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Téma disertaéni prace Ing. Kristyny Valaskové je multidisciplinarni s pfesahem do tkanového
inZenyrstvi a regenerativni mediciny. 3D struktury se mohou vyuZit pro testovini nejen
biologické aktivity latek in vitro, ale i pro pochopeni d&u probihajicich v tkénich &i
potencionalni vyuziti v medicing.

Prace ma n&kolik cild: (1) piiprava a zékladni charakterizace trojrozmérného modelu kize
pripraveného z lidskych dermalnich fibroblasti (HDF) a z linie lidskych imortalizovanych
keratinocyt (HaCaT); (2) studium toxicity a adheze vybranych komenzélnich a patogennich
bakterii na monovrstvu keratinocyti HaCaT (2D model); (3) pfiprava podptrné matrice pro
tvorbu tkanovych nahrad za vyuZiti HDF a extracelularni matrix tvofené HDF; (4) vyuzZiti
podptrné matrice k osidleni burikami.

Disertaéni prace pusobi pfehledné. Po uvodu nasleduje peclivé zpracovand teoreticka Cést,
ktera se vénuje stavbé kize, funkci kiZze keratinocytl a fibroblasti, 3D modelim kize in
vitro, koznimu mikrobiomu, jeho vlivu na zdravi lidské kuze, sloZeni a funkci extracelularni
matrix a jejimu vyuZiti pro pkipravu biokompatibilni matrice pro tkafiové inZenyrstvi.
Nésleduje experimentalni ¢ast, shrnuti vysledkd a struéna kapitola piinos pro védu. V praci je
24 obrazkil, 7 tabulek a je citovano 202 publikaci. Nasleduje seznam zkratek, Zivotopis a
seznam praci, ve kterych je studentka spoluautorkou.

K spln&ni ambiciéznich cili musela Ing. Kristyna Valaskova zvladnout celou fadu postupii a
metod. Samotna pfiprava 3D modelt je ¢asov€ naro¢na, vyzaduje velké pracovni nasazeni,
kreativitu a trpélivost.

Ptekvapilo mne, Ze ve vysledcich jsou uvedeny diivody, které limitovaly experimentalni praci
(Covid 19). To by pattilo spiSe do shrnuti ¢i komentére skolitele. Vysledky jsou prezentovany
bez dalsiho piesahu. Chybi diskuze. Neni zfejmé, co je vlastni pfinos studentky a co je jen
konstatovani, Ze tento postup byl zvolen podle jiz znamych protokold. Mohla byste uvést,
véem je novost Vami pfipraveného modelu (3D kize) ¢i podplrné matrice? Je jisté
chvéalyhodné, Ze 3D model kiize ma praktické vyuziti a pouzZiva se ve vyuce k zjiStovani
toxicity latek s aplikaci v kosmetice.

3D model kiize je zde charakterizovan pouze barvenim hematoxylinem-eosinem. Jak byste
prokazala typickou stavbu 3D kiZe?



Pro¢ pfi studiu vlivu mikrobiomu na Zivotnost HaCat byla pouZita metoda vyuZivajici
trypanovou modf (obrazek 18 a 19), i kdyZ v jinych pokusech byla pouzita MTT metoda
(obrazek 20)? Jaky vyznam mélo méfeni vlivu bakteridlnich lyzati na Zivotnost v &ase 0? Jak
si vysvétlujete pozorované rozdily v tomto ¢ase (obrazek 18, 19 a 20)?

Jak si vysvétlujete zmény v obsahu hydroxyprolinu po kultivaci podptirné matrice s butikami
(rizny pomér HDF a myoblastt H9c2)? Nedd se piedpokladdat, Ze by mél byt obsah
hydroxyprolinu nejvyssi po kultivaci s HDF? Znamena to, ze kokultivace HDF s H9¢2 vede
k zvySeni tvorby kolagenu? Jak si vysvétlujete zmény hodnot hydroxyprolinu po odstranéni
bun¢k? Pro¢ jednou hodnota klesé a jindy roste (Tabulka 2, pfipravovany rukopis)? Kolikrat
byl proveden experiment? Hodnoty smérodatnych odchylek jsou piekvapivé nizké pfi pouziti
uvedené metody, jaké mate pro to vysvétleni?

