Oponentsky posudek na bakaldiskou priaci Pavly Sedivé s ndzvem: Porovnani metod
pro fixaci a pFipravu vzorki tasemnic pro skenovaci elektronovou mikroskopii

PtedloZen4 bakalafska prace je rozdélena do dvou ¢asti. Prvni ¢ast diplomové prace (24 stran)
je literarni ptehled, ktery se vztahuje k zadané problematice. V druhé ¢asti autorka popisuje
vliv fixaénich &inidel a dal$ich postupti pfipravy vzorkd na strukturu tasemnice Senga sp. v
SEM (20 stran). Nasleduji kapitoly zavér a piehled literatury.

Literarni reerSe

Kapitola 3.2. (Princip SEM) je srozumitelnd, dobfe vystavénd a popisuje dostatené zakladni
informace o konstrukci SEM a principy. Kapitoly 3.2.3. az 3.2.7. jsou vSak z velké &asti
postaveny na zakladnich informacich pro studenty PfF JU, které byly peclivé piepsany
(nikoliv opsany!) ze skript Ing. J. Nebesafové (2001) ur€enych pro studenty Elektronové
mikroskopie, bakalafské prace Tomase Bilého (PfF JU) z roku 2007 a kapitoly Skenovaci
elektronovy mikroskop (SEM) ve sluzbach biologie (Jure¢ka a Nebesafova, 2010). Autorka
Casto cituje tyto ucebnice na misto plivodnich praci. Pfiklad ze str. 11: ,, Jejich detektor (pozn.
detektor BSE) byvd umistén na okraji pdlovych nastavcd objektivové Cocky, kde jeho
ucinnost zachytu pfesahuje 50% (Nebesatova, 2001)“. V tomto souhrnu postrddam nové
trendy napf. 3D rekonstrukce, FIB, pokroky v detek¢nich systémech, korelativni mikroskopie,
pozorovani zavodnénych a Zivych preparatd, vyhody SEM pracujicich pfi nizkych kV pro
pozorovani biologickych (kryo) preparati.

Podobné také kapitola 3.3, kterd shrnuje b&Zn& vyuZivané postupy pfi piiprave preparath pro
SEM, je z v&éts§i Casti pfevzata z velmi zdafilé internetové uéebnice Ing. Jany Nebesafové
z roku 2001. Autorka se vénuje dikladné chemické fixaci, pficemz napf. pouZiti akroleinu pfi
fixaci je zaleZitosti spiSe historickou, nicméné moderni fyzikalni p¥istupy v pfipravé materialu
nejsou dostate¢né popséany a vysvétleny jejich vyhody (viz pfipominky).

Pfipominky a dotazy:

Prosim o vysvétleni a opravu tvrzeni ze strany 18: ,,Z experimentdi je zndmo, Ze v buiice
obsahujici cca 80% vody dochazi k zamrazeni pii teploté -40°C. Rekrystalizagni teplo je -
85°C, krati se tak &as, pfi kterém se mohou tvofit krystaly (Nebesafova, 2001).

Prosim o doplnéni informaci k vét¢ str. 19: ,Vzorek je po zmrazeni v tekutém dusiku
ptrenesen do pfedkomory, kde mize byt vysusen mrazovou sublimaci,......)

Autorka ve své experimentalni ¢asti prace pravdépodobné pouZila zplsob kryofixace v tisti
vytvofené z tekutého dusiku (slush), o kterém vSak nic neuvéadi. MiZete prosim vysvétlit tento
zpusob fixace.

Na str. 15 je uvedeno: ,Formaldehyd reaguje s tkdni n€kolika zplsoby, véetné zasit'ovani
proteinti, glykoproteinti, nukleovych kyselin a polysacharidi (Hopwood a kol., 1989).«




Formaldehyd reaguje s tkani n€kolika zpiisoby, v€etn€ zasitovani proteinid, glykoproteind,
nukleovych kyselin a polysacharidd (Hopwood a kol., 1989). Prosim o mechanismus
zasitovani téchto bunéénych komponent pomoci jedné funkéni skupiny formaldehydu.

Uvadite, Ze nevyhodou tekutého dusiku blizky bod téni (-210°C) a bod varu (-196°C). MiiZete
uvést proc?

Na stran€ 20 je uvedeno: ,,Preparaty, které prohlizime ve vysokorozliSovacim SEM, nesméji
obsahovat vodu. Ta by se pii vysokém vakuu explozivné uvoliiovala.“ Lze tedy v tomto
mikroskopu prohliZet kryofixovany materidl a za jakych podminek?

Experimentalni ¢ast

Autorka pouzila 7 riznych zplsobi fixace tasemnic v kombinaci s pouZitim postfixace
oxidem osmifelym. K suSeni preparati byly pouzity dvé rizné metody (CPD a
hexametyldisilazan) a byly pozorovany také kryofixované zavodnéné preparaty. Na rozdil od
autorky nepovazuji 2-20 min sublimaci ledu pfi -95°C za su$eni preparatti. Pomoci FE-SEM
je zdafile dokumentovan vliv na strukturu skolexti a segmentl tasemnic. Dle autorky bylo
nejlepsich vysledkt dosaZeno, pomoci tzv. horké fixaze.

Dotazy a pfipominky:

V kapitole 4.2. (Fixace materidlu) nejsou informace o sloZeni nékterych fixa¢nich roztokd
(pufru, pH, ptip. teploté a délce fixace).

Neni spravné popsan zplisob piipravy vzorki pro prohliZzeni v kryoreZimu. ,,Tasemnice byly
uchyceny do specialniho nosice lepidlem a zmrazeny v tekutém dusiku o teploté -135°C.“ (str.
33)

Prosim o vysvétleni: ,MoZné zlepSeni (pozn. sublimace) by mohlo nastat pfi vyméné
sublimovaného media za t€kavejsi.* (str. 48)

Lze n&jak vysvétlit pro¢ jinak nejcastéji uzivané fixaéni €inidlo glutaraldehyd v kombinaci
s OsO4 neni vhodnou fixaci pravé u tasemnic.

Celkové hodnotim diplomovc;u praci kladn&. Oba cile, které si Pavla Sediva ve své bakalatské
praci ur¢ila, byly splnény. Stylistickd trovefi diplomové price je vybornd. Bakalaiska
diplomova prace spliiuje poZzadavky kladené na tento typ praci a doporucuji ji k obhajobg.

V Ceskych Bud&jovicich 19.1. 2012 RNDr. Marie Vancové, Ph.D.
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