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Charakieristika:

Prace je vazana v pevnych deskich, celkem 107 stran, 89 stran textu i dokumenty
k vlastni praci (tabulky, grafy, obrazky véetné barevnych). Prace je vyhotovena v jazyku
anglickém. Anglicka verze je na vynikajici stylistické drovni Ve zbyvajici &asti jsou uvedeny
literarni odkazy, seznam publikaénich aktivit. Tisk je na kvalitnim papiru,

Pfedfazen je obsah Vlastni prace s referencemi je uspofadana do deseti Casti Prvni
Gtyfi &asti jsou wvénovény seznamu ulitych zkratek, uvodu, &asti zabyvajicich se
problematikou koZnich ekvivalent a biologii vlasového folikulu, Pata ast je vénovana cilim
studie s urdenim kritérii pro vyvoj folikuloidniho ekvivalentu, Sesta &ast se zabyva uZitymi
materidly a metodami, sedméa &ist je pak zaméfena na vlastni experimentalni praci véetné
vysledkii a diskuzi. Zbyvajici &asti se vénuji zavérim experimentalni studie, souhrnu
poznatkil a referencim.

Citované odkazy jsou fazeny v odkazech dle abecedniho pofadi autord (celkem 211
citaci s pfevahou praci publikovanych v poslednich 10 letech). Obrazova ¢ast zahrnuje 19
obrézki /Figures 1 az 19/ (fota mikroskopicka, pfehledné obrazky, grafy i tabulky). Obrazky
1 a2 6 se tykaji biologie viasového folikulu a metodik uzitych ke studii, 7 az 19 pak
predstavuji vysledky studované problematiky (mikroskopické fotografie, sloupcové diagramy,
| linearni graf a tabulky) Obrizku jsou fazeny dle pofadi a umistény v textu k pfisluiné
problematice.

Zavéretné Easti (11 a 12) jsou vénovany odkazim na publikované prace autorky (se
vztahem 1 bez vztahu k projednavané problematice) a podékovini autorky odbormému
gkoliteli a spolupracovnikiim.

Po formilni strince je zpracovani textu sminimalnimi pfipominkami — viz niZe
prehled pfipominek.



Hodnoceni:

a) Téma je velmi aktuidlni vsouladu se zaméfenim soucasnych dermatologickych
vyzkumil i s Cinnosti uchazecky.

b) Disertaéni prace si vytkla za cil vyvoj reprodukovatelnych organové typickych
folikuloidnich systémil poskytujicich standardné definované zakladni parametry
(minimalné Sest definovanych kritérii) k vyzkumu epitelidlné-mesenchymalnich
interakci v lidském viasovém folikulu k pochopeni molekularnich procesl ristu a
vyvoje viasl. Tyto systémy by mély slouZit i jako skriningové nastroje pro vyzkum
potencionalnich lékovych modulatori vlasového riistu a méla by byt prokézana u
telnost systémd v identifikaci cilovych geni i celého profilu genové exprese.

¢) Vysledky byla zpracovany odpovidajicim zptsobem za pouiti siatistickych metod a
v prici samotné nazomé a piehledn& prezentovany.

d) Vysledky disertaéni prace vykazaly vyvej 3 novych organotypickych folikuloidnich