Pfipravena podpiirnd matrice byla osidlena HDF a H9c2. Buiiky byly aplikovéany v riizném
poméru. Jako marker pro posouzeni osidleni podptrné matrice butikami byl pouZit aktin,
ktery je tvofen v obou typech bun¢k. Jak byste odlisila, Ze se jedna o HDF & H9¢2? Nemohly
HDF prertst H9c2 (obrazek 24)? Jak si vysvétlujte zmény v genové expresi metaloproteinas a
jejich inhibitord. Koreluje obsah hydroxyprolinu (Tabulka 2) s genovou expresi kolagenu
(obrazkem 5B v rukopisu)? Exprese kolagenu v HDF a H9c2 je piekvapivé stejna (obrazek 5,
pfipravovany rukopis). Opét zde nejsou uvedeny smérodatné odchylky a kolikrat by
experiment opakovan.

Formalni komentare a pfipominky:

Jsou pouzity zkratky, které nejsou vysvétleny nebo uvedeny v seznamu zkratek. Popis
obrazk a tabulek je velmi struény. V nékterych obrazcich je pouZito velmi malé pismo. Neni
uvedeno, kolikrat byly experimenty opakovany. Neni provedena statisticka analyza, i kdyz
v textu se uvadi, Ze vysledky jsou vyznamné odlisné. Neni pouZit jednotny styl k vyjadieni
koncentraci, otacek pii centrifugaci, atd. Experimenty by nebylo mozné zopakovat, protoze
jejich provedeni a sloZeni roztokil je popsano velmi struéné nebo neni uveden odkaz na
literaturu. U pevnych chemikalii jsou uvedeny objemy, které byly pouZity k piipravé roztokd.
MTT metoda se pouZziva k zjisténi Zivotnosti bunék (pocet bun&k) neni to standardni metoda
pro méfeni proliferace. Jakou metodu byste zvolila pro méfeni proliferace?

V praci pouZivate pojmy jako priméarni buriky a bunétné linie. Tyto pojmy zaméfiujete u
Véami pouZivanych bun€k. Mohla byste vysvétlit rozdil mezi primarnimi buiikami a
buné¢nymi liniemi a jednozna¢n& specifikovat, o jaky typ bunék se jednalo ve Vasich
experimentech?

Ptedkladatelka je spoluautorkou 7 praci, které se vénuji pfipravé biomateridl a jejich
charakterizaci, ale tyto prace nejsou pfedmétem samotné disertalni prace. Dale je prvni
autorkou u rukopisu snizvem ,Human-Designed, Cell-Made Scaffolds: Harnessing Co-
Cultivation for Custom 3D Tissue Engineering Platforms®, ktery by mé&l byt odeslan do
Casopisu s International Journal of Biological Macromolecules (Q1). Studentka se aktivné
zuCastnila dvou konferenci a byla zapojena do feSeni 10 projekti. V pribéhu studia vykonala
3 kratkodobé staZe na pracovistich AV CR, na specializovaném pracovidti pro p¥ipravu 3D



modeli MatTek na Slovensku a také v Biotechnologickém centru, Slezské technologické
university v Gliwicich v Polsku.

Protoze piedlozeny rukopis neproSel oponentnim fizenim, mnoZstvi mych komentaiti a
poznamek je tedy véetsi. Skoda, Ze pfipravovany rukopis nebyl soucasti spisu, protoZe Cast
vysledka z rukopisu je uvedena ve spisu.

Praci shledavam jako kvalitni. Studentka prokézala tviréi schopnosti a postupné splnila
vytycené cile. Pokud byly splnény vSechny pozadavky kladené na studenty doktorského
studia v daném oboru, doporucuji praci k obhajobé.

Po uspésné obhajobé souhlasim s udélenim akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle
zakona o vysokych $kolach ¢. 111/98 Sb.
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