Oponentsky posudek dizerta¢ni prace Mgr. Anatolyje A. Filimonenka

Nézev dizertacni prace: Vyvoj ultrastrukturalnich metod a jejich pouziti pro
studium buné¢ného jadra
Nézev dizertacni prace v anglictin¢: Development of ultrastructural methods and their

application in studies on the cell nucleus

Dizertacni prace Mgr. Anatolyje A.Filimonenka je zaloZena na osmi publikovanych
¢lancich, jejichz spojujicim prvkem je metoda imunoznaceni na bunécné ultrastrukturalni
urovni. Touto metodou, kterd patii k zdkladnim ndstrojim pfi studiu funkce jednotlivych
molekul a molekuldrnich komplexi v buiice, se prace zabyva ve dvou turovnich:

Prvni bych oznacila jako metodickou. Zde pfindsi nové nastroje pro statistické
hodnoceni klastrovéni a kolokalizace znacenych antigent na ultratenkych fezech, déle
rozSifuje moznosti vicendsobné imunolokalizace diky zavedeni novych markert s riznym
tvarem dobfte rozliSitelnym v TEM a zabyva se také vlivem piipravy preparatl, véetné¢ vybéru
metakryldtového zalévaciho média, na zachovéni antigennich vlastnosti vzorku. Druhou
uroven povazuji za experimentalni, kdy pfedevs$im stereologickd metoda pro zhodnoceni
vyznamnosti kolokalizace byla vyuZita k charakterizaci funkéni mikroarchitektury
replikacnich a transkripénich domén DNA v He-La bunikédch a déle pii sledovani aktivity
jaderného aktinu a myosinu v pribéhu fyziologické aktivace buiiky.

Celkové mé prace 135 stran a je napsana v jazyce anglickém. VétSinu prace tvoii jiz
zminénych 8 ¢lanki (82 stran), ke kterym je pfipojen kratky ivod (6 stran) a v konci prace
diskuze, zavéry a vyhlidky do budoucnosti (13 stran). Prace je napsana srozumiteln¢, v textu
se téméf nevyskytuji formdlni pieklepy. Navic ptedloZzend prace plisobi i velmi pé¢knym
grafickym dojmem. VSechny €lanky v praci byly publikovany v letech 2000-2014 a ve
ctyfech z nich je Mgr. Filimonenko prvnim autorem. Impaktni faktor Casopisti, v nichz byly
¢lanky publikovény, kolisd v intervalu 2,22 az 3,36, coz odpovidd primérnému impaktu
Casopistl zaméfenych na vyzkum mikroskopickych metod a jejich aplikaci. Je zfejmé, Ze
jednotlivé prace prosly pied publikaci dikladnym oponentnim fizenim a proto se ve svém

Vs

posudku spiSe zaméeiim na autorem doplnéné Casti - ivod, diskusi a zavéry PhD prace.



V tvodnim ptehledu se autor snazi stru¢né popsat jak teoretické zaklady, tak i diivody
pro vylepSeni dosud pouzivanych metod pro stereologické zhodnoceni mozné kolokalizace,
dale principy, na kterych je zaloZeno vicendsobné znaceni, a vliv vybéru zalévaciho
metakryldtového média na vysledky imunoznaceni. Vzhledem k tomu, Ze v ivodu kazdé
publikace je pomérné hodné prostoru vénovano vysvétleni soucasného stavu fesené
problematiky, povaZzuji tento souhrnny tivod celé PhD price za stru¢ny, ale dostateCny.

V zévéru autor postupné diskutuje vysledky, které publikoval v jednotlivych ¢lancich.
Zde pro mé byly velmi piinosné vysledky, tykajici se obecného pouziti metody
imunolokalizace, jako je rozsifeni moZnosti vicendsobné imunolokalizace pomoci marker
jinych tvard, jako napt. Pd kostek ¢i Au tycek, a vliv riznych metakrylatovych pryskyfic na
vysledky znaceni. Pon¢kud prekvapivé pro me bylo zjisténi, Ze pfi mrazové fixaci je vysledek
imunoznaceni vice ovlivnén typem hledaného antigenu nez pii pouziti chemické fixace.
Souhlasim s navrZzenym vysvétlenim autora, Ze toto mtze byt disledkem extrakénich
vlastnosti akrylatovych pryskyfic, kterym 1é€pe odolava chemicky fixovany material, kdy se
vytvéii prostorovd sit’ vazeb mezi fixacnim ¢inidlem a molekulami fixovaného materidlu.

