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Dizertacni prace Mgr. Adama Frtuse s nazvem ,Mechanotransduction of Hepatic Cancer Cells
cultured in a 3D collagen scaffold” fesi problematiku vlivu tuhosti substratu/scaffoldu na
chovéani nadorovych bunék jater, expresi proteind podilejicich se na mechanotransdukci,
studium molekuldrnich mechanism( mechanotransdukce, metabolismus, funkci a dynamiku
mitochondrii a autofagii. Tematika je zajimava a aktualni z dlivodu stoupajici incidence nadoru
jater, potreby studia vlastnosti nddorovych bunék a tkani a hleddni novych ucinnych
terapeutickych postupt. Dalsi mozné vyuziti vysledk( prace je v 3D kultivace modelech a
jaternich organoidech pro hodnoceni IéCiv.

Autor prace si vytyCil 9 konkrétnich cilQ, které resil nasledujicimi metodami:

1. Pfiprava a charakterizace kolagenni matrice: viskoelastické vlastnosti reologickym
mérenim, morfologii pomoci fluorescenéniho barveni a mikroskopickou analyzou

2. Vytvorit geneticky validovanou kulturu HepG2 a Alexander bunék ve 3D kolagenni
matrici- genetickou validaci provedla externi firma, kultura obou typl bunék byla
vytvorena

3. Odhalit rozdily chovdani HepG2 a Alexander bunék na 2D a v mékké kolagenni matrici —
uvedeno v bodé 4

4. Podrobné analyzovat chovdni HepG2 a Alexander bunék - velikost, adhezi, dynamiku
proliferace, organizaci cytoskeletdlnich protein( vlivem kolagenni matrice: velikost
bunék a jader, rastové krivky, stanoveni PCNA imunoblotem, Ki-67 labelling index,
reorganizace cytoskeletu pomoci konfokalni mikroskopie, kvantifikace délky filament
F-aktinu a B-tubulinu, morfologie a bunécna distribuce vinkulinu, analyza fokalnich
adhezi, kvantifikace exprese B -actinu, B- tubulinu a YAP proteinu (Yes-associated
protein) imunoblotem- u obou typ nadorovych linii

5. Odhalit biochemickou signalizaci mechanotransdukce a klicové molekuly zapojené
v bunécné odpovédi na mékkou 3D-extraceluldrni matrix, jako jsou YAP a mTOR:
bunécnd lokalizace YAP proteinu - konfokdlni mikroskopie, imunodetekce
fosforylovaného pmTOR a jeho subceluldrni lokalizace, detekce autofagosomd,
imunodetekce markeru autofagie LC3 - konfokalni mikroskopie, si-RNA transfekce
bunék pro downregulaci YAP proteinu,



6. Zkoumat mitochondridlni dynamiku pomoci chemickych ldtek a mérenim potencidlu
mitochondridlni membrdny: morfologie mitochondrii, kvantifikaci reaktivnich
kyslikovych radikdlii a mérenim membrdnového potencidlu mitochondrii: hodnoceni
dynamiky morfologie mitochondrii, hodnoceni mitochondridlniho membranového
potencidlu po podani depolarizujicich latek (ionomycin, carbonyl cyanide m-
chlorophenylhdrazone a kyanid draselny), stanoveni exprese Cytochom C oxidase
subunit 1, (MTCO1) imunoblotem a pomoci RT-PCR.

7. Zhodnotit, jakym zptsobem fyzikdlni podnéty 3D matrice ovlivriuji metabolizmus,
véetné glykolyzy, energetického metabolizmu a autofdgie: stanoveni pyruvatu a
laktatu, vizualizace F-aktinu- konfokalni mikroskopie.

8. Zhodnotit ucinek fotobiomodulacného plsobeni svétla cerveného laseru na buriky v 3D
matrici a mechanistické podklady pro bunécnou odpovéd'v 3D kulture — ozareni high-
fluence low-power (HFLP) laserem pfi 649 nm, analyza viability bunék — barveni
calceinem, ethidium bromidem a konfokalni mikroskopie, stanoveni BCL- 2 Western
blotem.

Dizertacni prace ma 101 stran, je psana v anglickém jazyce, obsahuje vSechny podstatné ¢asti:
abstrakt, Uvod vrozsahu 16 stran, cile, experimentdlni metody, experimentalni vysledky
(obsahuji 32 obrazka, 2 tabulky), diskuzi, zavéry, bibliografii, seznam obrazk(, tabulek, seznam
publikaci autora a 2 publikace v pIném znéni. Nechybi ani seznam zkratek.

Vysledky jsou pfehledné zpracované v grafech, obrazcich, zavéry jsou spravné a srozumitelné
presentovany. Bibliografie obsahuje 217 citaci, 51 z nich ne starSich jako 5 let, nékteré
reference byly nelplné citovany (73, 113, 116, 124, 134, 141).

Publikacni aktivita: Mgr. Adam Frtus je autorem 9 publikaci vydanych v kvalitnich odbornych
casopisech s impakt faktorem, z toho u 4 publikaci je prvnim autorem. 2 tematicky nejblizsi
publikace jsou v pfiloze a jsou to rovnéz prvoautorské publikace Mgr. Adama Frtise.

Dizertacni prace pfinesla nové poznatky o chovani nadorovych bunék vlivem mechanickych
vlastnosti kultivacni podlozky/matrice na bunécné, subcelularni i molekularni Grovni. Dilezity
je i mezioborovy ptistup k hledani molekularnich mechanismd mechanostransdukce pouzitim
metod biochemickych, fyzikdlnich a genetické manipulace.

Dizertacni prace prokazuje predpoklady autora k samostatné védecké praci, proto doporucuiji
dizertacni praci Mgr. Adama Frtuse k obhajobé.

Otazky na doplnéni:

1. Tuhost kolagenového scaffoldu se zda byt velmi nizkd, dost vzdalend fyziologickym i
patologickym podminkdam. Cilené jste ji urcili pro experimenty? Jsou znamé z literatury
hodnoty tuhosti pro rdzné nadory? Nemuze pfiliSna mékkost substratu nepfriznivé
ovliviiovat chovani bunék?



2. Tuhost podkladu ovliviiuje organizaci cytoskeletu burky. Projevi se to na tuhosti

samotné bunky? Da se tuhost buriky zmérit/matematicky vypocitat a korelovat
s tuhosti podkladu?

3. Vmetodice se uvadi, Ze byly analyzovdny vzorky od pacientll. Co v nich bylo
hodnoceno a jaké jsou vysledky?

Mgr. Elena Filova, Ph.D. V Praze 2.2.2024
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