MIKROBIOLOGICKY USTAV AV CR, V.V.I

Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace Mgr. Oleksandra Chernyavského
,Jmproved Methods of Image Acquisition and Analysis of Tissues and Cells by
Confocal and Multi-photon Microscopy*

Predlozena disertadni prace se tyka prizptisobeni a zdokonaleni modernich mikroskopickych metod pro jejich
vyuziti ve velmi specifickych biologickych aplikacich. Disertace vznikala pod vedenim Dr. Lucie Kubinové na
Fyziologickém ustavu AV CR v Praze. Disertace ma formu souboru publikaci, ktery zahrnuje &tyfi pivodni
prace a jeden piehledny ¢lanek. Mgr. Oleksandr Chernyavskyi je na zahrnutych publikacich dvakrat uveden jako
prvni autor.

Soubor publikaci je uveden kratkou informaci o historii mikroskopie a modernich mikroskopickych
technik. Podrobng&ji jsou diskutovany zejména piipady vyuziti metody dvoufotonové mikroskopie. V disertaci
nechybi také stru¢ny popis pouZit¢ho zafizeni, metod zpracovani obrazu, komentér k prezentovanym publikacim
a zavérecné jednostrankové shrnuti dosazenych vysledkd.

Za nevyznamné&j3i povazuji metodicky piinos Mgr. Chernyavského ve studiich kvasinkovych kolonii.
Jedna se o velmi specifickou aplikaci, nebot” pomoci fluorescenéni mikroskopie jsou analyzovdny bun&tné
populace prostorové uspofddané do kolonii specifickych tvarii. Nepochybng se jedna o unikatni p¥istup, ktery je
umoznén pravé zavedenim dvoufotonove mikroskopie prostupujici hloubgji do kolonie bez narugeni bunék v
jejich okrajovych &astech. Tento metodicky tikol Oleksandr Chernyavskyi tesil ve dvou zahrnutych publikacich,
znichZ jedna byla zvefejn&na ve velmi prestiznim &asopise J.Cell Biology. Obé préace jsou postaveny na
zvladnuti této mikroskopické techniky, které bylo umoznéno zejména velmi pionyrskym piistupem disertanta. O
kvalité a unikatnosti vysledkd sv&dei také zvefejnéni ziskanych mikroskopickych obrazii na obélkach obou
asopist.

Dali specifickou aplikaci dvoufotonove mikroskopie, ktera je v disertaci feSena, je zobrazeni mySiho
experimentéalniho melanomu in vivo. Disertant je na zahrnuté publikaci prvnim autorem. Vysledky ukazaly, Ze
pouzity mikroskopicky ptistup miiZe byt také vyuzivén pfi sledovani modifikaci koZni tkang rtiznymi klinickymi
zasahy.

Tieti oblasti, ktera je v této disertatni préci feSena, je mikroskopickd analyza a porovnan{ tvari
specifickych silng barvitelnych zrn bilkovin, tzv. “Reinekovych krystald” , v sekre¢nich Leydigovych buiikach.
Pouzitim stereologickych metod byly ziskany nové informace o jejich pottech a organizaci jejich krystalové
miizky. Optimalizaci metod zpracovani ziskanych mikroskopickych obrazii se autorim podafilo prekonat
nedostatky vyuziti jak transmisni elektronove, tak i b&zné optické mikroskopie. Multi-fotonovou mikroskopii se
autor disretace také zabyva take v kratkém piehledném &lanku jehoz je prvnim autorem.

Vzhledem k tomu, ?e vysledky prezentované v publikacich jiz Gsp&3n€ prosly recenznim Fizenim pifed
zvefejnénim, lze konstatovat, Ze podobné jako pouzity experimentdlni pfistup jsou dosazené vysledky na
vynikajici urovni. Zadany cil zdokonalit dostupné mikroskopické metody pro tfi specifické biologické aplikace
byl spInén.

Otéazky:

1) V praci uvadite obraz kvasinkové kolonie ziskany multi-fotonovym mikroskopem po jejim barveni
sacharidi bun&nych stén pomoci ConA — Alexa Fluor , kdy byla obarvena pouze povrchova vrstva
bunsk kolonie. Ov&fovali jste také moznost skenovani kolonie po barveni bun&né stény pomoci
malych molekul, napi. Calcofluor White a v oblastech vhodnych pro UV-excitovana barviva? Bylo
mozno odekavat hlubsi probarveni kolonie?

2) Je mozno multi-fotonovym uspofaddnim omezit zhdSeni fluorescence n&kterych fluorochromil, které je
znamé z prohliZzeni v 1-F?

3) Pti kterém z uvedenych i zplisobl skenovani obrazu kolonie (shora, odspodu ci zboku) a dalsiho
matematického zpracovani, které jste pouZili, je mozno ziskat nejlep3i rozliSeni vnitrobun&tnych
struktur v ramci kolonie?

Zavér: Disertaéni prace Oleksandra Chernyavského méa dobrou troveil. Autor prokazal schopnost prace
s odbornou literaturou, spolupréce ve védeckém tymu i schopnost sepsat védeckou publikaci. Prace ma vsechny
potiebné formalni néleZitosti a dle mého nézoru vyhovuje kritériim, ktera jsou kladena na doktorskou disertacni
praci. Praci doporutuji k obhajobé a po jejim usp&sném priibehu doporuuji udglit autorovi titul PhD.
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