V souladu s tim je i dalsi zjisténi, Ze ptidavek glutaraldehydu do substitu¢niho média zlepsi
zachovani antigenicity vzorku, protoZe pravdépodobné snizi extrakci béhem infiltrace
akrylovou pryskyfici. Zavéry prace autor formuloval jasn€, srozumitelné a pifehledné a

v souladu s vysledky prezentovanymi v publikovanych €lancich.

Vsechny experimenty dokazuji kvalitni metodické a technické zdzemi laboratoie prof.
Hozaka, kde autor pracuje a ma moznost vyuzivat Spickovych mikroskopickych a jinych
metod, které jsou pro ziskdni novych poznatkll v této problematice nutnosti.

Zaveérem mam k praci Mgr. Filimonenka nékolik dotazl:

1/ Pii porovnavani vhodnosti akrylatovych pryskyfic jste pouzivali Lowicrylové pryskyftice

s oznacenim KM4 a HM20. Prvni z nich je povazovana za hydrofilni, druhd za hydrofobni.
Meéla tato skutecnost n€jaky vliv na jejich citlivost k imunodetekci?

2/ Obé v prvni otdzce uvedené pryskytice je mozné polymerizovat pti teplotach hluboko pod
bodem mrazu. Pfedpoklddala bych, ze u pryskytice HM20, kdy Ize provést prosyceni
pryskyfici a polymerizaci pfi niZ$i teploté, bude extrakce antigenti nizsi a i¢innost znaceni
vyssi. Je tomu opravdu tak?

3/ Ve vSech publikovanych pracich se autor zabyva nebo vyuzivé k testovani imunolokalizace
antigent v bunééném jadru, které je povaZovano za velmi stabilni a odolnou oblast z hlediska
tvorby artefaktli v pritb¢hu piipravy preparatii. Zajimal by mé ndzor autora, do jaké miry by

mohla extrakce bunéénych komponent metakryldtovymi pryskyficemi pii pouZziti mrazové



substituce ovlivnit vysledky imunolokalizace vybranych molekul v jinych ¢4stech bunky,
napf. v oblasti cytoplasmy?

4/ V souvislosti s dopracovdnim metody pro zhodnoceni stupné kolokalizace do podoby
softwarového nastroje bych poprosila autora o doplnéni informaci, do jaké miry je tento

ndstroj elektron-mikroskopickou komunitou vyuZzivan.

Zavér: Cile disertacni prace, tykajici se feSeni specifickych problému imunolokaliza¢nich
metod na ultrastrukturdlni drovni, které si stanovil Mgr. Anatolij A. Filomonenko byly
splnény. Ziskané vysledky byly zpracovany do osmi publikaci, pficemz ve ¢tyfech z nich je
Mgr. Filomonenko prvnim autorem. K ziskdni vysledki byly pouZity technicky nédroc¢né
postupy elektronové mikroskopie, zahrnujici od stereologickych metod vyhodnoceni density
imunoznaceni po piipravu preparati pomoci vysokotlakého zamrazovani ndsledované
mrazovou substituci. Vysledky obsazené v dizertaci pfinasi fadu novych poznatkl dualezitych
z hlediska rozvoje imunolokaliza¢nich metod. Touto praci Mgr. Filimonenko prokézal, Ze je
schopny samostatné védecké prace. Na jejim zdklad¢ doporucuji zahdjit fizeni pro udéleni

titulu PhD. podle aktudlné¢ platnych predpist.

A\ Ceskych Bud¢jovicich, 13.6.2014

7 / /
Jear /K%A@ L\?
%

Ing. Jana Nebesatova, CSc.

Laboratof elektronové mikroskopie

Biologické centrum AV CR, v.v.i - Parazitologicky tstav
BraniSovska 31

370 05 Ceské Budgjovice

Telefon: 387775402

E-mail: nebe@paru.cas.cz



