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Oponentsky posudek k disertacni praci Ing Romana Matéjky na téma: " Autonomni systém pro
udrZeni biofyzikalnich podminek potfebnych pro kultivaci biologickych kultur in vitro"

Dopisem predsedy oborové rady studijniho programu Lékafskd biofyzika, pana prof. MUDr.,
RNDr. Jifiho Benese, CSc., ze dne 11.zafi 2020 jsem byl jmenovan oponentem vy$e zminéné
prace ing. Romana Matéjky. Oponenturu jsem pfijal a vypracoval nasledujici posudek:

Pfedlozena disertacni prace je psana prehlednou spisovnou &estinou. Prace obsahuje celkem
223 stranek, z toho je 77 vlastni prace, z nichZ 14 stran zaujima &ést prace s citacemi a popisy
obrazk(. Citace nejsou Cislované, jsou fazené abecedné. Vétsina z nich jsou citace soudobé.
Autor téZ spravné cituje i prace znacné starsi, napfiklad z 60.let minulého stoleti, které jsou
vsak v cévni chirurgii, zvIasté té experimentalni, stéle aktualni. Zbytek disertaéni prace (stranky
77 — 223) zaujimaji soupis a kopie vlastnich publikaci, uZitnych vzor( a kapitol v knihach.

V uvodu préace jsou uvedeny piehledné zkratky, které autor v textu pouZiva. Text prace
obsahuje (zvlasté jeji zacdtek) nékteré gramatické a stylistické chyby, véetné preklepd.
Namatkou str 5., abstrakt: ,,..ovSem v pro ndhradu..”, str. 19:”..8patni mechanické vlastnosti”.
Str.25: ,tento systému..”, obr 6:, komor pro tkan), atd..

Prace je smysluplné ¢lenéna, obsahuje 5 kapitol, které jsou logicky uspofadané.

Uvodni €4st seznamuje s problematikou okluzivnich arterialnich chorob. Autor poukazuje na
malé moZnosti cévnich nahrad a na nutnost vyvoje bunéénych ndhrad pomoci tkafového
inZenyrstvi.

Po Uvodni Casti autor shrnuje anatomické zaklady, stavbu cévni stény, déle endotel, jeho
diferenciaci a vliv smykového napéti. Autor popisuje diferenciaci bunék hladkého svalstva.
Pfehledné popisuje rlizné dynamické systémy pro buriky endotelu a hladkého svalstva.

Autor si jako cile své prace vybral jednak decelularizaci tkéni a jejich pfipravu pro rekolonizaci
s vyvojem unikatniho automatického systému. Daldim diléim cilem byla stimulace
endotelovych bunék smykovym napétim a stimulace bunék hladkého svalstva hydrostatickym
tlakem v in-vitro podminkdch. Tyto metody autor zuZitkovéva v pfipravé implantabilnich
kardiovaskularnich ndhrad v bioreaktoru, opét in vitro. Pétym, poslednim cilem je poufziti
pfipravenych nahrad v pilotnim testovani na animalnim modelu in-vivo.

Metodicka cast prace je dobrfe popsana. Autor popisuje v Gvodu vznik celé Fady kultivaénich
komor a systémd. Toto autorovi umoznilo vyrobu automatizovanému systému pro
decelularizaci zvifecich planarnich a tubularnich tkéni. Jednotlivé etapy decelularizace
(rozklad, enzymatické Stépeni, oplach) probihaji automatizované v cyklech. Opakovanymi
pokusy na prasecich a ovéich perikardech byl optimalizovan pfesny decalularizaéni protokol.
Obdobny, na miru upraveny protokol byl vytvofen téz pro praseéi cévy — karotidy.



Pro stimulaci endotelovych bunék autor vyuZiva osvédéeny systém planparalelnich desek
s uzkou prltocnou Stérbinou. Autor pouZiva endotelové buriky z vena saphena. Cely systém
byl optimalizovany v bunééném inkubdatoru se zapojenim mikroskopu pro moznost Zivého
sledovani bunék. Autor tim uUspésné dokumentuje orientaci bunék v proudéni a vazbu
mezibunécnych kontaktd po 72 hodindch dynamické kultivace. Autor popisuje té7 vlastni
kultivacni systém pro osazeni decelularizovanych prasecich krkavic a syntetickych tubularnich
nahrad. Technicka feseni jsou popsana v uzitnych vzorech.