systémii: vrstveného sendvifového" /modifikace 3D systému dle Limata a Starka,
submerzni rist/, , smiSeného sendvitového™ (optimalni, nové vyvinuty folikuloidni 3D
svstém, submerzni rist/ a ,mikrosférického systému™ /unikétni patentovana novy 3D
systém/, Viechny vyvinuté systémy spinily zdkladni kritéria pro . folikuloidni*
orginové typické systémy napodobujici epitelidiné-mesenchymaélni interakce
lidskych vlasovych folikull. Keratinocyty zevni kofenové pochvy proliferovaly ve
viech systémech nezavisle na pfitomnosti kalciovych iont i séra, zatimeo proliferace
a apoptoza bunék dermalnich papil byla ve viech systémech dependentni na mnoZzstvi
séra a kalciovych iontd v kultivalnim mediu Vysledky studie poskytuji prvé
systematické srovndni riznych médii v zékladnich parametrech lidskych
Jfolikuloidnich* organové typickych kultur Definované optimalni podminky ristu
vtéchto 3 D systémech zjednodusuji optimalizaci asili pfi vyvoji systémil dokonale
napodobujicich situace m vivo,
Nové patentovany mikrosféricky lidsky folikuloidni systém (HFM), vybrany jako
nejoptimilnéjdi, vykdzal vysokou reprodukovatelnost a za prisiuinych podminek
kultivace (médium bez pfitomnosti séra a s nizkym obsahem kalciovych iontli) udriel
zikladni charakteristiky lidského viasového folikulu. Pfiprava systému je snadn&jdi
a rychlejsi (pfiprava béhem hodin versus dny u ,sandwich™ typii) sandwichové”
systémy a umoZni dosaZeni vydiich denzit DPC elementl Navic i ekonomicke
parametry jsou nepomérné pfiznivéjsi ve srovnani se ,sandwichovymi® technikami.
PHi sledovani rozdilnych markerti, jako napf. proliferace, apoptoézy, urleni
cytokeratinu-6 a versicanu /proteoglykanu extracelularni matrix pfitomného v fadé
tkani/, expresi proteind a genii vriznych buné&nych populacich, umoinil tento
systém standardizované preklinické hodnoceni testovanych litek na pfisluiné
mmmmwmumﬁﬂmma&mmm
napodobujici situace in vivo. Nabizi také efektivni systém urfeny k identifikaci
novych cilovych uﬂgmﬁpropﬂpldnivluwil&nl lpi‘mm&tiomi
vrychlé Iﬂllm fld]f V}'bfln?d! pmmem‘x € (edY MOZNE POVAT ' !

wmu

¢) Price md velky pfinos pro budouci klinickou prazi. Obohacuje vydetfovaci
postupy u koZnich chorob, které postihuji znatnou &ast populace a v fadé pfipadd
mohou vést i kpsychickym alteracim postizenych jedincl. V dneini dobé
dermatologického vyzkumu, zaméfeného podstatné na imunologické, buologlclze,
genetické a molekularné-biologické aspekty koinich onemocnéni, znamend vyvoj



reprodukovatelnych , standardizovanych a, pokud moZno, jednoduchych metod velky
pokrok v pochopeni etiopatogeneze dermatologickych jednotek a umoZfiuje tak i lépe
cilenou terapii téchto jednotek

f) Pripominky zpracované tabeldrné:

Strana 3, Training site,
Supervisor

Chybi pismeno “g¢” v anglickém terminu “Department of
Dermatovenergology, dile asi zcela vhodné ponechat
némecke spojky v jinak anglickém terminu némeckeho pracovisté
a konetné vyde uvedené anglické znéni pro termin , Venerologi
plati i v dal¥ich spojenich na téze strané. SpiSe by ale byl vhodny
fjde-li o némecké pracovistd/ plvodni némecky nazev — , Klinik
undPuhkhmkﬁrDm‘mtoloswundeulgpe

Strana 13, sekce 3.2.5

_Hansborough™ further * V citované literatufe je jméno

,.Cultured Skin | Hansbrough

Substitute”, 2. fadek

Strana 15, 3. fadek " can heal itself,

Strana 17, 3 fadek Snadlépe" “mtlwusymsuﬂwmhyu-edm
Strana 17, - Zaména pismen. previously misto previoulsy

2. odstavec, 5. fadek

Strana 20, popis obrazku
1

Anagen VI hair follicle — oznadeni V1 se pravdépodobné tyka V1. |
morfologické subfize anagenniho cyklu |

Strana 21, popis obrazku
2, 3. tadek

.. ,amp denotes” .  spravné zkratka apm dle pfedchozich
uvedeni a dle seznamu zkratek (arrector pili muscle)

