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Oponentsky posudek na doktorskou dizertaéni praci
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Prace byla vypracovana v Ustavu histologie a embryologie a v Biomedicinském centru Lékarské
fakulty v Plzni, Univerzita Karlova v Praze pod vedenim Doc. MUDr. Daniela Lysaka, Ph.D. a
konzultantky Ing. Lucie Vistejnové, Ph.D. Prace ma standardni ¢lené&ni o celkovém rozsahu 150 stran,
z &ehoz zhruba tietinu predstavuje pét pfiloh, které dokumentuiji publikacni aktivity autorky.

Zvolené téma dizertaéni prace povazuji za velmi aktualni, nebot mesenchymalni kmenoveé
buriky (MSCs) pfedstavuiji jedine¢ny biologicky nastroj pro Siroké vyuziti v riznych oblastech mediciny.
Pres vice nez pul stoleti jejich vyzkumu vedouciho k neustalé kumulaci experimentalnich dat a pfes
fadu nadéjnych vysledkt z preklinickych a klinickych zkousek existuje kolem MSCs ale stale fada
bilych mist, které je nutné objasnit, nez se pristoupi k jejich rutinni aplikaci pacientum. Autorka se
zaméfila na tfi mozné oblasti vyuziti MSCs — na sledovani jejich ucinku na praseéi kardiomyocyty in
vitro, na regeneraci jater u nové vytvofeného praseciho modelu chronického jaterniho onemocnéni a
na analyzu imunomodula&niho efektu MSCs na urovni in vitro a také u pacientl s nemoci typu reakce
$tépu proti hostitelovi (GVHD).

Literarni pfehled v Gvodu prace se podrobné zabyva problematikou MSCs, jejich ulohou
v organismu a vlivu na imunitu, moznosti izolace MSCs z riznych tkani, jejich kultivace in vitro a vyuZiti
pii regeneraci tkani véetné podrobného vyctu vysledk( z klinickych zkou$ek pfedevsim pokud jde o
regeneraci srdce, jater a aplikaci pfi GVHD. Cely literarni pfehled je zpracovan velmi piehledné a
zahrnuje aktualni informace z nejnovéjsich odbornych publikaci. Nasleduje jasna formulace péti cill
dizertaéni prace. Pro jejich spinéni musela autorka zvladnout rozsahlé spektrum metod, které jsou
v souladu s vytéenymi cili a jsou podrobné popsané v dalsi ¢asti prace. Dosazené vysledky pfinaseji
poznatky o Uspé§né izolaci prasecich a lidskych MSCs a jejich charakterizaci, o izolaci a charakterizaci
prasedich kardiomyocytl a sledovani vlivu MSCs na viabilitu a fyziologické vlastnosti kardiomyocytu pfi
kokultivaci in vitro, o u&inku aplikace MSCs na regeneraci jaterni tkané u praseciho modelu na zakladé
sledovani morfologie a morfometrické analyzy jater a kvantifikace &tyf vybranych cytokini a o
imunomodulaénim pusobeni MSCs na stimulované lidské lymfocyty in vitro a na subpopulace T
lymfocytd (regulaéni T lymfocyty — Tregs; pomocné T lymfocyty (Th1, Th2 a Th17) u pacientu s GVHD.
V diskusni &asti prace jsou autorkou zji§téné vysledky kriticky porovnavany se sou¢asnymi poznatky o
MSCs a nakonec jsou struéné a piehledné shrnuté. Zavér prace predstavuje rozsahly prehled citované
literatury.

