Oponentsky posudek

doktorské disertacni prace Mgr. Oleksandra Chernyavskiyho

Disertatni prace ,Zdokonalené metody pro snimani obrazovych dat a analyzu tkdni a bunék
pomoci konfokélni a multifotonové mikroskopie” Mgr. Oleksandra Chernyavskiyho je zaméfena na
vyvoj metodickych pfistupli v oblasti snimani a nasledné analyzy mikroskopického obrazu
biologickych preparatti. Kromé pfehledu relevantni literatury a pouzitych metod tato prace obsahuje
komentafe ke Cc¢tyfem védeckym clankim autora publikovanym v recenzovanych ¢asopisech.
Sbornikova publikace, kterd je rovnéZ pfipojena, komentovdna neni. Ctyfi komentované prace
obsahuji plvodni biologické nalezy, které jsou v interpretaci autora pfimym vysledkem tfi nové
vyvinutych metodik. K této interpretaci a potazmo k zavérim prace mam nékteré vyhrady uvedené
nize. :

Po formalni strance se jedna o kvalitné pfipravenou praci s minimem celkem nepodstatnych
nedostatk(. Napriklad, v ¢asti ,Vysledky a Diskuse” autoreferatu je uveden odkaz na neexistujici
Obrazek 1c, a oznacdeni proteinu Flo11 jako ,drug efflux Cerpadla“ (v Ceské verzi autoreferatu) je
feknéme nezvyklé. Jako mnoho dalSich autor(, autor zaménuje adjektiva , fluorescent”, tedy schopny
fluorescence, event. fluoreskujici, a ,fluorescence”, tedy fluorescencni, vyuzivajici jevu fluorescence
apod. Napfriklad, slovni spojeni ,fluorescent signal“ (str. 30) neddva smysl. Konfokalni laserova
skenovaci mikroskopie je pod obvyklou zkratkou CLSM uvedena pouze v Uvodu prace, ddle je
oznacovana jako ,,1PE confocal microscopy”, kde 1PE znaci ,,one-photon excitation” (Seznam zkratek
na str. 5). Ve treti popisované publikaci je pod tento termin navic ponékud nepresné zahrnovana i
reflexni konfokalni mikroskopie, u které k excitaci nedochazi. Oznaceni , 1PE reflectance” (str. 35) je
tudiZz zavadéjici. Podobné nepresné je i oznaceni 2PE v pfipadé SHG, kde se rovnéz jedna o pfrimy
elasticky jev nezahrnujici absorpci foton(, cozZ je mimochodem jedna z hlavnich vyhod SHG.

V komentovanych publikacich se autor zaméfil na tfi okruhy zdjmu: vizualizaci funkéni morfologie
kvasinkové kolonie, in vivo a ex vivo zobrazovani mysich melanom a vizualizaci Reinkeho krystall v
normalni a patologicky zménéné tkani- muzskych varlat. Jednotlivé okruhy se navzajem vyznamné
odlisuji jak pouzitymi metodami, tak relevanci k tématu prace. Mam dojem, Ze se autor mohl pokusit
o souhrnny jednotici pohled na praci jako celek, napf. v ramci Zavérl. Bez néj prace pusobi ponékud
roztristéné.

