Oponentsky posudek na disertaéni praci Ing. Anety Krizové ,Vyvoj
biofyzikalni interpretace dat kvantitativniho fazového zobrazovani.“

DisertacCni prace Ing. Anety Kfizové byla vypracovana na Fakulté strojniho
inZenyrstvi Vysokého uceni technického v Brné, pod odbornym vedenim prof.
RNDr. Radim Chmelika, Ph.D. Disertacni prace je podloZena ¢tyfmi originalnimi
Clanky a jednim konferenénim prispévkem. Z hlediska autorstvi védeckych
¢lanku je Ing. Kfizova prvnim autorem na publikaci v Journal of biomedical optics
a spoluautorkou na dvou publikacich v PloS one a jedné publikaci v Scientific
Reports. Za zminku také stoji autorCina ucast na dalSich deviti manuskriptech Ci
konferencénich sdélenich, které nemaiji pfimy vztah k disertacni praci. Na druhou
stranu by bylo vhodné jednoznacné definovat autorCin podil na jednotlivych
publikacich.

V disertacni praci se autorka soustfedila na vyvoj novych postupu, které
by umozniovaly systematické a dudkladné vyuzivani dat ziskanych pomoci
kvantitativnino fazového zobrazovani (QPI). V pfipadé QPI jsou vysoce
kontrastni mikroskopické snimky ziskavany na zakladé neinvazivniho
zobrazovani zaloZzeného na méfeni suché hmoty bunék. V praci je popsana
metodika, ktera byla pouzita k segmentaci bunék a na tomto procesu zalozena
charakterizace bunék co se tyCe vyhodnoceni bunécného tvaru, jeho
dynamickych zmén a jakoZz i postihnuti zmén v pfesunu bunécné hmoty. Dale byl
vyvinut postup dynamickych fazovych diferenci (DPD), ktery umoziiuje
vizualizovat pfesun bunécné hmoty v Case. Tyto postupy byly poté aplikovany na
analyzu rdznych biologickych déju, jako je rozliSovani rozdilnych typl bunécné
smrti, zmény tvaru v odpovéd na stres a bunéfna migrace ve 3D prostfedi.
Jedinym nevyfeSenym problémem zUstala 3D rekonstrukce bunék.

Predkladana disertacni prace je psana v Ceském jazyce a déli se na
kapitoly Abstract/Abstrakt, Uvod, pét vysledkovych kapitol (Metody biofyzikalni
interpretace QPI, Zobrazovani pomoci CCHM ve 3D prostredich, Aplikace metod
pfi analyzach bunécnych smrti, Aplikace metody DPD pfi sledovani osmotickych
jevu, Aplikace metod ve vyzkumu dynamiky bunék v kolagenovych gelech),
Zavér a Seznam pouZzité literatury. Po jazykové strance je disertaCni prace jako
celek velmi dobfe zpracovana a editovana a obsahuje minimalni vyskyt chyb a
nepresnosti. V nékterych castech by textu urcité prospél rozSifeny popis Ci
vysvétleni dané problematiky. Napf. na str. 37 autorka tvrdi, Ze analyza bunék
pomoci prutokové cytometrie nadhodnocuje pocet apoptotickych bunék, nicméné
toto tvrzeni neni nijak vysvétlené. Také bych zminil chybéjici popisky os na obr.
31 na str. 40. V textu se piSe, Ze byly analyzovany buriky téZ8i nez 600 pg, ale to
z grafu neni jasné.

Po vysledkové strance byla disertaCni prace Ing. KFfizové primarné
zameéfena na vytvorfeni nastroju, které by umoznily analyzu mikroskopickych dat
ziskanych pomoci kvantitativniho fazového zobrazovani. V tomto sméru je prace
zameéfena spiSe na vyvoj postupl spojenych s analyzou ziskanych biofyzikalnich
dat, a biologické aplikace jsou pouzity pfevazné na ovéreni funkénosti vyvijenych
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postupl. Nicméneé i v tomto pfipadé bylo dosazeno vysledkd, které netrivialnim
zpusobem rozvijeji feSenou problematiku a nasledné byly pouZity ve dvou
publikacich se spolupracujicimi laboratofemi. Po vysledkové strance hodnotim
tedy predloZenou praci jako vybornou a jednoznacné ji doporucuji k obhajobé.

Na zakladé kvality disertacni prace ,Vyvoj biofyzikalni interpretace dat
kvantitativnino fazového zobrazovani.“ Ing. Anety KfiZzové doporucuji, aby tato
prace byla pfijata pro fizeni o udéleni titulu Ph.D.