Strana 26, sckce 4.5
.Key Factors in Hair
Follicle Cycling”, 2.
odstavec , 2 Fadek

Vhodné by bylo definovat ,noggin® jako protein dileZity pro
regulaci bunééné diferenciace (ovlivnéni indukce anagenni faze
vlasového riistového cyklu neutralizaci BMP4 7). Die obrazku &
4 jde o dilezitého ,molekularniho hrage™ v kontrole riistového
cyklu viasu

Strana 28, obrazek 4,

zkratky u  obrazku
VI*

Nazev NOTCH* v obrazku 4, faze anagen VI - bylo by vhodné
uvést, Ze jde o bunéény signdlni systém s funkci v bunéfne

Suam 39, Sékoe 65

mmunecfluorescence™,
12, tadek

fiferenciaci
Piehozena pismena: ...“, rabbit anti-transfromig growth

factor” . transforming

Strana 42, sekce 6.9
Statistical analysis”, 2.
fadek

Oznateni , TUNEL* neni ve zkratkich definovéno, jde o
techniku detekoe apoptotickych bunék specialni barvici technikou
- the terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-
biotin nick end labeling (TUNEL); metoda znadici fragmenty
DNA jako charakteristiku npoptnmkychhﬁk

Strana 43, sekce 7.1.1
nIntroduction”, konec 1
odstavee

Chybi ukondeni zavorkou - . much better understood™ ")




Strana 45,  dvod
experimentalni  prace,

posledni odstavec strany

wCilem studie byl vvoj folikuloidnich 3D systémi spliiujicich
viech 6 vySe uvedenych kritérii“. V textu vyie jsou uvedeny
minimalni kritéria v odstaveich fislovanych 1. aZ 4. Lépe by
bylo definovat jednoznatné pfesny vytet kritérii se znaenim 1
az 6.

Byla autorkou tvorba idedlné koncentrickych  bunéénych
seskupeni z epitelidlnich HF bunék povazovana za 5. minimalni
kritérium /zahrnuto ale v pofadi jako 3. kritérium v odstavci 2 na
strané 44/ a pfitomnost kolagenu typu | podporujici interakce
ORSK a DPC za kritérium &islo 6 /zahrnuto v odstavci 3 na strané
44/ Sest minimalnich kritérii je takto dale definovano v bodech 1
az 6 ale aZ na strané 48-49. Navic ve druhé asti experimentalni
prace /vyvoj mikrosférickych lidskych folikuloidnich systémi pro
skrining a vyzkum zikladniho a aplikovaného vyzkumu viasi/ na
strané 61 v kapitole ,,Uvod” jsou zikladni kritéria pro organové
typické systémy asociované s vlasovou biologii definovana v §
bodech (tato definice shrnutd v péti bodech ale vyplyva i ze
zavérll prvni Sasti studie)

Strana 52, sekce 7.12
..lelts. posledni

Nejvétéi rozsah apoptozy byl pozorovan v médiu 1 (high Ca, FC
+), zatimco redukce koncentrace Ca vmediu 3 signifikantné
snizila podet TUNEL pozitivnich /apoptotickych/ bungk . To
odpovida obrizku 8D Nicméné v zavorce je dodatek vysvétlujici,
e odstranéni séra /FC/ zietelng, i kdyZ ne signifikantné téz
snizilo poéet TUNEL pozitivnich bunék - v grafu 8D je podet
apoptotickych bungk niz8i zejména diky odstranéni séra /FC/,
z média , zatimco rozdily v koncentraci Ca jsou minimalni, ba
polty apoptotickych TUNEL pozitivnich bunék se zdaji byt
velmi mirné /ne signifikantné, no asterisk mark/ vy33i u meédia
s redukovanym obsahem Ca Lze tato fakta vysvétlit 7

Strana 56, obrazek 10

Znaceni buntnych jader _DAPI* /DAPI fluorescence = modra
fluorescence/ - ohjasnéni zkratky DAPI = 46 - Diamidino - 2 -
phenylindole, dihydrochloride, metoda DNA znaceni.

