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doktorské disertační práce Mgr. oleksandra Chernyavskiyho

Disertační práce ,,Zdokona|ené metody pro snímání obrazových dat a analýzu tkání a buněk
pomocí konfoká|ní a multifotonové mikroskopie., Mgt.' o|eksandra Chernyavskiyho je zaměřena na
Vyvoj metodických přístupů v ob|asti snímání a nás|edné ana|ýzy mikroskopického obrazu
bio|ogických preparátů. Kromě přeh|edu re|evantní |iteratury a použitých metod tato práce obsahuje
komentáře ke čtyřem vědeckým č|ánkům autora pub|ikovaným V recenzovaných časopisech.
Sborníková pub|ikace, která je rovněž připojena, komentována není. Čtyři komentované práce
obsahují původní bio|ogické ná|ezy, které jsou v interpretaci autora přímým výs|edkem tří nově
vyvinutých metodik. K této interpretaci a potažmo k závěrům práce mám některé ýhrady uvedené
níže.

Po formá|ní stránce se jedná o kva|itně připravenou práci s minimem ce|kem nepodstatných
nedostatků. Napřík|ad, v části ,,Výs|edky a Diskuse,, autoreferátu je uveden odkaz na neexistující
obrázek 1.c, a označení proteinu F|olJ. jako ,,drug eff|ux čerpadla,. (v české Verzi autoreferátu) je
řekněme nezvyklé. Jako mnoho da|ších autorů, autor zaměňuje adjektiva ,,f|uorescent,', tedy schopný
f|uorescence, event. f|uoreskující, a ,,f|uorescence.,, tedy f|.uorescenční, využívající jevu f|uorescence
apod. Napřík|ad, s|ovní spojení ,,f|uorescent signa|.. (str. 30) nedává smys|. Konfoká|ní |aserová
skenovací mikroskopie je pod obvyk|ou zkratkou CLSM uvedena pouze v úvodu práce, dá|e je
označována jako ,,1PE confocaI microscopy,,, kde lPE značí ,,one-photon excitation,' (Seznam zkratek
na str. 5). Ve třetí popisované pub|ikaci je pod tento termín navíc poněkud nepřesně zahrnována i
ref|exníkonfokálnímikroskopie, u které kexcitaci nedochází. označenÍ,,1PE ref|ectance,, (str. 35)je
tudíž zavádějící. Podobně nepřesné je i označení 2PEv případě SHG, kde se rovněž jedná o přímý
eIastický jev nezahrnující absorpci fotonů, což je mimochodem jedna z h|avních výhod SHG.

V komentovaných pub|ikacích se autor zaměři| na tři okruhy zájmu: vizua|izaci funkční morfo|ogie
kvasinkové kolonie, in vivo a ex vivo zobrazování myších me|anomů a vizualizaci Reinkeho krysta|ů v
normá|ní a pato|ogicky změněné tkáni mužských var|at' Jednotlivé okruhy se navzájem významně
od|išujíjak použitými metodami, tak re|evancí k tématu práce. Mám dojem, že se autor moh| pokusit
o souhrnný jednotícípoh|ed na prácijako ce|ek, např. v rámciZávěrů. Bez něj práce působí poněkud
roztříštěně.

