POSUDEK DISERTACNT PRACE

Dynamicka kultivace bunék na titanovych matricich

Ing. Jana Stépanovska

CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE,
Fakulta biomedicinského infenyrstvi

Doktorsky studijni program: Biomedicinskd a Klinicka technika
Skolitel: prof. MUDTr. Jozef Rosina, Ph.D, MBA

Oponent: prof. MUDr. Pavel Kuéera, Ph.D., FCMA

1. Aktudlnost disertaéni prace

Mo#nost vyuiti anorganickych materidli jako nahrad biologickych tkéni je stale pfedmétem
intenzivniho vyzkumu a technologického vyvoje. Rozsahlé klinické aplikace dosahl zejména
obor kostnich a kioubnich ndhrad a implantatd uffvanych v oblastech traumatologie,

ortopedické chirurgie a stomatologie. Pokroky v téchto oblastech dovoluji vyrazné zlepéif

kvalitu Zivota, hlavné u rostouci populace vysiho véku.

Jednim z problémd kosfm’ch nahrad je Gprava jejich povrchu zplsobem umoziujicim
optimaInf asimilaci materialu kosti pFi}emce.'Préce Ing. §tébariovské je tedy rozhodné -
. aktualni, a to nejen z hlediska moznosti praktického vyuZit vysledk, ale take z hlediska
vyzkumu fyziologickych procest;, kterymi kostni burika po cely svj Zivot reaguje né

mechanickou zatéz.

Prace je koncipovana na zakladé diikladné literarni reSer3e (182 relevantnich citaci).

2. Splnéni cilé disertaéni prace

Prace splfiuje vymezené cile a pfinasi odpovedi na formulované otazky:

- byl zkonstruovén systém dovolujici kultivaci a diferenciaci bun&k pod mechanickou zatéZi a
také za riiznych metabolickych podminek;

- ze Zesti povrchovych Uprav titanového materidlu byl definovan povrch nejiépe stimulujici

kolonizaci a diferenciaci uZitych bunék ke kostnimu fenotypu;



- bylo prokazéno, Ze aplikace intermitentni mechanické zatéze v tomto systému signifikantné

podporuje osteogenni diferenciaci uitych bunék.

3. Metody a postupy feseni

- Dimyslné navrZeni a konstrukce systému pro simultanni statickou i dynamickou
kultivaci mnohogetnych vzorki bunék vyZadujici znalosti mechaniky, elektroniky a

automatizace.
- Metody kultivace: ziskdni biologického materialu, izolace, a in vitro péstovani bunék.

- Logicky postup strukturdlni i funkéni charakterizace kultivovanych hunék modernimi
* metodami + komplexni multifaktoridini analyza (9 bunéénych parametri, 6 riznych dprav
titanového povrchu, dvou- a trojrozmérné prostfedi, 2 koncentrace gelu, 3 Easové |

intervaly).

4. Vysledky disertadni prace a konkrétni pfinosy disertant

Prace piinasi:

- Fungujici prototyp automatizovaného systému kultivace bunék za definovanych
fyzikdIné — chemickych podminek. Navrieny systém dovoluje simulovat fyziologické
podminky pdsobici na bunky. Originalita tohoto systému spociva v moZnosti simultanniho
testovani velkého pottu vzorkd, co? dovoluje nejen ekonomii &asovou ale i snifeni poétu
uzitych pokusnych zvifat. Jde o sytém zatim jedinecny.

- Definici vhodné povrchové dpravy TiGAI4V slitiny stimulujici kolonizaci a osteogenni

diferenciaci kmenovych bunék izolovanych z tukové tkané. Tento vysledek upfesfiuje

publikované informace. Metoda dovoluje testovat i jiné materialy a buné&éné typy.

- Potvrzeni, ze mechanické namahani kmenovych bunék izolovanych z tukové tking
vyznamné podporuje jejich osteogenni diferenciaci. Tento vysledek dopliiuje a podporuje
‘obecné pfijaté teorie. '

- Velmi zajimavy vysledek: uZité buriky vysazené do fibrinového gelu - trojrozmérného
podplrného prostiedi — a podrobené intermitentnimu tlaku se nejen diferencuji smérem

kostniho fenotypu, ale také se orientuji ve sméru tlakového naméhani.



