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Slovni vyjadieni, komentarie a pripominky:

Predlozena diplomova prace Marka Dostdla s ndzvem ,,Zobrazovani fluorescencné znacenych
mitochondrii metodou Biplane FPALM * popisuje pokusy v oblasti tzv. ,,vysoce-rozlisené* (super-
resolution) optické mikroskopie, které¢ byly provedeny na unikatnim mikroskopu Vutara SR-200,
jez je pravdépodobné jednim z prvnich prototypii mikroskopu vyuzivajicich metodu FPALM
(Fluorescence Photo-Activated Localization Microscopy) a nachéazi se v laboratofi Dr. Jezka na
Fyziologickém ustavu AV CR.

Vyzkum v oblasti vysoce-rozliSené optické mikroskopie (VROM) je velmi aktudlni — jednotlivé
techniky byly navrzeny neddvno (v poslednich asi 10-20 letech) a vétSinou se nachézeji ve stadiu
prvnich komer¢nich prototypt (jako v tomto ptipadé). Jedna skupina téchto metod je zalozena na
lokalizaci jednotlivych luminiskujicich molekul, které musi byt od sebe tak daleko, aby byly
jednoznacné odliSitelné (metoda STORM, PALM a pod.). Teoreticky umoZiluje takova ,,bodova
rekonstrukce obrazu“ dosdhnout rozliSeni jednotek nanometri — tedy srovnatelné s elektronovou
mikroskopii ovSem bez nutnosti biologické aparaty slozité¢ ptipravovat (a denaturovat). To ¢ini
tyto techniky velmi atraktivnimi, 1 kdyz tézko lze ptedpokladat, ze budou pouzitelné univerzalne.

Jak lze ocekavat, technologicky a metodicky novy pfistroj bude generovat nejen diive
nedosazitelna data, ale také nové problémy. Proto 1ze vytusit, Ze prace pana Dostala nebyla ptilis
jednoduchad; bylo nutné identifikovat - a ve spolupréci s vyrobcem fesit - technické problémy a
také hledat metodické postupy pro piipravu vzorkii a zpracovani dat. Piesto si myslim, zZe
v nékterych bodech mohla byt diplomova prace lepsi, coz se pokusim vysvétlit nize.

Po technické strance je diplomova prace dobie zpracovana, je zde minimum pieklept a faktickych
chyb. Clenéni je klasické: teoreticky uvod je rozd&len na ,biologickou” a ,.fyzikalni &ast* (zde
bych se pfimlouval za pfesnéjsi nazev kapitol), néasleduje ,,prakticka ¢ast* s popisem pfistroje a
ptipravy preparatt, vlastni vysledky zabiraji jen 13 stran (z velké casti pokryté obrazky a zbytek
velmi ,fidky* text), diskuse je na pouhych dvou strankach, a nakonec najdeme zavér a seznam
Hliteratury*.

Piipominky k ivodnim kapitolam se tykaji pfedev§im volby $ife zabéru - zda se mi, Ze se obecné
pojedndva pfili§ Sirokou oblast na ukor podrobnéjSiho probrani relevantnich oblasti (napf.
konstrukce mikroskopickych objektivii neni nijak podstatnd, na druhou stranu principy PALM
mikroskopie mohly byt probrany podrobnéji). Nekteré popisy nejsou piilis presné — napiiklad je
rozpor mezi definici numerické apertury v rovnici (2), kde je symbolem A oznacena polovina
sbérného thlu (obvykle 0/2) a obrazkem 14, kde A je vlastné primér vstupni apertury.

Popis vysledkt je dobry, pouze velké mnozstvi mikroskopickych obrazkt (obr. 28, 31 az 38, 46 az
50) postrada jakékoliv udaje o métitku (kdyz uz neni métitko pfimo v obraze, mize byt alespon
v popisku zminéna velikost celkového zabéru a pod.). Popis zpracovani FPALM obrazu se
soustied’uje prakticky pouze na fitovani tvaru vlaken. Nijak neni pojednano o vlastni pfesnosti
zobrazeni (lokalizace fluoreskujicich molekul) — tedy rozliSeni obrazu. Zejména neni zminéno,
zda vibec bylo testovano nastaveni podminek kinetiky aktivace a vybélovani (pro dané fluorofory
se d& predevsim ovliviiovat intenzitou pouzitych laserti), doby detekce jednotlivych snimku atd.,
tak jak je to teoreticky nastinéno na str. 28-29. Nakonec bych poznamenal, Ze zmény
mitochondrialni sit¢ v disledku hypoxie jak byly zobrazené konfokalnim mikroskopem (obr. 46-
50) mi nepiipadaji piili§ prikazné.

Z téchto poznamek plynou nésledujici otazky pro diskusi béhem obhajoby:



- Zcela na konci Zavéru (str. 68) zminujete, Ze rozliSovaci schopnost mikroskopu Vutara je
40 resp. 80 nm, v lateralnim resp. axialnim sméru, pii zobrazeni fluorescencnich kuli¢ek a
o néco horsi pifi zobrazeni mitochondrialni sité. Muzete, prosim, tyto hodnoty specifikovat
a nastinit jak se k nim doslo. (Jaké kulicky byly pouzity? V praci je zminéno (str. 35)
pouze pouziti ,,fluorescencnich kvantovych te¢ek o priméru 100 nm* pfi urovani point-
spread-function, coz jsou objekty podstatné vétsi nez rozliSovaci mez.)

- Jaka je teoreticky dosaZzitelnd rozliSovaci schopnost pfistroje Vutara a ¢im je v praxi
limitovana.

- Pavodniho cile zobrazovani endoplazmatického retikula se nepodafilo dosdhnout, nebot’
nebyl nalezen ,,vhodny vektor a fluorescencni protein® pro pouzitelné¢ znaceni. Je tento
zaveér ,,definitivni nebo vite o néjakych moznych zptisobech feseni?

Zavérem mohu konstatovat, ze vytcené zadani bylo splnéno a predlozena prace spliiuje pozadavky
kladené na diplomové prace. Zvolené téma PALM mikroskopie (z oblasti VROM mikroskopie) je
neobyé&ejné aktualni a bylo umoznéno diky spolupraci s Fyziologickym ustavem AV CR. Je
zfejmé, Ze zprovoznéni a testovani principidlné nového pfristroje je naroénym ukolem, ktery
vyzaduje vice Usili a hlubsi vhled do fyzikalnich principt nez pfi vyuziti standardnich technik. To
je tfeba mit na mysli a ocenit vysledky, ke kterym diplomant dospé€l. Na druhou stranu jsou v praci

nekteré vySe popsané nedostatky, které mé vedou k tomu, Ze navrhuji hodnoceni znamkou velmi
dobre.
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