Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou prici Bc. Hany Bielnikové:
» MoZnosti vyuZiti nizkonapétového elektronového mikroskopu LVEMS k identifikaci viri”.

Bc. Hana Bielnikova se ve své diplomové praci zaméfila na &tyfi oblasti, jejichz fedeni
dovolilo otestovat vhodnost nizkonapétového elektronového mikroskopu LVEMS k
zobrazeni virovych agens pro tcely rychlé diagnostiky v lékaFské biologii.

Prvni fedenou oblasti byl vybér vhodnych typi vird, které by spliiovaly pozadavky na jejich
razny tvar, velikost i morfologické charakteristiky. Vybrany byly ¢tyfi rostlinné viry (virus
tabakové mozaiky, tabdkové nekrézy a mozaikovy virus jetele) a jeden Zivolidny (virus
klistové encefalitidy). Bohuzel se nepodafilo ziskat viechny suspenze dostatené
purifikované s optimdlni koncentraci virovych &stic, a to ani po nasledné centrifugaci,
zejména u viru tabdkové nekrozy a klistové encefalitidy. Skuteénost, Ze tyto dva viry nebylo
mozno pozorovat v elektronovém mikroskopu (LVEMS5) pfi nizkém napéti, ale pouze po
kontrastovani, pfi pouZiti vysokého napéti (TEM), ukazala dileZitost optimalni koncentrace
viru pro jeho identifikaci v analyzovaném vzorku mikroskopem LVEMS5.

Otazka: Pro¢ autorka prace nepouzila k purifikaci a zkoncentrovani vzorkd néktery typ
gradientové centrifugace, eventualné néktery pfistroj pro zahuétovani? Podle mého nazoru
je vhodné pfi jakémkoliv testovani vychazet z dobre definovaného materiélu.

Druhou oblasti byla modifikace metody negativniho barveni pro pozorovéni virovych
preparati  pomoci LVEMS. Byla testovana C¢tyfi negativni barviva o tfech riznych
koncentracich. Byly porovnany vysledky dvou vybranych metodickych pfistup a to
dvoustupriové sukcesivni kapaci techniky a techniky plovaci. Vysledky ukazaly plovaci
techniku jako vhodnéjsi pro virové preparaty, které nejsou vysoce purifikované, nebof pri
tomto pfistupu dochazi k daleko nizsi adsorpci nezadoucich latek ze vzorku na EM sitku.
Navic u dostatecné koncentrovaného preparatu viru tabakové mozaiky byla touto technikou
prokazana rovnomérnéjsi distribuce virovych ¢astic. Naopak dvoustupriova sukcesivni kapaci
technika se ukézala vhodnd pfi analyze vysoce purifikovanych optimélné koncentrovanych
virovych suspenzi. Velmi zajimavy vysledek predstavuje zjisténi, e pouzita negativni barviva
nepfispivaji vyrazné ke zvySeni kontrastu obrazu v nizkonapéfovém EM, a e kontrast
virovych Castic je v tomto EM srovnatelny s ¢asticemi nebarvenymi.

Otdzka: Jaké je vysvétleni skute¢nosti, e na zvy3eni poctu adsorbovanych &stic viru
tabakove nekrozy ani klistové encefalitidy neméla vliv ani pouZité technika, ani del3i ¢asy
adsorpce na EM sitku? Bude-li pokracovéno v tomto metodickém vyzkumu, uvazuje autorka
o pouziti techniky negativniho barveni molybdenanem amonnym v pfitomnosti trehalosy,
ktera je vhodnd zejména pro delsi tubularni struktury (Harris J.R. Micron 2008)?

Treti oblast byla vénovéna pfipravé a ovéFeni povrchovych vlastnosti podloznich
uhlikovych membrén. Byla zjiténa vyhoda nepfimého napafeni uhlikové vrstvy, nebot tyto
membrany vykazovaly daleko vétdi homogenitu, coz je dulezité pro studium



mikromorfologickych vlastnosti analyzovanych objektl. Autorka dale zjistila klesajici
hydrofilitu uhlikového filmu v zavislosti na ¢ase. Pisobenim doutnavého vyboje dochazelo
k Casové omezenému obnoveni fydrofility. Tyto vysledky jsou dalezité pro zachyceni
optimalniho poctu virovych ¢astic na podlozni film a zarovert pro homogenni rozprostieni
téchto ¢astic.

