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Uvod

Elektronova tomografie reprezentuje v soucasnosti jednu ze zakladnich a
nejuniverzalnéjsich metod pouZivanych pfi snimani biologickych preparati pomoci
elektronové mikroskopie. Zejména ve spojeni s dal3imi zobrazovacimi metodami a
progresivnimi metodami pfipravy vzorkl umoZiiuje relativné vérné zachyceni struktury (a
&astené i funkce) nejriznéjsich organismi s vysokym rozliSenim ve vSech tfech osach.
Zaroven je to viak technika relativné naro¢na na technické provedeni, na zpracovani a
interpretaci ziskanych dat.

Z uvedenych diivodi je volba tématu posuzované disertaéni prace uvazliva a reagujici
na sou¢asné moderni trendy biologickych zobrazovacich metod. Problematika navic klade na
autora préce Sirokou 3kalu naroki od technického zvladnuti pfistroji, pfes zruénost pii
piipravé vzorki, zvladnuti softwaru pro zpracovani dat aZ po samotnou interpretaci sloZitych
biologickych procesti.

Koncepce a obsah prace
Prace je €lenéna na &tyfi zakladni Casti, které tvori Gvod, cile préace, Ctyfi plivodni

védecké publikace a diskuse se zavérem. Celkovy rozsah je 142 Cislovanych stran textu, autor
prace ¢erpal celkem ze 222 zdroj.

V Givodu prace Mgr. Bily pfedstavuje metody elektronové tomografie véetné
fyzikalnich principt, pfipravu vzorkil, déle popisuje pouZity software a typické schéma prace
pfi ziskdvani dat. Cela &ast je uspofadana piehledné a logicky, doplnéna schématy a obrazky.

V dalsi &4sti autor stanovuje zakladni cile prace, které tvofi v podstaté aplikace metod
elektronové tomografie, ¢i kombinace elektronové tomografie a dalsich metod, na nékolik
biologickych problémd.

Ustfedni &ast disertaéni prace tvofi étyfi plivodni védecké publikace, z nichZ jsou dvé
navic prvoautorské. Viechny publikace pfedstavuji kompletni originalni védecké publikace,



které prosly recenznim fizenim, coZ samo o sobé zarucuje jistou kvalitu jejich zpracovani a
védeckou relevanci prezentované problematiky.

V ramci diskuse a zavéru autor disertaini prace rozebira diilezité aspekty jednotlivych
&lank, z této asti je i relativné dobfe patrny pfinos autora k jednotlivym publikacim.

Poznamky k obsahové strance préce:
1) St&Zejni Casti prace, pivodni védecké ¢lanky, svym zpracovanim i Girovni naprosto

spliiuji veskeré naroky na kvalitni vyzkumnou préci a jeji prezentaci. V ramci kazdé
jednotlivé publikace Mgr. Bily jako autor (spoluautor) prokazuje vysokou troveii
teoretickych znalosti i praktickych dovednosti v oblasti elektronové mikroskopie.

2) Z teoretického uvodu i diskusnich &asti prace zietelné vyplyva, Ze tézistém expertizy
autora je zejména technické provadéni experimentil, sniméni pomoci elektronového
mikroskopu a zpracovani a prezentace ziskanych dat. Toto nelze v Zidném piipadé vnimat
jako slabinu, v ramci védeckého tymu (zejména biologicky orientovaného) je tieba se v ramci
velice komplexnich kol vyprofilovat tak, aby se jednotlivi ¢lenové tymu vhodné
dopliiovali.

3) Vzhledem ke své struktuie, tedy prezentaci plivodnich védeckych publikaci autora,
neplsobi uz z podstaty disertaéni prace uplné celistvé a ziejmé by si alespon zaslouzila néjaké
shrnuti, ¢i pfehlednéji pojaty zavér.

) Formadlni stranka prace plné odpovida pfedepsanym standardiim. Grafy a obrazky jsou

na velmi dobré urovni. Autor dodrZel citaéni normu a uvedené zdroje jsou aktualni.

Zavér

Mgr. Tomas Bily prokazal velice dobrou orientaci v prezentované problematice, a to
jak po teoretické, tak po praktické strance. Prokazal, Ze nejenom plné ovlad4 sofistikované
techniky elektronové tomografie a analyzy dat z ni vyplyvajici, ale navic je na zakladé svych
v&domosti schopen tyto techniky déle rozvijet a prakticky vylepSovat. Mgr. Bily celkovou
urovni zpracovani zvoleného tématu své disertaéni prace prokazal naprosto dostate¢né

schopnosti nezbytné pro uspésnou védeckovyzkumnou ¢innost a stanovené cile se mu

podafilo splnit. Proto doporuéuji pfedkladanou praci k obhajobé.
4!
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Oponentsky posudek disertaéni prace
Mgr. Tomas Bily

