt nebyl u bunc¢k po 12
mésiénim zamrazeni pozorovan. Dokonce, jak sama autorka uvadi, efekt byl zcela
opacny. Domniva se autorka, ze diivody poklesu viability uvedené pro linie 6M jiz pro
linie 12 M nepftichazely v Givahu?

E) Dizertantka uvadi ve svém CV tucast na projektu, kde se studovala moznost pouzit
kyselinu hyaluronovou jako kryoprotektivum. Mohla by dizertantka komisi strucné
informovat o jejim zapojeni do projektu, jejich tkolech, a pfipadné i o dil¢ich vysledcich,

kterych bylo doposud dosazeno?

Zavérem bych chtéla konstatovat, ze predlozend prace dokladuje schopnost autorky
uspésné tesit slozité veédecké problémy, vyuZzivat nejmodern€jsi instrumentaci, tviiréim
zpliisobem zavadét nové metody, pracovni postupy. Autorka piehledné vyhodnotila a spravné
interpretovala ziskand data, vSe diskutovala v kontextu s odbornou literaturou. MUDr. Nela
Pilbauerova dosahla v ramci svého postgradualniho studia zajimavych a hodnotnych
vysledkli, které nesporné obohati znalosti specialistli z oboru stomatologie. Dizertantka

splnila cile vytené v ramci dizertacni préce.

Vzhledem k vySe uvedenému doporucuji prijeti prace k obhajobé
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