Pozndmka a otdzka: Z vétsiny literarnich adajt i soubornych publikaci (Electron microscopy
in molecular biology Eds.)J.Sommerville and U.Scheer 1987), ale i ze zkuSenosti v nasi
laboratofi je patrné, ze Cerstvé pripraveny uhlikovy film je do vysoké miry hydrofobni a tudiz
je nutny néjaky druh aktivace. Nejlepsi se ukazuje pravé doutnavy vyboj, ktery preparat co
nejméné kontaminuje. Cim si autorka vysvétluje hydrofilitu &erstvé pripraveného uhlikového
filmu v experimentech uvedenych v praci?

Ve ctvrté oblasti autorka porovnava vysledky ziskané v elektronovém mikroskopu, ktery
pracuje s nizkym urychlovacim napétim (LVEMS) s vysledky, ziskanymi ve vysokonapétovém
transmisnim elektronovém mikroskopu (HV TEM). Srovndani neprokdazalo Zadné vyrazné
strukturni odliSnosti analyzovaného modelového preparatu viru. Za vyznamny povazuji
vysledek, tykajici se vysokého kontrastu virovych ¢astic v LVEMS i bez pouZiti jakéhokoliv
typu kontrastovani, které mazZe negativné ovliviiovat strukturu pozorovaného biologického
objektu.

Zavérem je moino konstatovat, Ze Bc. Hana Bielnikova splnila vSechny cile vytéené
v magisterské praci a ziskala radu dilezitych i zajimavych poznatkl. Prokazala pouzitelnost
nizkonapétového elektronového mikroskopu LVEMS pro rychlou analyzu vzork( virovych
suspenzi bez nutnosti pouziti kontrastujicich agens, které mohou byt zdrojem artefaktu.
V neposledni fadé je nutno zdlraznit, Ze zvladla sloZité a casové narocné
elektronmikroskopické techniky, zejména praci s mikroskopem LVEMS5, vyZadujici znacnou
erudici. Na ziskané vysledky mohou navazat pracovisté, zabyvajici se diagnostickymi
metodami.

Proto souhlasim s udélenim magisterského titulu.
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Oponentni posudek magisterské diplomové prace

Hana Bielnikova: MoZnosti vyuziti nizkonapét’ového transmisniho

elektronového mikroskopu LVEM 5 k identifikaci vira

(69 stran textu, 89 citaci, 19 obrazki v textu, 17 obrazku v ptiloze, 2 grafy)

Piedlozena prace se zabyva identifikaci vird ve specidlnim elektronovém mikroskopu
LVEM 5. Na tomto misté je nutné si uvédomit, Ze tento mikroskop je- na rozdil od
elektronovych mikroskopti konvenénich, které naleznete v celé fade€ laboratofi po celém
svété- velmi malo roz8ifeny. Jedna se stale o v jistém slova smyslu novinku. Roz3ifen je tedy
velmi malo a také znalosti 0 n€ém a pfedev§im o moznostech jeho vyuziti neni mnoho.

Z tohoto 1hlu je jakakoliv vé&decka prace na tomto typu mikroskopu svym zplisobem
prukopnickou praci. S timto mikroskopem neni lehké pracovat ani pro zkuseného odbornika.
Cenim si, Ze na ném odvedla kus prace magisterska studentka.

Na zagatku k formalni Gpravé prace- autorka zde dobfe a logicky roz¢lenila jednotlivé ¢asti
a podgasti celé prace. Domnivam se ale, Ze neni Sikovné, aby obrazky tivodni ¢asti mély
samostatné Cislovani a vysledkova ¢ast také. A navic- pfiloha také. Miize pak dojit k chybé
pii odkazu na urCity obrazek- je zde troji Cislovani.

Uvodni &ast nas velmi komplexn& na 29 stranach uvadi do problematiky. Pokud se na tuto
uvodni ¢ast podivame z hlediska literarniho pfehledu, pak zde autorka dobfe zachytila a
zhodnotila existujici literaturu. Problematika je systematicky a podrobné roz¢lenéna a
uvedena.