Dvé kvasinkové publikace vysly v renomovanych biologickych casopisech (3IF=15) a jsou casto
citovany (48 citaci). Védecka kvalita téchto publikaci je nesporna. Je tfeba vSak ponékud korigovat
autorovy zavéry, ze to bylo pravé pouziti dvoufotonové mikroskopie, které umoznilo analyzu
struktury kvasni¢nich mikrokolonii (str. 31 dole), a Ze byl vyvinut pfistup umoZiiujici neinvazivni
sledovani distribuce vybraného proteinu v ¢ase a prostoru v ramci intaktni kolonie (zdvér ¢. 1 na str.
41). Na obrazku ¢. 8 (str. 31) je z porovndni dosahu jedno- a dvoufotonové excitace fluorescence
jasné patrné, Ze pomoci dvoufotonové excitace lze vybudit fluorescenci v denzni vrstvé kvasinek jen
do hloubky vzorku pfiblizné dvojnasobné v porovnani s jednofotonovym buzenim. Ackoli v obrazku
chybi méfitko, podle obryst bunék lze odhadnout, Ze tato hloubka neni vyznamné vétsi nez 30um
(viz téZz obrazky S4-6 v pfipojené publikaci Vachova et al.,, 2009). Pfi tloustce analyzovanych
mikrokolonii 150-400um (obr. 4 ve Vachova et al., 2009) to znamena, Ze neinvazivnim pfistupem,
tedy pozorovanim dvoufotonové excitované fluorescence pri pohledu shora ¢i zdola, je mozné
registrovat fluorescenci jen z okrajovych ¢asti kolonie, nikoli z celého objemu. Podle mého nazoru je
ve zminénych publikacich naopak zasadné pfinosna myslenka pofizeni bocniho pohledu na
mikrokolonii, jemuz ovSsem nutné predchazi disekce, nejedna se proto o neinvazivni pristup, ktery by
umoznil pfimé pozorovani vyvoje kolonie v ¢ase. Na druhou stranu naprosto souhlasim s autorem, Ze
zde byla vyvinuta nova metoda ke sledovani funkéni strukturalizace kvasinkovych mikrokolonii, ktera-
ma velky potencial dalSiho vyuZziti.




Hlavni pfinos prvoautorské prdace vénované zobrazeni my$iho melanomu je bezesporu
v kombinaci komplementarnich experimentalnich pfistupl. Jmenovité se jednd o kombinaci
konfokalni mikroskopie, a to jak fluorescencni, tak reflexni, s registraci dvoufotonové buzené
fluorescence a zobrazovédnim kolagenovych vidken pomoci generace druhé harmonické frekvence
(SHG). Je tak pofizen vskutku komplexni obraz pozorované tkané. Trochu mne proto zklamalo, Ze
v popisované publikaci neni této komplexity pFilis vyuZito: morfologicka analyza umozZfiujici detekci
strukturnich zmén v pozorované tkéni byla nasledné provedena pouze z obrazl pofizenych reflexni
konfokalni mikroskopii.

V publikaci zaméfené na vizualizaci Reinkeho krystalG v normalnich a kryptorchidnich varlatech je
fluorescenéni konfokélni mikroskopie vyuZita jen okrajové, a to k pofizeni prostorové rekonstrukce
vybranych krystald. Rekonstrukce konfokdlniho obrazu byla provedena standardné s pouZitim
obrazové dekonvoluce, v Zddném pfipadé se nejedna o novou metodu/pfistup. Nelze ani souhlasit
s autorovym zévérem: ,prozkoumali jsme vlastnosti Reinkeho krystaldl .. pomoci konfokalni
mikroskopie” (zavér &. 3 na str. 41). Vzhledem k velikosti krystal(i a vzajemnym vzdalenostem mezi
jednotlivymi krystaly (viz obr. 3 v popisované publikaci Kozina et al., 2011) byla stereologicka analyza
poctu a morfologie krystalli provedena na datech z transmisniho elektronového mikroskopu, nikoli
z konfokalnich obrazt.

Pfes tyto nedostatky se domnivam, Ze predloZend prace dostate¢né dokumentuje, 7e autor je
schopen samostatné védecké préce. Souhlasim, aby Oleksandru Chernyavskiymu na zakladé této
prace byla udélena doktorskd hodnost. Diirazné mu v3ak doporucuji, aby se napfisté vyvaroval
ukvapenych zavéri pfi interpretaci svych dat.

Jako podnéty k diskusi predkladdm nasleduijici otazky:

1. Ze zkusenosti vim, jak obtiZné je rozdélit kvasinkovou kolonii hladkym Fezem. Pfedpokladam vsak,
Ze je to nezbytné nutné pfi pfipravé preparatu pro snimani boéniho pohledu na kolonii. MiZete
blize popsat zplsob pfipravy vzorku pro tyto experimenty?

2. Jaka je mez rozliSeni SHG mikroskopie?

3. Jak byla provedena segmentace krystaldl v obr. 2 popisované publikace Kozina et al.,, 2011?
Vzhledem k malé vzdélenosti krystald nemohou byt divodem k segmentaci naméiena konfokalni
data.
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