Dvě kvasinkové pub|ikace vyšly V renomovaných biologických časopisech (!|F=15) a jsou často
citovány (48 citací). Vědecká kva|ita těchto pub|ikací je nesporná. Je třeba však poněkud korigovat
autorovy závěry, že to by|o právě použití dvoufotonové mikroskopie, které umožni|o ana|ýzu
struktury kvasničních mikroko|onií (str. 31 do|e), a že by| vyvinut přístup umožňující neinvazivní
s|edování distribuce vybraného proteinu v čase a prostoru v rámci intaktní ko|onie (závěr č. 1 na str.
41)' Na obrázku č. 8 (str. 31) je z porovnání dosahu jedno- a dvoufotonové excitace f|uorescence
jasně patrné, že pomocí dvoufotonové excitace |ze vybudit f|uorescenci v denzní vrstvě kvasinek jen
do h|oubky vzorku přib|ižně dvojnásobné vporovnání s jednofotonovým buzením' Ačko|i vobrázku
chybí měřítko, pod|e obrysů buněk |ze odhadnout, že tato h|oubka nenívýznamně větší než 30pm
(viz též obrázky 54-6 v připojené publikaci Váchová et a|., 2009). Při t|oušťce analyzovaných
mikroko|onií 150-400ptm (obr.4 ve Váchová et a|., 2009) to znamená, že neinvazivním přístupem,
tedy pozorováním dvoufotonově excitované fluorescence při poh|edu shora'či zdola, je možné
registrovat f|uorescenci jen z okrajových částí ko|onie, nikoIi z ce|ého objemu. Pod|e mého názoru je
ve zmíněných pub|ikacích naopak zásadně přínosná myš|enka pořízení bočního poh|edu na
mikrokolonii, jemuž ovšem nutně předchází disekce, nejedná se proto o neinvazivní přístup, ktený by
umožni| přímé pozorovánív'ývoje ko|onie v čase. Na druhou stranu naprosto souh|asím s autorem, že
zde by|a vyvinuta nová metoda ke s|edovánífunkční struktura|izace kvasinkouých mikroko|onií, která.
má veIký potenciál da|šího využití.



Hlavní přínos prvoautorské práce věnované zobrazení myšího me|anomu je bezesporu
v kombinaci komp|ementárních experimentá|ních přístupů. Jmenovitě se jedná o kombinaci
konfoká|ní mikroskopie, a to jak f|uorescenční, tak ref|exní, s registrací dvoufotonově buzené
f|uorescence a zobrazováním ko|agenových vláken pomocí generace druhé harmonické frekvence
(sHG). Je tak pořízen vskutku komp|exní obraz pozorované tkáně. Trochu mne proto zk|ama|o, že
v popisované pub|ikaci není této komp|exity příliš využito: morfo|ogická ana|ýza umožňující detekci
strukturních změn v pozorované tkání by|a nás|edně provedena pouze z obrazů pořízených reflexní
konfoká|ní mikroskopií.

V pub|ikaci zaměřené na vizualizaci Reinkeho krysta|ů v normá|ních a kryptorchidních varlatech je
f|uorescenční konfoká|ní mikroskopie využita jen okrajově, a to k pořízení prostorové rekonstrukce
vybraných krysta|ů' Rekonstrukce konfoká|ního obrazu by|a provedena standardně s použitím
obrazové dekonvo|uce, v žádném případě se nejedná o novou metodu/přístup. Ne|ze ani souh|asit
s autorovým závěrem: ,,prozkoumaIi jsme Vlastnosti Reinkeho krysta|ů pomocí konfoká|ní
mikroskopie,, (závěr č' 3 na str. 41). Vzh|edem k ve|ikbsti krysta|ů a vzájemným vzdá|enostem mezi
jednotlivými krystaly (viz obr. 3 v popisované pub|ikaci Kozina et a|., 2011) by|a stereologická ana|ýza
počtu a morfo|ogie krysta|ů provedena na datech z transmisního e|ektronového mikroskopu, niko|i
z konfoká|ních obrazů.

Přes tyto nedostatky se domnívám, že před|ožená práce dostatečně dokumentuje, že autor je
schopen samostatné vědecké práce. Souh|asím, aby o|eksandru Chernyavskiymu na zák|adě této
práce by|a udě|ena doktorská hodnost. Důrazně mu však doporučuji, aby se napříště vyvarovaI
ukvapených závěrů při interpretaci svých dat.

Jako podněty k diskusi předk|ádám nás|edujícíotázky:

1. Ze zkušenostiVím, jak obtížné je rozdě|it kvasinkovou ko|onii h|adkým řezem. Předpok|ádám však,
Že je to nezbytně nutné při přípravě preparátu pro snímání bočního pohledu na kolonii. Můžete
b|íže popsat způsob přípravy vzorku pro tyto experimenty?

2. Jakáje mez roz|išení SHG mikroskopie?

3. Jak by|a provedena segmentace krysta|ů v obr. 2 popisované pub|ikace Kozina et a|., 2077?
Vzh|edem k ma|é vzdá|enosti krysta|ů nemohou být důvodem k segmentaci naměřená konfoká|ní
data.
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