Il

U
C

Il 1
|

Posudek na disertacni praci: PFiprava rekonstituovanych tkani, autorky Ing. Kristyny Valaskové.

PredloZzena disertatni prace autorky Ing. Kristyny Valaskové s nazvem ,Pfiprava rekonstituovanych
tkani“ svou naplni zapada do aktudlni a celosvétové intenzivné rozvijené oblasti biomedicinského
vyzkumu regenerace a tkérfové terapie. Autorka se ve své praci zaméfuje na vytvofeni modelu kiiZe, a
jeho ndsledné testovani na interakci s jednotlivymi mikroorganismy kozniho mikrobiomu. V druhé ¢asti
prace, pak autorka navazuje tvorbou ,leSeni” z extracelularni matrix sestavenou bunkami v kulture tzv.
Cell assembled extracellular matrix — CAM.

Prace je rozdélena na obsahly Gvod, ktery vhodnym zplsobem uvadi ¢tenafe do studované
problematiky. Nasleduji cile, metody, vlastni vysledky propojené s diskusi/souhrnem. Prace je také
doplnéna o popis daldich vyzkumnych aktivit autorky, v podobé stru¢ného komentdfe k &lankim,
kterych je spoluautorka. Prace je kompaktni, jednotlivé postupy na sebe logicky navazuji a cili na
klicové otazky studované problematiky. Za nejcennéjsi vysledek prace pak povazuji vlastni pfipravu
modelu klZe in vitro, a nasledujici testy na interakci mikrobiomu s epidermis na tomto modelu.
Obdivuhodné je také mnoZstvi a narocnost prace kterou autorka odvedla, a také Sife rlznych metod a
experimentalnich pFistupl, které si musela osvojit. Pfi podrobnéjsim pohledu, mam vsak k praci nékolik
méng, Ci vice vyznamnych vyhrad.

1. V uvodni ¢asti se aZ pfili§ opakuji informace o vyznamu klze jako takové. Naopak, bych zde
uvital detailnéjsi informace o imunitnim systému v kdZzi a jeho interakci s epidermis, zejména
s odkazem na vysledky a diskusi. Popis vyvoje kiZe je prezentovdn sice v pfiméfeném rozsahu,
mozna nékdy vsak aZ pfilis detailné s ohledem na vynechani zminky o neurdlni listé a jejim
vyznamu, a to zejména sohledem na derivaty neuralni listy, které autorka jako dulleZité
komponenty k{ze zminuje. Na str. 15, je pak naznaCeno, Ze epidermis vznikd
z neuroektodermu. Z néj se viak tvofi neurdlni ploténka a nasledné neurdlni trubice (mozna se
jedna jen o jeden z mnoha preklepli?).

2. Vkapitole vénované metoddm bych uvital katalogova ¢isla pouZitych médii a jejich doplnka.
PouZitd média se prodavaji v X" modifikacich a pokud je napf. v metodé uveden pfidavek latky
(zde napf. L-Glutamin), ktery ale je ve vét3iné médii standardné, neni jasné, jaka je jeho finalni
koncentrace. Pfipadné u latek, kde koncentrace neni uvedena vibec a jsou distribuovany jiz v
roztoku — HEPES, kolagen. U koncentrace akrylamidu pro SD-PAGE neni uveden podil situjici
slozky. Neni také hned jasné, zjakych clankd autorka vychazi pfi realizaci experiment(. AZ
zpétné ¢tenafi dojde, Ze pravdépodobné z praci, které jsou citovany v obecném kratkém Gvodu
k dané metodé. V metodické ¢asti jsou uvedeny i analyzy (éast qRT-PCR a western blotu),
jejichz wvysledky nejsou nikde prezentovany a ani komentovany. Ddle, autorka pracuje
standardné sbunécnymi liniemi HDF, HaCaT a H9c2. Nékteré postupy popisuji vyuZiti
bunéénych linii HEK a AC16, snimi vSak vysledky nejsou nikde prezentovdny a ani nijak
komentovany. Podobné nejsou uvedeny postupy jejich kultivace. Autorka prezentuje vysledky
gRT-PCR ze vzork( lidskych (HDF) a potkanich bunék (H9c2), uvedené primery jsou v3ak
specifické pouze pro ¢lovéka.