Predlozena dizertaéni prace pfedstavuje rozsahlou studii zaméfenou na problematiku MSCs,
jejich izolace, charakterizace a vyuziti u praseciho modelu a u pacientt s GVHD. Prace pfinesla
plvodni nové poznatky a splnila sledované cile. Pfes drobné nepfesnosti a preklepy, kterym se
pii takovémto rozsahu neda zcela vyhnout, povazuiji praci za velmi kvalitni. Je nutné také vyzdvihnout,
e je sepsana v anglicting, coz zatim neni obvyklé.
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Na druhé strané jsem znaéné piekvapen tim, Ze k této doktorské dizerta¢ni praci pfi
predkladani k obhajobé& neni doloZen prvoautorsky clanek s dosazenymi vysledky jiz opublikovany
v impaktovaném odborném &asopisu nebo alespoi pfijaty do tisku do takovéhoto Casopisu, coz je
bézné pozadovano. Neznam ale podrobné interni predpisy a pozadavky Lékarské fakulty v Plzni pro
predkladani doktorské dizertacni prace a tak nevim, zda je tato skute&nost takovym nedostatkem, ktery
by mohl negativné ovlivnit obhajobu této dizertatni prace.

K praci mam nasledujici dotazy a pripominky:

1.

Autorka uvadi, Ze prase&i MSCs byly izolované z kostni dfené dospélych prasat (str. 45, . 10).
Jakeé to predstavuje stafi zvifat, o jaké plemeno se jednalo a kolik zvifat bylo pro izolaci pouzito?
Pro& nebyla v pokusu pouZita mladsi zvifata (napf. selata po odstavu), ktera by mohla — s ohledem
na Udaje uvedené v literarnim prehledu na str. 31 — poskytnout kvalitnéjsi MSCs?

Jakeé stafi prasat si mam pfedstavit pod terminem ,young adult pigs® (str. 49, t. 9), ktery je uvedeny
pfi izolaci kardiomyocytu?

Pro pokusy s prase&imi MSCs byly pouzité burky zdruhé az osmé pasaze (str. 45 dole).
Dlouhodobéjsi pasazovani bunék kultivovanych in vitro muze vést ke zménam jejich proliferacni i
diferencia&ni kapacity. Bylo vtomto sméru provedeno porovnani MSCs z ruznych pasazi? Pro¢
nebyly pouzité prase¢i MSCs jen z ur¢ité pasaze?

Na str. 50, ¥. 4 (ale i jinde napf. str. 52, I. 10) je uvedeno, Ze vyhodnoceni procenta Zivych
kardiomyocytl po jejich izolaci provedl zkuSeny pozorovatel. Znamena to, ze na této Casti
experimentalni prace se autorka nepodilela?

Pfi testovani vlivu MSCs na lidské lymfocyty in vitro byla pouzita délka kokultivace obou typu bunék
6 hodin. Pro¢ byla zvolena tato doba kokultivace? Je to dostate¢né dlouhy interval na to, aby se
projevil n&jaky vyrazné&jsi imunosupresivni efekt MSCs na stimulované lymfocyty?

Na str. 62 jsou velmi struéné spole¢né popsany vysledky izolace praseéich a lidskych MSCs a
jejich charakterizace. Mezi praseimi a lidskymi MSCs nebyly ve sledovanych parametrech
pozorované vibec zadné rozdily?

Jaké MSCs — praseéi nebo lidské — predstavuje fotodokumentace na str. 63, obr. 6 a obr. 77

Obr. 11 a obr. 12 na str. 68 dokumentuji fluorescenéni barveni mitochondrii kardiomyocytu
kultivovanych jeden a tfi dny samostatné a v kokultufe s MSCs. Kdyz pominu skute¢nost, Ze
obrazky pfi mensim zvétseni (obr. 11A a E, obr. 12A a E) jsou velmi nekvalitni a neukazuji témer
7adny vysledek, tak pfi detailnéj$im zobrazeni (obr. 11C a G, obr. 12C a G) je jasné patrné
vyrazn&j$i fluorescenéni barveni kardiomyocytt, které byly kultivované samostatné jeden i tfi dny.
Znamena to, Ze toto barveni prokazuje lep$i mitochondrialni funkci kardiomyocytu kultivovanych
samostatn&? Neni to v rozporu s vysledky analyzy respiraéni funkce mitochondrii (str. 71, obr. 15),
které ukazuji naopak vy$$i hodnoty pfi kokultivaci kardiomyocytl s MSCs?