3D elektronova tomografie a korelativni mikroskopie

PredloZena disertaéni prace se zabyva aktualni tématikou trojrozmérné elektronové tomografie,
ktera je instrumentalné, metodologicky i védecky naro¢na. Nutno podotknout, Ze téma prace je
velmi aktudlni, v poslednich letech stile roste zidjem o tuto techniku napfi¢ riznymi
biomedicinskymi i chemickymi obory a koncem roku 2017 byla za zna¢nou ¢&ast tématiky
dokonce udélena Nobelova cena za chemii. PfedloZena prace se zabyva elektronovou
tomografii za pokojové teploty, nicméné skryo elektronovou tomografii ma mnoho
spole¢ného.

Disertaéni prace TomasSe Bilého je komplexnim souborem nejvyznamnéjSich vlastnich
publikaci tykajicich se tématu disertace. Autor prace pouZiva pomérné sloZity jazyk a nékteré
pasaZe tenafe nuti k vétSimu zamysleni. Uvodni ¢ast komentované prace obsahuje rozsahlou
literarni reSersSi elektronové tomografie zahrnujici snimani sériovych fezi pomoci SEM (SBF-
SEM, FIB-SEM) i TEM, tak metody klasické tomografie pomoci TEM. Dale jsou detailné
popsany vyznamné numerické algoritmy skladani obrazii do 3D modelu. Z uvedené reserSe je
patmmé, Ze byla pozorné prostudovana puvodni i aktualni literatura. Nasleduje specifikace
hlavnich cili disertace a stru¢né komentovany soubor ¢lanku. Ponékud netradi¢né je zvoleno
spojeni kapitol ,,Diskuse™ a ,,Zavér”, v disledku ¢ehoZ je pro ¢tenafe naroéné pochopit vlastni
zavery disertatni prace. Je Skoda, Ze prace neprosla dikladnéjsi jazykovou korekturou, ktera by
kromé gramatickych a typografickych chyb opravila i nékteré terminy.

>

Elektronova tomografie se stile potykd s mnoha problémy, at uz technickymi ¢i
metodologickymi a softwarovymi. Jednim z technickych probléml ve dvouosé elektronové
tomografii je korekce natoceni sitky se vzorkem. V pfedkladané praci je prezentovana metoda
levné a spolehlivé korekce pomoci obrazové analyzy, kterou autor uspéiné otestoval a
aplikoval, a také velké mnoZstvi provedenych tomografii, které byly doktorandem provedeny a
na nichZ optimalizoval vypocetni algoritmy 3D modeld, ale i samotnou chemickou pfipravu
vzorkd.

Nové vyvinuté ¢i optimalizované metodiky pfipravy vzorki a numerické metody pro 3D
elektronovou tomografii byly aplikovany pro detailni studium vybranych biologickych vzorki
a vedly k nékolika impaktovanym publikacim. Zde bych rad vyzdvihl publikaci v prestiznim
védeckém Casopise Scientific Reports, kde je autor diserta¢ni prace prvnim autorem. O kvalité
doktorandovych vystuptl v oblasti elektronové tomografie svédéi i vybér vlastniho 3D modelu
na titulni obalku prestiZzniho Casopisu Genome Biology and Evolution. Celkovy pfinos jeho



védecké ¢innosti je podloZen celkem 10 publikacemi (web of science, 30. 5. 2019) s 90
citacemi a H-indexem 4, coZ lze povaZovat za chvalyhodné.

Doporutuji, aby doktorand ve své obhajobé disertatni prace blize specifikoval cile prace a
s nimi souvisejici vysledky, tyto informace nejsou zcela ziejmé ze zavéru prace.

Zavérem konstatuji, Ze Mgr. Tomas Bily prokazal tviar¢i schopnost v pribéhu svého
doktorandského studia a prace splituje poZzadavky kladené na diserta¢ni praci v daném oboru.
Doporuéuji praci k obhajobé.

%ZJ - / C/@ZL_,
V Brné, dne 30. 5. 2019 Ing. Vladislav KrzyZzangk, Ph.D.
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Posudek disertaéni prace Mgr. Toméase Bilého

3D elektronova tomografie a korelativni mikroskopie

Tomas Bily vypracoval svoji dizertatni praci na Parazitologickém ustavu Biologického Centra AV CR v
Ceskych Budg&jovicich pod vedenim pani Ing. Jany Nebesafové, CSc. Prace je psana v Zeském jazyce a
obsahuje pfetisk Etyf recenzovanych védeckych publikaci shrnujicich vysledky v oblasti vyuZiti elektronové
tomografie pro studium viru klistové encefalitidy nebo €asti bi¢iku 9+“1, u kterych je Tomas Bily bud prvnim,
nebo druhym autorem.

