Oponentsky posudek diserta¢ni prace MUDr. Petry Obrtlikové

,,Differentiation of human embryonic stem cells into endothelial and
smooth muscle cells as a model for vascular development*

Disertacni praci MUDr. Petry Obrtlikové tvofi 66 stran textu véetné 15 obrazku, 2 tabulek
a 4 publikace v pfiloze. Vlastni vysledky jsou zevrubné popsany v piislusnych tsecich
disertacni prace. Prace ma obvyklé ¢lenéni, text podava prehled o souCasném stavu feSené
problematiky, vymezuje cile disertatni prace, material a metodiku, ziskané vysledky;
disertace je doplnéna diskusi a zakonéena shrnutim zavért. Text je doplnén 145 citacemi,
z nichZz 54 pochazi z obdobi poslednich péti let. Praci dopliiuje seznam vlastnich publikaci a
prednasek.

Po obsahové strance je prace zaméfena na charakteristiku vaskuldrnich bunék
odvozenych z lidskych ES bunék a na funkéni charakteristiku ziskanych bunék.

V avodu autorka poskytuje informace o pluripotentnich lidskych embryonalnich
kmenovych (ES) buiikach a popisuje rizné postupy produkce endotelovych bunék z tohoto
zdroje. 'V souvislosti s angiogennim potencialem ES bunék je zminéna nejen problematika
hemangioblastu, produkce myocytli hladké svaloviny, ale téz hlavni mechanismy vedouci
k formovani krevniho fetisté jako je vaskulogeneze a angiogeneze. Uvod je zakonden
ptehledem dokladujicim mozné terapeutické vyuziti vaskularich progenitort.

Cést ,,material a metody* &ita celkem 6 stran textu a zahrnuje fadu rozmanitych postup,
které byly pouzity pii feSeni vysledkii diserta¢ni prace: kultivaci ES bunék linie H9 a jejich
kkokultivace se stromalnimi buikami, diferenciani eseje, pritokovou cytometrii,
imunohistochemii, dale charakteristiku markert pouzitych pro fenotypizaci bunék, transmisni
elektronovou mikroskopii, RT-PCR. Charakteristiku bun€k dopliiuje méfeni nitrobunétné
koncentrace Ca”" kalcia pfi testovani odpovedi bun€k na vybrané farmakologicke agonisty.

Vysledky vlastni disertacni prace jsou shrnuty do ¢tyt kapitol, z nichz kazda detailn¢
charakterizuje vaskularni elementy odvozené od lidskych ES bun€k. Prvni kapitola podava
charakteristiku endotelovych bunék ziskanych zES bun€k, a to nejen morfologickym
vySetfenim ve fazovém kontrastu a TEM, ale téz dokladem exprese markera specifickych pro
endotel, a to pomoci imunofluorescence, lektinové cytochemie, pritokové cytometrie i RT-
PCR. Kvantitativni RT PCR doklada, Ze exprese markeri CD31, Tie2, eNOS a VE cadherinu
t€chto bun€k dosahuje mnohonasopbné nizsich hodnot nez diferencované endoteloveé bunky
HUVEC. Funkéni testy véetné 3D kultivace v Matrigelu podaly nezvratny dikaz o schopnosti

té€chto bun€k formovat trubicovité struktury s charakteristikou primitivnich kapilar.



Druha kapitola obdobnym zptsobem sledovala charakteristiku bun€k hladké svaloviny
odvozenych zES bun€k. Kvantitativni RT PCR piesné dolozilo expresi transkriptl
specifickych pro hladkosvalové buriky. Srovnani hodnot s endotelovymi buitkami
odvozenymi z ES bun¢k potvrdilo, Ze prepis gentu specifickych pro myocyty zistava u
endotelovych bun€k na nizkych hodnotach a stejné tak je tomu u bunék HUVEC
exponovanych stejnému kultivaénimu mediu pouzitému pro ziskani myocytt. Treti kapitola
potom sledovala vliv geneticky modifikovanych stromalnich bun€k exprimujicich nadmérna
mnozstvi morfogend Wntl nebo Wnt5 na mnozstvi ziskanych CD34" progenitori. Studie
prokazala silny stimula¢ni efekt Wntl nejen na mnozstvi ziskanych vaskularnich progenitorti,
ale téz jejich schopnost k produkci endotelovych a hladkosvalovych bunék.