Obr. 11C a obr. 12C podle textu k obrazkim dokumentuji fluorescenci jednotlivého kardiomyocytu.
Je mozné, aby kardiomyocyt mél ¢tyfi jadra, jak je patrné z téchto obrazkl (uvadi se obvykle jedno,
pfipadné dvé jadra)?

Popis hodnot nalezenych pfi sledovani respiracni funkce mitochondrii na str. 70, . 4-6) neodpovida
legendé k obr.15A (str. 71).

Autorka uvadi (str. 60-61), Ze u pacientd s GVHD byl pozorovan pritokovou cytometrii viiv aplikace
MSCs na zastoupeni Tregs a pomocné T lymfocyty (Th1, Th2 a Th17). Ve vysledcich na str. 80,
obr. 21 pak ukazuje, jak bylo provedeno gatovani na Tregs. Zajimalo by mé, jak autorka délala
gatovani na subpopulace pomocnych T lymfocytu Th1 a Th2. Na str. 61 piSe, Zze pomocné T
lymfocyty pozitivni na IL-4 byly povazované za burniky Th1 a pomocné T lymfocyty pozitivni na IFN-
y byly povazované za buriky Th2. Tato Uvaha je vSak zcela chybna. Jestlize podle ni autorka
postupovala pfi analyze vysledku pritokové cytometrie, pak musela nutné dojit k mylnym zavéram.
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9.

10.

U obr. 22 (str. 81) a obr. 23 (str. 82) postradam, v jakych jednotkach jsou hodnoty na ose y
uvedené. V textu k obrazkim je uvedeno, Zze se jedna o pocet bilych krvinek (A), pocet vSech
lymfocytl (B), casové zmény poctu Tregs CD25°CD127" (C) a Tregs CD4'FOXP3" (D). Jak autorka
tyto poéty stanovila?

V textu k obrazkim E, F a G je naopak uvedeno, Zze se jedna o hladiny IL-4, IFN-y a IL-17. Tato
formulace, ktera se obvykle pouziva pfi kvantifikaci cytokin(, tak navozuje myiny dojem. Stejné tak
nepfesné jsou formulace na str. 79, odst. 3 a 4, ve kterych autorka popisuje vysledky pratokové
cytometrie, pfi které byly protilatky proti uvedenym cytokinim pouzité pro stanoveni zastoupeni
subpopulaci Th1, Th2 a Th17 v periferni krvi. Nelze tedy vysledky interpretovat tak, Ze po aplikaci
MSCs se produkce IL-17 snizila nebo Ze hladiny IL-4 a IL-17 v krvi pacientl se zvySily a hladiny
IFN-y snizily.

Analyza vlivu MSCs na regeneraci jater u prase¢iho modelu prinesla ve sledovanych parametrech
(morfometricka analyza, kvantifikace &tyr cytokinl) jen drobné a neprikazné rozdily mezi skupinami
zvirat s aplikaci MSCs a bez nich. Pro¢ byl pokus ukonéen jiz po ¢trnacti dnech, kdyz sama autorka
v diskusi (str. 86, odstavec dole) zmifiuje, Ze neuspokojivé vysledky by mohly byt zptsobené prili§
kratkou dobou sledovani?

ZAVER:

Pres vySe uvedené pfipominky povazuji predlozenou dizertaéni praci MUDr. et Mgr.

Michaely Miklikové za velmi kvalitni a spliujici pozadavky uvedené v § 47 odst. 4

zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach. Autorka v ni jasné prokazala schopnost

samostatné tvarci a védecké cinnosti. Na zakladé toho doporuéuji predlozit dizertaéni

praci k obhajobé a po jejim ispéSném obhajeni udélit MUDr. et Mgr. Michaele Miklikové
titul Ph.D..
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V Libéchové 12. 8. 2016 RNDr. Vratislav Horak, CSc.

Laboratof biologie nadoru
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