Vedle smykového napétiautor popisuje v metodologické &asti pracivznik komory pro tlakovou
stimulaci planarnich vzork(, ale téZ mikroperfizni systém s tlakovou stimulaci za Géelem
jednak perfuze kultivatnim mediem, ale téZ zajisténi stimulace bunék pulsnimi tlakovymi
vinami. K ovladdani systému autor vytvofil vlastni software.

Jako vysledky nutno hodnotit téZ ¢asti, popsané v metodologii. Jednd se o vyvoj celé fady
systému pro kultivaci a stimulaci bunék, téz o vybér spravnych protokold.

Autor na bohaté obrazové dokumentaci dokumentuje jednotlivé vysledky. Decelularizace je
ovéfena histologickymi kryofezy na zac¢atku, dale po poufZiti jednotlivych &inidel s vyslednou
tkani bez zbytk( jader a DNA.

Co se tyce vysledkl podpory endotelizace a smykového napéti: autor verifikuje rozdil kultivace
ve statickych i dynamickych podminkach, véetné pouZiti kombinovanych povrchd.
Kombinované povrchy verifikuje jako vhodnéjsi pro modifikaci umélych cévnich néahrad
z dhvodu interakce bunék a materidlu.

Tlakové zatiZeni dle vysledkd autora mélo vliv na proliferaci lidskych kmenovych bunék po 3
dnech. Vysledky byly oproti statické kontrole vyznamné 7. den (pouZito imunofluorescenéni
barveni alfa-aktinu a kalponinu). Obrazova dokumentace té? ukazuje vyznamné lepsi adhezi a
rGst mezenchymalnich kmenovych bunék prasete na nanocelulozovych substratech.

V testovéni recelularizace decelularizovanych tkani pro pfipravu implantabilnich cévnich
nahrad v kultivaénim bioreaktoru autofi zjistili, Ze buriky pfi dynamické kultivaci pronikly
témér celou tkani po 10 dnech kultivace. Zavedenim rekolonizace z obou stran doglo ke snizeni
doby homogenni rekolonizace na 5 dni. Opét verifikovdno na histologickych Fezech.

VySe uvedené postupy autor vyuZil pro in-vivo pouZiti pFipravenych autologné osidlenych
kardiovaskularnich zédplat na praseti. Vlastni pilotni pokus spoéivd v odbéru tuku, izolaci
bunék, nasazeni na decelularizovanou tkar, dynamickou kultivaci a implantaci do uméle
vzniklého defektu v a.carotis prasete. Zvife bylo mésic sledovano, nasledné provedena
explantace ndhrady. Imunohistologicka analyza ukazuje v pfipadé rekolonizované
decelularizované cévy formaci endotelovych bunék.

Predkladand prace je velmi zajimava - ma nejen experimentalni dopad, ale hlavné se zabyva
moznym feSenim problematiky nedostatku cévnich $tép v klinickych oborech cévni a
kardiovaskularni chirurgie.

Experimentalni ¢ast musela znamenat velkou ¢asovou naroénost a téZ manudlini zruénost.
Svoji strukturou je prace zajimava, ackoli se poufZiti velkého mnoistvi riiznych kultivaénich a
stimulacnich systémd mUze zdat sloZité a je nutné pomérné hluboké studovani prace a jejich
vysledkd pro pochopeni dil¢ich zavérh. Jako malo rozvinutou vidim ¢ast prace v experimentu
in-vivo na praseti. Chybi zde popis metodiky a jednotlivych vysledkd.

V experimentu prace naplnila své cile jednak vytvofenim decelularizovanych tkani a jejich
pfipravu pro rekolonizaci s vyvojem unikdtniho automatického systému, déle v pfipravé
implantabilnich kardiovaskuldrnich ndhrad v bioreaktoru s Usp&snou a verifikovanou stimulaci
jednotlivych druht bunék.



Jednoznacné se domnivam, Ze prace splnila podminky dizertaéni prace a navrhuji, aby po
Uspésné obhajobé byl ing. Romanovi Matéjkovi udélen titul Ph.D.

K autorovi mam ndsledujici dotazy:

1. Zda autor sledoval viabilitu bunék po rekolonizaci na cévni ndhradé v zavislosti na
Case?

2. Jaka byla ¢asova narocnost v pilotnim projektu na experimentalnim zvifeti od odebrani
tukové tkané po implantaci pfipraveného cévniho $tépu — tzn &asova doba mezi fazi 1
a 57 Kolik bylo pouZito zvitat a s jakou mortalitou, resp. uspésnosti?

3. Autor nepise, zda cévni Stépy na praseti byly po 1 mésici prichodné &i nikoli. Prosim o
doplnéni této skutecnosti a o prislusny komentar.
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