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HabilitaCni prace Dr. Jana Kfivanka, “Kontinualné rostouci fezaky a morfogeneze zubu je
sepsana na 54 strankach a je standardné ¢lenéna. Prace je postavena na 7 publikacich (pét
originalnich védeckych spisu, jedna kapitola v monografii a jeden piehledovy ¢&lanek). Dr.
Kfivanek si jako model pro své studium zvolil kontinualné rostouci fezaky mysi, kterém maji
po veétSinu zivota jedince zachovany aktivni zasobu epitelidlnich i ekto-mesenchymalnich
kmenovych bunék a mohou tak fungovat jako inspirace pro moznosti in vivo ¢&i in vitro
regenerace brachyodontnich zubUl ¢lovéka.

Detailni charakteristika kmenovych bunék a jejich diferenciacnich derivatt z obou
zminénych vyvojovych vétvi se stala hlavnim cilem prvni publikace, kterd je soucasti
predlozené habilitaéni prace. Dr. Kfivanek k tomuto ucelu pouzil metodu single cell RNA
sequencing (scRNA-seq.), ktera dokaze na zakladé genoveé exprese identifikovat velmi vzacné
populace bunék ve zkoumané tkani. Vysledkem rozsahlé analyzy bylo pfesnéjSi ur€eni a
lokalizace zubnich mesenchymalnich kmenovych bunék s expresi specifického markeru
Foxd1. Dale pak byly identifikovany malé skupiny bunék s mechanosensorickymi viastnostmi
a z puvodné uniformni epitelové vrstvy stratum intermedium, byla vyélenéna vrstva ,Cuboidal
layer”. Jeji buriky specificky exprimuji gen Ryr2 a pfedstavuji novy podtyp ameloblastu.

Druha publikace se zabyva vyvojem zubu u vybranych skupin plazl. Duraz byl kladen
na mechanismy vedouci k morfogenezi zubu na zakladé vzniku a distribuce tzv. sklovinnych
uzlG. Dalezitym zjisténim byla identifikace stejnych signalnich drah (Fgf4 a Shh) jako u savcu,
které jsou za morfogenezi zodpovédné,

Treti prace predstavuje kapitolu v Buné&ném atlase ,Visual biology in oral medicine*
Zde jsou popsany populace kmenovych bunék a interakce jejich diferenciaénich produktu,
které jsou dulezité pro formovanl jak epitelialni, tak mezenchymalni ¢asti vyvijejiciho se zubu.
Vzhledem ktomu, Zze se jedna o ucebnl pomlcku podstatnou soucasti atlasu je bohata
obrazova dokumentace,

Ctvrta publikace je pfehledovy Elanek, ktery popisuje jednotlivé bunééné populace
podilejici se na formovéni zubu véetné vzniku jednotlivych zubnich oddili a participace
imunitniho systému a cévniho zasobeni. Dllezitou soucasti Clanku je porovnani vyvoje
brachyodontniho zubu, napf, u élovéka a kontinualné rostouciho hypselodontniho fezaku mysi.

Pata publikace je metodicka a pfedstavuje piipravu transgenni mysi exprimujici modry
fluorescenénl protein pod promotorovou oblasti genu Dspp a erveny fluorescencni protein
(Cherry) v tkénich s aktivnl expres| genu Dmp1, Kombinace téchto dvou markert a s tim




spojena exprese obou fluorescenénich proteinu je schopna vizualizovat funkéni odontoblasty
in vivo.

Transgenni mysSi pfipravené v ramci predchozi prace byly vyuzity pro studium vlivu
epitelialni ¢asti vyvijejiciho se zubu na formovani mesenchymalnich struktur. Vysledky této
Sesté publikace potvrdily dulezitost korunkové &asti zubniho epitelu (budouci ameloblasty) a
kofenove ¢asti (HERS) na formovani dentinu v téchto dvou funké&nich oblastech.

Posledni publikace je metodicka a zavadi postup pro izolaci jednotlivych bunék z tkané
vyvijejiciho se zubu pro naslednou scRNA-seq analyzu.

Vlastni habilitani prace je psana jasné a srozumitelné. Uvodni kapitoly jsou vénovany
morfogenezi zubnich tkani vzniku skloviny, dentinu a kofene. Autor pak dale porovnava
brachyodontni zuby &lovéka s kontinualné rostoucimi zuby mysich fezakd. Dalsi kapitoly jsou
vénovany kmenovym burikdm a kmenové niche jak v rdmci epitelidlni, tak mesenchymalni
Casti zubu. Zaveér teoretické Casti je vénovany klicové metodé scRNA-seq. diky niz doslo k
identifikaci novych bunéénych typa dulezitych pro vznik a regeneraci zubnich struktur.
Soucasti habilitacni prace je sedm prilozenych publikaci véetné struénych komentaru.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitacni prace

1) Na str.35 autor popisuje gen Acta2 jako marker kmenovych bunék. Gen Acta2 kéduje
alfa 2 aktin u bunék hladké svaloviny. V nasi laboratofi jsme jeho expresi potvrdili u
progenitort Sertoliho a peritubularnich myoidnich bunék, které vykazuji kontraktilni
funkci. Jaky je vztah mezi expresi svalového aktinu a kmenovosti u vami studovanych
bunék?

2) Pfivyvoji zubu hraji dulezitou roli i buriky imunitniho systému, makrofagy. V prvni
prilozené publikaci autor doklada identifikaci tfi populaci téchto bunék. Jak vypada
jejich dynamika v ramci rastu zubu? Lze pfiradit dvé populace k prozanétlivym
makrofaglm M1 a proregenerativnim M2? Existuje ekvivalent treti populace
charakteristické expresi LYVE1+ v jinych organech?

3) Zakladni signalni drahy pfi vyvoji zubu zahrnuji FGF, BMP Wnt a SHH. Ektodermaini
epitel a ektomezenchym pochazejici z bunék neuralni listy evokuji apikalni
ektodermalni ryhu (AER) a mezenchymalni progresivni zénu (PZ). Existuje mezi vyse
popsanymi zubnimi strukturami podobna zpétnovazebna interakce jako mezi AER a
PZ? (FGF10 — FGF8). Lze pfi vyvoji zubu nalézt Turinglv model reakce a difuze,
podobné jako pfi vyvoji ¢i regeneraci koncetin?

Zaveér

Habilitaéni prace Mgr. Jana Kfivanka, Ph.D., ,Kontinualné rostouci rezaky a morfogeneze
zubu*, splfiuje pozadavky standardné kladené na habilitacni prace v oboru Anatomie,

histologie a embryologie.
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