Kapitola "Material a metody" velmi podrobné a pfesn€ popisuje na 10 strankach (relativné
hodné) pouzité viechny mikroskopické metody a praci s viry. Hodnotim pozitivné (a to se
tyka i metodické ¢asti v ivodu), Ze autorka uvadi u jednotlivych technika i jejich potencidlné
,.Slabsi“ stranky.

Kapitola ,,Cile prace* nastifiuje Ve 4 bodech to, co by mélo byt pfedmétem vlastniho
vyzkumu. Studentka zde stru¢né ale dostate¢né formuluje tkoly prace.

Kapitola "Vysledky" na 4 stranach popisuje vysledky strukturalnich studii. Navazuje na ni
17 obrazki v piiloze a 2 grafy.

Kapitola "Diskuse" ma 8 stran. Vechny zjisténé skute¢nosti jsou zde diskutovany a

zasazeny do ramce tohoto oboru. Pak uz nasleduje jen stru¢né zavéry prace.



Musim konstatovat, Ze jsem v praci nenasel takové podstatné chyby a nepfesnosti, které
by zasadng snizovaly Uroveii prace. Pfesto bych chtél upozornit na n&které vyznamn&ji

skuteénosti:

Na vice mistech pouziva autorka termin ,,vysokonap&tovy elektronovy mikroskop” jako
protivdhu k studovanému ,,nizkonapé&t'ovému elektronovému mikroskopu”. Domnivam se, Ze
by chtélo pouzivat ptesnéjsi oznateni- napiiklad ,,100 kV elektronovy mikroskop” misto
»vysokonapétovy elektronovy mikroskop”. On ten v praci uvadény 100 kV TEM mikroskop
tak ipIné ,,vysokonap&tovy” neni. V konvenénich elektronovych mikroskopech jsou toti?
modely pouZivajici urychlovaci napéti 300 kV a ty uz Ize do kategorie ,,vysokonap&tovych
elektronovych mikroskopi” zafadit. A pak jsou dal$i modely pouzivajici urychlovaci napéti
1000 kV a vice. Upfesnénim se situace zprithledni.

Znovu musim konstatovat to, co jsem uz pfipomnél v Gvodni &4sti posudku: Tento
mikroskop je u nds i ve svété velmi malo rozgifeny a také znalosti 0 ném a predeviim o
moZznostech jeho vyuZiti je malo. S timto mikroskopem neni lehké pracovat ani pro zkuseného
odbornika a tak ocefiuji, Ze na ném Hana Bielnikov4 jako magisterska studentka odvedla kus
prace. Pfesto si myslim, Ze sviij dlouhodoby vyzkum zpracovala v predloZené praci
skromnéji, neZ by ur€ité na zaklad& svych vysledki mohla. Tyka se to i obrazové &4sti. Ve
srovnani s prikopnickym razem celé magisterské prace to neuvadim jako vytku zasadni, ale

doporucuji pro publikaci, o kterou si toto téma fika, n&které vysledkové partie doplnit.

V praci se- a nemiize to byt jinak- vyskytuji fidce preklepy a jiné drobné formalni
nepfesnosti. V této praci je jich skutené minimalng, ale n&které jsou nepiehlédnutelné
Naptiklad profesora Delonga neni na mistg si plést s panem Delonem, odbornikem v jiném
oboru. Protoze takovych formalnich chyb je minimum, nesniZuji viibec troveti predloZené

prace.

Zavér

V celkovém hodnoceni pfedloZené magisterské prace mohu konstatovat, ze Hana Bielnikova
problematiku zvlddla a splnila v8echna kritéria P¥F JU na magisterskou praci. Studentka zde
prokazala schopnost samostatné védeckeé prace. Praci doporu€uji po doplnéni opublikovat v

n€kterém z védeckych Casopisi.



Prici Hany Bielnikové: MoZnosti vyuziti nizkonapét’ového transmisniho elektronového
mikroskopu LVEM 5 k identifikaci viri" doporuduji pfijmout jako magisterskou

diplomovou praci.
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