V Praze 28. 2. 2019 Tomas Vomastek, PhD
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K disertani praci Ing. Anety Kfizové bych mél nékolik zvédavych, vice ¢i méné
obecnych dotazu:

1. Prvni otazka se tykd segmentace bunék. V kapitole 2.5.2. je popisovana
metoda segmentace bunék a jejich odliSeni od pozadi, na zakladé pfirastku
nebo ubytku suché hmotnosti v daném prostoru a Case. Dana oblast je
povazovana za opusténou nebo nové zabranou, pokud: “pravé jeden z
fazovych snimku ¢i, @i+k ma nulové hodnoty“. Jak je v takovém pfFipadé
feSena situace, kdy jedna bunka okupuje danou oblast v @i a druha burika tu
samou oblast v @i+k?

Segmentacni algoritmy by v idealnim pfipadé mély byt schopné zvladnout
obrazy rliznych bunécénych typq, rozlisit vice bunék s odliSnymi morfologiemi
a sledovat v ase zmény v pocCtu bunék a jejich tvaru. Vtéto praci
prezentovana segmentace vyuziva skutec¢nosti, Ze sledované burky jsou
bud samostatné nebo v pfipadé mnohobunéénych seskupeni (obr. 6) spiSe
skvamozni. Bunky tedy maji tvar, kdy tloustka bunék klesa smérem k okraji,
coz dle mého soudu segmentaci znac¢né usnadnuje. Jak se ale tato metoda
segmentace vyrovna s burikami, které tyto charakteristiky nemaji? Napf.
MDCK buriky tvofici souvisly kuboidni epitel, kde kazda burika a tedy i epitel
je asi 10-20 um vysoky.
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Druha otazka se tyka moznosti pouziti QPl k zobrazeni intracelularnich
struktur. QPI dokaZze rozpoznat denzni intracelularni struktury jako jsou jadra
a prfedevsSim jadérka. V nékterych bunécnych typech jsou dalSi prominentni
strukturou aktinova stresova vlakna, ktera jsou prisedla k bazalni strané
buriky. Pokud bychom predpokladali, ze burika obsahuje okolo 10 pg aktinu
a zhruba 50 % aktinu je ve stresovych vlaknech, které zaujimaji okolo 10 %
bunécéné plochy, bylo by mozné tato vlakna vizualizovat?

Podobna otazka se tyka i mozné vizualizace stresovych granuli,
cytosolickych agregatu, které se objevuji, kdyz jsou bunky vystavené
stresovym podminkam. Stresové granule maji pramér 100-200 nm, jsou
sloZzené z proteind a mRNA a slouzi za zejména stresovych podminek ke
skladovani a nasledné reutilizaci mRNA ribonukleoproteinovych komplexu.
Byla popsana moznost vizualizovat tyto struktury pomoci QPI?

Dynamicka fazova diference (DPD) je velice informativni metoda vizualizace
zmén v rozlozeni suché bunétné hmoty. V pfipadé pouziti této metody
zvlasté u migrujicich &i invadujicich bunék (napf. obr. 39 a 40) by bylo urcité
vhodné ukazat i obrysy bunék Ci superpozici bunéfného okraje. Neni totiz
jasné, zdali zaznamenané DPD je dusledek pfesunu hmoty uvnitf bunky
nebo dusledek bunééné protruze &i retrakce. Zda se, ze autorka v tomto
také nema jasno. Na str. 16 napfiklad uvadi ,Aby bylo mozné rozeznat
opusténou oblast a oblast nové zabranou bunkou®, jinde ale zmény DPD
popisuje jako pfesun hmoty (str. 15: Proto jsme pro zviditelnéni pfesun(
suché hmoty uvnitf buriky...). Chtél bych proto autorku poprosit, zdali by
mohla podrobnéji prezentovat obrazek 40, kde je vidét impozantni ubytek
hmoty na zadnim okraji buriky. Je to retrakce zadniho kraje &i pfesun hmoty
vramci bunky? Je ale zajimavé, Ze k narGstu hmoty nedochazi v oblasti
tésné pfiléhajici, ale az na druhé strané bunky.

Experimenty s osmotickym Sokem ukazuji, Ze pro spravné stanoveni
bunéné hmoty je nutna dostatena hloubka ostrosti. Jak bylo tohoto
pozadavku dosazeno ve 3D experimentech? Da se totiz oCekavat, ze burky
v kolagenové matrici mohou byt rozprostfeny ve vSech osach. Mohla by
autorka navrhnout feSeni, kterym by se dal kompenzovat problém
S roztaZenim bunék v axialnim sméru mimo hloubku ostrosti systému?
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