Posledni kapitola podala dikaz o funk¢ni charakteristice jednotlivych typi bunék
veetné odlisné odpovédi jednotlivych bunéénych populaci na stimulaci 9 farmakologickymi
agonisty. Experiment s kokultivaci endotelu a myocytd odvozenych z ES bun¢k dolozil
schopnost obou typu bunék participovat na utvateni primitivnich kapilar.

V diskusi doktorandka dale rozebira vvhody sekvencni kultivace nediferencovanych
bunék za ucelem smérovani jejich diferenciace k linii bunék endotelovych a hladkosvalovych,
uvadi dal$i postupy umoznujici ovlivnit smer diferenciace buné€k in vitro a rozvadi mozné
hypotézy vysvétlujici produkci myocyti z vaskularnich progenitori. Diskuse je zakoncena
uvahou o vyuziti takto ziskanych bunék v regenerativni mediciné pii 1é€bé chorob
kardiovaskularniho systému.

Nejvyznamnéj§i zaveéry jsou samostatné komentovany v zaveérecném souhrnu; z jejich
obsahu jednozna¢né vyplyva, ze vSechny stanovené cile disertani prace byly splnény.

Prace MUDr. P. Obrtlikové je napsana p€knou a srozumitelnou angliCtinou.
Komentafe k pfiloham jsou psany Cesky. Literarni citace, kter¢ byvaji zdrojem cetnych
pfipominek, jsou vypracovany vzorng a jednotn€ v celé praci (pouze citace €. 1 a 134 jsou
nekompletni). Cela disertatni prace se vyznacuje formalni i vécnou kvalitou a obsahuje
drobné pieklepy, jejichz korekturu jsem vyznalil ptimo v rukopisu. Kritickou pfipominku
bych mél pouze k obrazové dokumentaci, kde autorka pfebira schémata publikovana v jinych
pracich, at’ jiz cizich autort (v ptipadé schémat) nebo praci svych uvedenych v piiloze. Uvital
bych, kdyby autorka pouzila vlastni schémata doplnénd vlastnimi mySlenkami a popisem,
ktery by vystizn€ji doprovazel vlastni text. V ptipadé dokumentace vlastnich nalezl je na
Skodu drzet se malého formatu, ktery Casopisy vyzaduji znedostatku mista. V disertacni
praci je naopak mista pro tyto ucely dostatek a je to vhodné zejména pfi dokumentaci
morfologickych nalezi. Obrazova pfiloha ve velikosti snimki 2,5 cm x 3 cm (napt. u obr. 7 a

15 G) neposkytuje dostatecné rozliSeni.



Po obsahové strance se predloZena prace vyznacuje vysokou vécnou kvalitou. Nejvetsi
prednosti predlozené prace jsou jednak ptivodni nalezy a postupy umoznuji efektivni izolaci
endotelovych bunék a bun€k hladké svaloviny in vitro z kultur lidskych ES bun¢k a jednak
precizni charakteristika izolovanych bunéénych typl. Popsané vysledky jsou zde prikazné
dokumentovany formou tabulek, graft a mikrofotografiemi. Z pohledu pfinosu pro rozvoj
v&dniho oboru se jedna o zcela pivodni nalezy. Z vysledkl prace jednoznaéné vyplyva, ze

vSechny stanovené cile disertacni prace byly splnény.

Dotaz na doktorandku:

- Co vede autorku k tomu, Ze metodu znaceni endotelovych bun€k pomoci dil Ac LDL

uvadi jako metodu imunohistochemickou? (s. 30, 35, Fig. 7)

Souhrnné¢ soudim, ze MUDr. Petra Obrtlikova svou disertacni praci prokazala
predpoklady pro samostatnou tvotfivou védeckou praci. Doktorandka prokazala zkusenosti
s kultivaci buné€k, imunocytochemii, pratokovou cytometrii, RT PCR a dal§imi detekénimi
metodami. Prokazala téZ peclivost a trpélivost nezbytnou pro mikroskopické a kvantitativni
vyhodnocovani nalezii a piipravé nalezii k publikaci. ReSena problematika je zcela piivodni a
doplniuje nové poznatky o moZnostech Fizené diferenciace pfi izolaci bunécnych typl z kultur
pluripotentnich ES bunék. Schopnosti prezentovat a obhajit své vysledky dolozila i svou
aktivni ucasti na fad€ setkani odbornych spole¢nosti doma i v zahrani¢i. Souhrnné soudim,
ze predlozena prace svym charakterem i rozsahem odpovida pozadavkim kladenym na
doktorskou disertaci. Proto viele doporucuji, aby se stala zdkladem pro jeji obhajobu a aby
byl MUDr. P. Obrtlikové podle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb. udélen
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