Strana 65, sekce 7.2.2.
#Results*

Lze vysvétlit pro¢ CRH jako potentni inhil:itorn‘istuHF]
neovlivnil apoptotické dé&je? Nedodlo totiz dle interpretace |
vysledki na rozdil od viech daliich testovanych inhibitorl riistu |
k poklesu Ki67 pozitivnich bunék v CK6é pozitivnich ORSK,
CRH ani nevykazal vliv na stimulaci apoptozy na DPC
/apoptotické TUNEL pozitivni buiky v ORS, v 10. dnu dokonce
snizeny ve srovnani se 7. dnem/ buiky.

Strana 68, sekce 7.2.2
~Results®, 3. odstavec,
1 vita

.The above data, as mentioned above, was obtained" . — .
.Jvere obtained... fuZiti singulru u pomnozného substantiva/




| Odkazy k literatufe

Strana 74, tabulka 3 - | Zkratka .HaCaT* bufiky — Neni uvedena v zkratkach. Definice:
~Alterace v expresi | buné&nd linie lidskych keratinocytd HaCaT (Human keratinocyte
urtitych gend v HFM pfi | cell line) v zdsad® exprimuje viechny epidermalni diferenciatni
inkubaci e 17p | markery ale vykazuje nedostatky v organizaci tkani zejména
Estradiolem (10%)*, 5. | v organotypickych ko-kulturich s fibroblasty. Mechanizmy
Fadek - protein kinaza | diferenciace tkané normalnich keratinocytd interakcemi stromatu
¢pl, 4 sloupec -~ | jsouu HaCaT bunék naruseny.
poznamky
Prace & 13, 52, 81, 85 a 144 uvedené v literarnich referencich
nemaji pFisluiné odkazy v textu
Odkaz na praci & 13 by mohl byt uveden na str. 26 & 27
vsekcich44a4s ‘
Odkaz na préci ¢ 52 by mohl byt uveden v &asti 7.1.1 ,Uvod"
experimentalni  &asti  price /zabyvA se  epitelidlné-
mesenchymalnimi interakcemi regulujicimi rist a diferenciaci
keratinocytil in vitro/.
Odkaz na praci & 81 zabyvajici se bunéénou migraci ve viasovém
folikulu by 1é2 mohl byt uveden v této sekci (viz vyse).

: Odk.lzmpﬁmé SSnbyu]m se selektivni aktivaci promoteru
| versicanu mesenchymalnimi  interakcemi  béhem
vyvoje viasového foliklu je totoZny svym obsahem s odkazem &.
86 (publikovin v jiném odborném periodiku, autorsky kolektiv

pouze z &asti totoZny). !'
Odkaz na praci ¢ 144 zabyvajici se imunologii viasového

folikulu autora Pause R neni uveden v textu (tato prace se zabyva
antiinfek&ni obranou, ovlivnénim ristu viasl imunomodulaénimi
latkami, sekvestraci folikulamich autoantigeni, fokusace na
imunitni systém mysich viasovych folikuld HIS).

g) MUDr. Blanka Havli¢kovi prokazala vynikajici tviiréi schopaosti, jeji viastni price i
piedchozi publikaéni aktivita rozhodné spliiuji poiadavky kladené na disertaéni
préce v oboru dermatovenerologie.

Zavér:

Vyse uvedené pfipominky nejsou zisadniho charakteru, mohou byt pfedmétem diskuze
v ramci obhajoby a zcela jisté nevedou k nutnosti korekce prace.
Doporuéuji, aby byla price prijata k obhajobé podie §47 VS zikona 111/98 Sb.

V Hradci Kréilové, dne 14. fervence 2009

? [t/ oo
MUDr. Miloslav Salavec, CS¢
Odborny asistent katedry dermatovenerologie
LF UK a Klinika nemoci koZnich a pohlavnich
FN Hradec Krilové
Sokolska 581
500 05 Hradec Kralové