Diky rozvoji metod pfipravy vzorku, technik méfeni dat a rychlému technologickému vyvoji na poli elektronové
mikroskopie dochézi v soutasné dobé& k vyznamnému rozvoji aplikaci elektronové tomografie. Elektronova
tomografie a korelace dat elektronové tomografie s dal$imi mikroskopickymi technikami je nesmirné dileZitou
technikou v oblasti biologického vyzkumu na buné&gné Grovni. Proto velmi ocefiuji rozhodnuti Toméase Bilého
se timto tématem zabyvat a poskytnout uceleny pfehled historie a technik pouZivanych pro méfeni dat pomoci
elektronové tomografie.

Ve viastni zpracovani tématu pak shledavdm nékolik nedostatkd, jejichz oprava by vyrazné pfispéla k
porozumiteln&jSi prezentaci prace. Osobné& bych preferoval, kdyby byla prace prezentovana v anglickém
jazyce, ¢imz by do3lo k odstran&ni pouZiti pfepisu anglickych vyraz(i do Eeského jazyka (napf. softvér, radius,
atp.). V préaci se také objevuji nedokon€ené Easti souveéti (str. 7 — ,Vzhledem k tomu, ...“) a dalSi nebo véty,
které mi i pfi opakovaném ¢&teni nedavaly smysl (str. 8 — ,Diky tomu lze v LVSEM zobrazovat ...." str. 11
Maximalni rozliseni ...“ a dalsi). V textu jsem také nenarazil na odkaz na Obr. 4. Textu by tedy pomohla
vyrazna jazykova korekce.

Déle jsem v textu nalezl teze, které jsou dle mych soucasnych znalosti nespravné formulovany, €i obsahuiji
faktické chyby. Mezi ty napfiklad patfi text na str. 28 a 29 tykajici se diskuze detekénich zafizeni, kde je odkaz
na obr. 19, ktery rozhodné nezobrazuje DQE. Takovy obrazek v praci chybi GpIné. Ve textu tykajicim se
detektorll se pak objevuji faktické chyby. Za fakticky nespravné také povaZuji propojeni FFT a kiiZzové korelace
tak, jak je text uveden na str. 35. Na str. 34 je pak chyba ve vyrazu F*[F(t)], dle mého by mélo jit o F*[F(v)]. Na
str. 28 v kapitole o SPA jsou uvedené rotalni Ghly vztaZzené k ,roviné fezu“ - nejsem si jist, zda je toto
nejvhodné&jsi formulace. Cely odstavec tykajici se SPA je téZko pochopitelny a vyskytuji se v ném nepfesné
formulace. Na str. 29 nesouhlasim s vétou ,Velmi podstatny je v3ak fakt, ....“. Na nespogetném mnoZstvi
pfipadl bylo ukazano, ze strukturni modely uréené pomoci rozptylu RTG zafeni na proteinovych krystalech
jsou totoZné s t&mi uréenymi v roztoku pomoci NMR. Agkoliv souhlasim, Ze v nékterych pfipadech mize
krystalizace strukturu ovliviiovat, s obecnou pravdivosti uvedeného tvrzeni nelze souhlasit. Nesouhlasim také
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s formulaci na str. 30 uvadéjici, ze pomoci kryo-elektronové mikroskopie jsou uréovany struktury biomolekul v
roztoku.

Pro nasleduijici dizkuzi mam na kandidéata nasledujici otazky:

1. Prot je pfi vypottu korelace dvou obraz(i vhodné vyuZit Fourierovu transformaci. Prot je vwwhodné
provadét filtrovani obrazu ve inverznim prostoru (Fourierové doméné)?

2, V préci jsou uvedeny teoretické limity dosaZitelného rozliSeni pfi nastaveni méfeni tomografickych dat.
Jaké pristupy se pouZivaji k ur€eni dosaZzeného rozliseni v rekonstruovanych tomogramech. Co je hlavni zdroji
driftu vzorku pfi méfeni dat?

3 V préaci tykajici se studiu viru klistové encefalitidy je uvedeno, Ze €astice se kumuluji ve vaccich.
Ackoliv studium Zivotniho cyklu nebylo cilem uvedené studie, bylo mozné a nasnimanych dat nékteré z t&chto
vatki zobrazit a bylo by mozné z dat ziskat dalsi informace o Zivotnim cyklu tohoto viru?

Dle mého je dlleZité, aby pred zvefejn&nim prace doslo k opravé vy3e uvedenych nedostatki. Z hlediska
védeckych vysledkil uvedenych v pfilozenych publikacich nemam k préaci vyhrady a jako takovou ji doporuéuiji
k obhajobé.

Brno, 29. kvétna 2019 Jifi Novacek
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