3. Ve vysledkové &éasti vidim velkou slabinu ve statistickém vyhodnoceni ziskanych dat. Krom
jednoho experimentu nikde neni. Pfesto autorka hojné popisuje vyznamné/nevyznamné
rozdily u stanovenych hodnot. Jedind srovnavaci statistika je pak pouZita na morfometricka
data k buiikam, kdy se porovnavaji jen 2 skupiny vzork(. Pfesto autorka tvrdi, Ze pouZila
ANOVA a Bonferroniho post hoc korekci. Pro¢? Data jsou na t-test. Popisky obrazkd (celkové),
jsou nedostate¢né. U mnoha neni uvedeno, co hodnoty predstavuji, co znamenaji uvedené
zkratky, kolik bylo opakovéni, atd... U vysledku Obr. 4 v manuskriptu chybi kontrola v podobé
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jednotlivych bunéénych linii a postradam i kvantifikaci zastoupeni jednotlivych buné&nych linii
pfi smésne kultivaci. Tato informace by dle mne mohla hodné prospét diskusi a zavériim z této
studie. Dale v diskusi o CAM z HDF a H9¢2 bunék je zmifiovan model interakce fibroblast(i
(HDF) a kardiomyocytl (H9¢2). H9¢c2 jsou pfitom povaZovany za myoblasty, ¢asna vyvojova
stadia myocytl, fenotypové blize fibroblasttiim nez funkénim myocytiim/kardiomyocyth. Uréité
by bylo Iépe pro tuto ideu pouZit opravdové kardiomyocyty pfipadné se buriky H9c2 pokusit do
nich diferencovat, pokud je to moZné. Jak je prezentovéno, povazuji tuto diskusi za zavadéjici.
Jednim z vysledki je i tvrzeni, Ze material (CAM) pozbyl imunogennost. Tento predpoklad, vak
neni nikde testovan. Stim ¢astecné souvisi i dotaz, co autorka otekavala od detekce kinaz
pomoci gRT-PCR, ty jsou v burikdch €asto exprimovény konstitutivné, kliova je jejich aktivita.
Pokud se tedy jedna o néjakou reaktivitu bunék, mél by byt pouZit napf. western blot se
specifickymi protilatkami na aktivni a celkové formy téchto kinaz.

Drobnosti:

Autorka by méla mit jasno co zkratkou CAM mini, pouZivd nékolik termin(. Cell assembled

extracellular matrix; Cell-derived extracellular matrix.

Zkratky mikroorganisml bych doporucoval pouZivat kurzivou, rod velkym, druh malym

pismem, jak je standardem (SA x S.a.; SES x S.e. apod.).

Zavérem, i pfes vySe uvedené pfipominky, povaZzuji pfedloZenou praci za kvalitni, autorka prokazala
schopnost védecké prace, a proto praci doporuéuji k obhajobé s cilem ziskani titulu Ph.D.

Otdzky k diskuzi:

1.

4.

Kultivace bunék HaCaT, nebyla dle popisu provadéna dle doporuceni jejich zdroje. To Udajné
negativné ovliviiuje jejich fenotyp, podporuje dalsi transformaci do agresivnéjsiho nadorového
fenotypu. Mél tedy zménény zplsob kultivace néjaky diivod?

Ko-kultivacni experimenty svice bunécnymi typy jsou vidy velkou experimentdlni vyzvou
ohledné vysledk( a jejich interpretace. Nelze zde predpokladat zavadéjici vysledky, kdy stejné
ligandy signdlnich drah produkované burfikami mohou mit mezidruhové riizné odpovédi? Resi
se to v podobné zamérenych studiich? Ma s timto problémem autorka néjakou zkusenost?

PFi pfipravé CAM. Po devitalizaci nasledovalo jeji usudeni. NemiZe to mit vliv na néasledné
zpracovani a tfeba zachovani imunogenicity, zménu epitopli ECM apod.? Jsou néjakéd pro a
proti, pro€ takto postupovat?

Jako test cytotoxicity bakterii pro keratinocyty byl pouZit test aktivity LDH v médiu. Aktivita
LDH je vSak bé&zna pro viechny organismy. Nemohou proto zbylé pfitomné bakterie ovlivnit
vysledek tohoto testu?
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