5. Vyznam pro praxi a rozvoj studijniho oboru Biomedicinska a klinicka technika
Prace nabizi moZnosti pro dal$i vyzkum:

- aplikovany: Automatizovany systém vyvinuty v této praci dovoluje rychlé a ekonomické

testovdni bunéiné adaptace u vyvijenych materidiu uréenych pro tkafové nahrady.

- zakladni: Dynamicka kultivace, spolu s uZitim tfidimensionélnich podpﬁrnj}ch gelovych
struktur zlepSuje moZnosti studovat bunéénou transdukci mechanickych podnétd, -
mechanismy osteogenni diferenciace a kostni metalaxie {prostorova remodelace kosti

vzhledem k orientaci mechanického naméhani). Na vysvétleni téchto jev( se stale Ceka.

6. Formaini dprava disertaéni prace a jeji jazykova droveii
Komplexni problematika prace vyZaduje soustfedénou pozornost ttenare. Text je ale velmi
dobfe a srozumiteiné organizovan, dovoluje dobrou orientaci a svédéi o bohatém slovniku a

vyborné znaiosti pravidel teského jazyka.

llustrujici dokumenty jsou vhedné zvoleny a velmi dobré kvality; grafy a tabulky jsou

prehledné upraveny.

V textu bych uvital:
- méfitka u nakres( konstrukei;
- potty hodnocenych vzorkad (N) pfimo v grafech (je tfeba je hledat v textu);

- referenci pro vyrok na str. 84, §2: ,...Bufiky v3ak fibrinovy gel metabolizuji a pretvareji ho

na vlastni ECM".

7. Pfipominky a zavéreéné hodnoi:eni disertaéni prace

Prace shrnuje vysledky z in:‘iem}rék{rch i biomedicinskych metodologickych oblasti, pfinasf
novou-techniku testovani materiald pro tkafiové néhrady a otevird zajimavé moznosti
daliho vyzkumu. Velka ¢ast této prace a 3 dalii Elanky ve spolupraci byly rovnéZ publikovany

v Easopisech s IF. Text uvadi také tituly 8 uZitnych vzord, kde kandidatka je spoluautorem.

vow v

Prace ukazuje, Ze autorka je schopna samostatné FeSit komplexni vyzkumnou problematiku,

navazovat rovnd? iinnou teamovou spolupraci a svoje vysledky publikovat.



PFipominky a otazky pro obhajobu:

1) Z obrézku 13A a ze statistické matrice 13A (str.102) je patrné, Ze proliferace bunék
osmého dne je na povrchu AND a na povrchu BR prakticky stejné a zhruba 1,4krét vy.§§|’
oproti tfetimu dni na skle (GL). V tabulce 4 je hodnota pro AND vskutku 1.42, ale pro BR jen-

0.81, coz zhorSuje jinak velmi dobré hodnoceni tohqtb povrchu. Prosim o vysvétleni.

2) Burika, pokud neni v suspenzi musi adherovat k pevnému substratu. Na plochém povrchu
$ anizotrobni tpravou nemiiZe byt adheze neZ souhlasné polarizoVané, jak to vykazuji buriky
na kartdovaném titahu _(obr;14). v ge]ove’m prostfedi je ale polymerizace, a tedy prosforové
orientace vlaken fibrinu @ priori homogenni. Ze se v ném bufiky oriéntuji (obr. 23 a 24), mize

znamenat:
a) tlakem je modifikovana samotn4 struktura gelu a bufiky adheruji k vidkniim gelu, ktera

Iépé odolala mechanickym deformacim;

b) buriky jsou vskutku mechanosenzitivni a adheruji v trojrozmérné strukture k vidkniim gelu
jeZ jsou orientovana ve sméru mechanickych sil: tedy skuteéna fyziologicka odpovéd.

MazZete uvést argumenty pro vylouéeni moZnosti a)?

Zaver:
Povazuji praci Ing. Stépanovské za splfiujici podminky kiadené na disertaéni tézi

a doporutuji, aby byla pfijata k obhajobé.
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