Posudek na bakalarskou praci Markéty Svatakové
»Moznosti vyuziti metod imunolokalizace ve skenovacim elektronovém
mikroskopu s autoemisni tryskou*

PredloZena bakalafskd prace je napsana formou reerSe. Struktura reserse je dobfe vystavéna.
ReSerSe je clenéna do 6 kapitol. V uvodu probird celkem zasvécené fyzikalni zaklady
elektronové mikroskopie. Dalsi kapitoly se vénuji piipravé vzorkd pro SEM, imunoznaceni a
popisu parametrit ovlivilujicich zobrazeni v mikroskopu. Posledni kapitola je ozna¢ena jako
zaver. Literarni piehled obsahuje fadu informaci, které se vztahuji k zadané problematice.
Prace je v3ak po formdlni strance slabsi. V textu jsou stylistické chyby a né&které informace
jsou nepiesné a neobratné vysvétlené. PredloZené informace jsou méné piehledné a bez
kritick¢ analyzy. V textu autorka pouziva anglické terminy, naptiklad freeze etching a freeze
drying, které lze nahradit.

Jako priklad neprehlednych informaci uvadim tento zkrdceny text ze strany 8, kapitola 2
s nazvem ,, Skenovaci elektronova mikroskopie, podkapitola 2.1. Fyzikélni zaklady:

,.PI1 narazu elektronu na atom mohou nastat dva pripady: elektron se bud’ odrazi (odchyli) do
jiného sméru bez ztraty své puvodni rychlosti (energie), nebo ¢ast energie preda atomu a dale
se pohybuje se zmensenou kinetickou energii. V prvnim piipadé se jedna o pruzny rozptyl, ve
druhém piipad€ o rozptyl nepruzny. Vysledkem interakce je n&ktery se signald.....“. Autorka
zjednodusila interakce mezi urychlenymi elektrony a preparatem pouze na dva piipady:
pruzny a nepruzny rozptyl. Bez dalsiho vysvétleni o interakcich mezi elektrony a hmotou,
které jsou zndzornény na obrazku ¢.1, dale pokratuje pouze o sekundarnich a odraZenych
elektronech.

Mnoho nepiesnych formulaci je také v kapitole 2.1.2: Kryo-metody, strany 19-20. Autorka
uvadi naptiklad:

»Vzorek....se zmrazi vnativnim stavu tekutym dusikem nebo pomoci high pressure
freezing™.

»» ---pii fixaci tekutym dusikem a HPF dochazi k fixaci béhem milisekund, coZ je lepsi neZ pii
chemické fixaci, kterd trva sekundy aZz minuty*. Vyhodou kryo-fixace je jisté jeji rychlost,
nicméné rychlost mrazeni v milisekundach je nutna pro zamezeni ristu krystali, které by pri
mrazeni biologickych preparati vznikly a porusily by strukturu.

~Freeze etching je metoda provadéna znizkého tlaku a vzorek se nasledné prohlizi ve
zmrazeném stavu®.

Ctvrtd kapitola je vénovéna imunoznadeni. Autorka dlouze popisuje pro tuto praci
nepodstatné Udaje o strukturé a tvorbé imunoglobulinii, zatimco princip metody
imunolokalizace je zde uveden pouze v jediném odstavei a opét smnoha nepfesnymi
formulacemi a neobratnostmi. Uvadim tyto piiklady:

»,metoda priméarniho znaceni* misto metoda p¥timého znaceni;

,»Dalsimi markery pro TEM je napf. kienova peroxiddza, tu vSak neni mozné pro skenovaci
mikroskopii pouzit.“ Zde ale slouzi jaké marker elektrondenzni produkt, ktery vznika po
pridani substratu k enzymu.

,,vazebnou rozmanitosti* (o koloidnich partikulich zlata).

Autorka popisuje pouze jeden, i kdyz hlavni, princip imunolokalizace zaloZeny na vazbé
sekundarnich protilatek nebo proteinu A ¢i G na Fc konce primarnich protilatek. Existuje viak
celé fada dal3ich systém, naptiklad pouZiti systému biotin/avidin, DIG/ antiDIG, atd.



Podle mého nazoru je nejméné podaiena kapitola zavére¢na. Autorka pise: .,,Zde uvadim, dva
dikazy, které potvrzuji vyborné vysledky skenovaciho elektronového mikroskopu
s autoemisni tryskou. Jaké dikazy a vysledky ma autorka na mysli? Autorka zde dale uvadi,
ze: ,,Kryo-FESEM je technika, ktera umoziuje 3D zobrazeni bun&énych ultrastruktury pfti
velkém zvétSeni®. Tento mikroskop vSak umoziiuje pouze 2D zobrazeni!

Autorka Cerpala zejména z plvodni zahrani¢ni literatury, uéebnic a monografii. Své
informace Cerpala také z internetovych stranek. Bakalaiska ani jina védeckd prace by viak
nemély obsahovat citace z vlastnich poznamek z pfednasek (viz citace ¢. 21 a ¢. 24)

Cile reSerSe bylo stanoveny takto: ,,..nalézt v literatufe soucasné vyuZiti skenovaciho
elektronového mikroskopu s autoemisni tryskou pracujiciho kryorezimu pro imunolokalizaci
a zam¢éfit se na technické podminky a pfipravu biologickych preparati pro tuto metodu®. Tyto
cile byly splnény jen Castecné. Pripravé preparati je sice vénovana jedna kapitola reserse, jsou
zde vSak popsany metody standardné pouzivané pro sledovani povrchii preparati. Autorka
v textu popisuje fadu kryometod (HRP, mrazové lamani a suSeni). Neni vSak uvedeno
zaClenéni a vysledky metod, které se vyuzivaji pro imunoznadeni preparat pro SEM.

Dotazy a ptipominky:

Citlivy YAG detektor upraveny prof. Ing. Rudolfem Autratou, Drsc. (ne pouze panem
Autratou!) je schopen odlisit zlaté partikule pokryté tenkou vrstvou platiny. Zde je rozdil v
atomovych Cislech pouze 1. Vliv urychlovaciho napéti na znazornéni zlatych partikuli je
dobfe popsan v kapitole 5.1.2.7 Dovede vysvétlit pro¢ urychlovaci napéti ovliviuje
vizualizaci zlatych partikuli?

Autorka na stran¢ 24 uvadi, Ze pfi imunolokalizaci v SEM neni mozné rozpoznat tvar marker
a je tudiz lepsi pouzivat Castice koloidniho zlata. Je toto tvrzeni podloZeno né&jakou studii?
Podle mého nazoru neni uplné spravné a plati jen pro velmi malé ¢astice.

Mizete uvést nekteré z pouzivanych metod a vysledkti imunoznaceni pro SEM a porovnat
vyhody a nevyhody metod?

Bakalaiska prace Markéty Svatakové shrnuje mnoho dilezitych dosavadnich poznatkii o
skenovacim elektronovém mikroskopu, jeho parametrech a moZnostech detekce zlatych
partikuli. Prace navazuje na problematiku, ktera je v souasnosti feSena v Laboratofi
elektronové mikroskopie Parazitologického tistavu BC AV CR, v.v.i. Bakalaiskéa diplomova
prace Markéty Svatakové spliiuje pozadavky kladené na tento typ praci a proto ji doporucuji
k obhajobé.

V Ceskych Budg&jovicich 22.5. 2009 RNDr. Marie Vancova, Ph.D.
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