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Zhodnoceni vyznamu disertace pro prislusny obor

Doktorska disertacni prace fesi zajimavé i velmi aktualni téma tykajici se poznatki
kyseliny hyaluronové (KH) a kmenovych bunék zubni dien¢ (KBZD). Zakladem disertace
jsou dva experimenty in vitro. Prvni pilotni experiment ovéfil predpoklad, ze buiky v
prostiedi zvolenych molekul adheruji, ptfezivaji, proliferuji, zachovavaji si svlij typicky
fenotyp a udrzuji si schopnost diferencovat osteogennim a chondrogennim smérem. Druhy
testoval kyselinu hyaluronovou na 5 liniich kmenovych bun¢k zubni dfené s riznymi
molekulami, které vznikaji pti in vivo degradaci kyseliny hyaluronové (800 Da, 1600 Da, 15
kDa), kdy byla zaznamenana akutni redukce prolifera¢ni aktivity v porovnani s kontrolni
skupinou (p = 0,0033, p = 0,0033, p = 0,1416). Také kmenové bunky zubni diené kultivovane
v médiich s nizkomolekularni KH byly statisticky vyznamné mensi v porovnani s kontrolni
skupinou (p = 0,0078, p = 0,0019, p = 0,0098). Vsechny bunky si udrzely vysokou expresi
povrchovych znaku typickych pro kmenové buriky zubni diené (CD29, CD44, CD73, CD90).
Bunky si i po dlouhodobé kultivaci v ptitomnosti nizkomolekularni kyseliny hyaluronoveé
udrZely znaky mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany fenotyp.

Vyjadieni k postupu ieSeni problému, pouZitym metodam a splnéni stanoveného cile

Cilem préace bylo tedy zhodnotit vliv kyseliny hyaluronové na kmenové buriky izolované
ze zubni diené ze stalych zubu s dirazem na nizkomolekularni kyselinu hyaluronovou. Vliv
kyseliny hyaluronové byl komplexné analyzovan z pohledu porovnani viability, velikosti,
proliferacni aktivity, fenotypu, diferenciacniho potencialu a telomerdzové aktivity kmenovych
bun¢k zubni diené.

Vlastni materidl a metodika byla rozd€lena n¢kolik ¢asti. Studie vyuzivala farmaceuticky
¢istou kyselinu hyaluronovou, ktera byla ovéfena kapalinovou chromatografii a hmotnostni
spektroskopii. Vlastni odbéry zubti byly provedeny za antiseptickych podminek a po pouZiti
dekontamina¢niho roztoku byly ponoteny do 10 % Hankova balancovaného solného roztoku.
Potom byly pieneseny do laboratote tkafovych kultur Ustavu histologie a embryologie LF

HK. Zde byla provedena izolace, mobilizace, expanze a kryokonzervace zubni dien¢.



Pro pilotni experiment i pro pokus s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou byly
provedeny specifické kultivace bunék. Pocet i velikost bun¢k byly stanoveny v kazdé pasazi.
Prolifera¢ni aktivita byla vyjadfena populacnim zdvojenim. Analyzator Vi-Cell stanovil
viabilitu bunék a fenotyp byl analyzovan metodou prutokové cytometrie na konci
experimentl. Zvlastni pozornost byla vénovana délce telomer bunék, posouzen byl i
diferencia¢ni potencial.

Friedmantv a Dunntiv post hoc test posuzovaly neparametricka data. Pro parametricka
data byla provedena jednofaktorova ANOVA a Fischeriv LSD post hoc test. Pro urceni
sféricity dat byl zvolen Mauchlyho test.

Stanoveny rozsah praci byl splnén a nésledujici vysledky vedly k novym poznatkim v
oboru

Stanovisko Kk vysledkiim disertacni prdace a k piavodnimu piinosu piedkladatele
disertacni prdce

Z literatury je zndmo, Zze kmenové buiniky zubni diené jsou dobie dostupnou populaci
adultnich mezenchymalnich kmenovych bun¢€k, které maji vysoké proliferacni schopnosti a
kterée se mohou diferencovat v odontoblasty, osteoblasty, chondroblasty, myoblasty,
adipocyty, buniky produkujici insulin ¢i endotelidlni a neurdlni bunky a tento potencial je
mozné vyuzit v tkdlovém inZenyrstvi a regenerativni medicing.

Pilotni experiment prokazal nové poznatky, ze kmenové buiiky zubni dfené pfi
dlouhodobé¢ kultivaci v pfitomnosti kyseliny hyaluronové o molekularnich hmotnostech 116
kDa, 540 kDa a 1500 kDa a koncentraci 0,1 % ptezivaji, adheruji k povrchu, proliferuji a
udrzuji si schopnost diferencovat ve zralé bunécné elementy ve srovnatelné mife jako buiiky
kultivované v kontrolnim médiu.

V dal8i ¢asti experimentu bylo zjisténo, ze u bunék nasazenych do médii nebyl
pozorovan rozdil v adherenci bun¢k k povrchu kultivacni nadoby, ale byl zaznamenan
statisticky vyznamny pokles proliferani aktivity v experimentdlnich skupinach. Velikost
bunék kultivovanych v experimentalnich skupinach byl statisticky vyznamné mensi nez
velikost bunék v kontrolni skupiné. Viabilita bunék nebyla piitomnosti kyseliny hyaluronové
negativné ovlivnéna. Vyrazné rozdily byly pozorovany ve fenotypu bunék, kde jeho celkova
analyza odhalila statisticky vyznamné snizeni exprese povrchovych znaki v exprimentalnich
skupinach. Buriky si i po dlouhodobé kultivaci v piitomnosti NM KH udrzely znaky
mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany fenotyp.

Vyjadieni k uspoiadanosti, piehlednosti, formalni upravé a jazykové urovni prdace a

publikacim studenta



Doktorska diserta¢ni prace MDDr. Jana Schmidta se sklada ze 7 kapitol, ma 104 stran
textu, 209 literarnich citaci, doplnénych bohatou obrazovou dokumentaci, grafy a tabulkami.
Préce, jak jiZz bylo uvedeno, ma dvé ¢asti experimentalni. Je spravné formalné roz¢lenéna,
psana spisovnou odbornou ¢estinou.

Z hlediska pouzité metodiky je mozné konstatovat, Ze disertant vyuZil nejmoderné;si
technologické postupy vcetné exaktniho statistického vyhodnoceni. V koncepci jednotlivych
dil¢ich studii je zahrnuta fada vlastnich cilenych pozorovani a zavéri.

Vysledky studie kvalitativné posunuji hranice soucasnych informaci o znalosti
kmenovych bun€k zubni dien¢. Dokladem jsou i 4 védecké prace s IF véetné jednoho prvniho
autorstvi. Dizerta¢ni prace splnila stanoveny cil pfedkladany disertantem.

Na disertanta nemam Zadné dotazy.

Zavery

MDDr. Jan Schmidt uzaviel v disertaci vyzkumnou praci, jejiz vysledky ptinasi nové
poznatky, které maji ptimy dopad budouci praktické vyuziti kmenovych bun€k zubni pulpy.
Diserta¢ni praci hodnotim jako doklad o vysokém odborném profilu autora a projevené
schopnosti védecky pracovat.

Proto doporucuji ptredlozenou disertaéni praci k obhajobé a udé€leni akademického

titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Z&kona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sb.

V Praze 29. ¢ervence 2021
prof. MUDr. Tat’jana Dostalova DrSc., MBA
Stomatologické klinika déti a dospélych 2. LF UK a FN Motol
V Uvalu 84, 15006 Praha 5



