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Skolitelsky posudek diplomové prace Frantiska Pesiny

,Ccomparison of the induction and regulation of autophagy in proliferating and

senescent cancer cells*

FrantiSek PeSina se ve své diplomové praci zejména zaméfil indukei dvou meznich
situaci v modelovych nadorovych buiikkach a to bunétné makroautofagie a senescence.
Aktivace autofagocytéozy v nadorovych buiikach miize mit v zdvislosti na stavu bunky,
pfijimanych signadlech a mikroprostiedi na bunku jak pozitivni (umoznéni pieziti
V hypoxickém ¢i na zZiviny chudém prostiedi) tak 1 negativni (zvySeny bunécny stres muze
zcitlivovat bunky k apoptotické bunééné smrti) vliv.

Bunééna autofagie byla u dvou modelovych nadorovych lini (pankreaticky karcinom
PANC-1 a prsni karcinom T47D) navozena zejména pomoci hladovéni bunék kultivaci
V nutri¢n€ chudém médiu EBSS a pro indukci bunééné senescence bylo vyuZito subletalniho
pusobeni DNA poskozujici latky kamptothecinu. Pfi feSeni diplomové prace, zejména pak pfi
navozeni a analyze bunééné senescence, FrantiSek PeSina také spolupracoval se skupinou Dr.
Zdenka Hodného z Laboratofe genomové integrity UMG AV CR. V ramci diplomové prace
se také sezndmil S a pouzival bézné i pokrocilejsi metodické ptistupy v bunécné (kultivace
lidskych nadorovych bunék, transdukce, pritokova cytometrie, fluorescen¢ni mikroskopie) a
molekularni (napt. pfiprava expresnich vektori a rekombinantnich lentiviril) biologii a
biochemii (Western blotting). U proliferujicich a u senescentnich bun€k transdukovanych
fluorescenéné zna¢enymi markery autofagie (EGFP-LC3) a lysozomt (LAMP1-RFP) pak ve
spolupraci s Antoniem Pombinhem z Laboratofe bunééné diferenciace pokro¢ilymi metodami
(obrazova analyza za vyuziti pfistroje Operetta, Perin Elmer) analyzoval rozsah a kinetiku
autofagie. FrantiSkovi se podafilo cely tento systém zavést a také GspeSné€ otestovat. Zjistil, Ze
trebaze kinetika indukce autofagie je obdobna jak u proliferujicich tak i u senescentnich
PANC-1 bunék, tak u senescentnich bun¢k vznika 4-5x nizsi pocet EGFP-LC3 znacenych
autofagozomu. Déle pak analyzoval vliv indukce autofagie na citlivost PANC-1 a T47D
bun¢k vici nékterym apoptogenim. Ukézalo se, ze indukce autofagie znacné zcitlivuje
PANC-1 bunky jak k apoptoze indukované ligandy smrti (TRAIL, FasL), tak i apoptogeny
aktivujicimi vnitini mitochondridlni cestu apoptdzy (MitoVES).

Vedle experimentalni prace si také prubézné rozsifoval své teoretické védomosti
zejména o problematice autofagocytézy. Ke svym experimentim vzdy pfistupoval
zodpovédné a peclive. Také nespoléhal pouze na pasivni provadéni experimentu, ale i aktivné
na zaklad¢ ziskanych vysledkil navrhoval jejich modifikace ¢i korekce.
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V souhrnu hodnotim pfistup FrantiSka PeSiny jak K feSeni své diplomové prace, tak i
k zpracovani a interpretaci vysledki a jejich zapracovani do ptredkladané a obhajované
diplomové prace pozitivné a doporucuji jeho praci Kk obhajobg¢.

Praha, 10.9.2014 RNDr. Ladislav Andéra, CSc.
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