Oponentni posudek magisterské diplomové prace

Veronika Eiblovi: MoZnosti vyuzZiti nano¢astic riznych kovi jako markert
pro imunoznaceni ve skenovacim elektronovém mikroskopu s autoemisni

tryskou

(73 stran textu, 78 citaci, 23 obrazkl v textu, 26 obrazovych ptiloh, 3 grafy, 10 tabulek)

Predlozena magisterska diplomova prace se zabyva &asti elektronové mikroskopie
zaloZen¢ na aplikacich v mikroskopu FESEM (field emission scanning electron microscope),
coZ je vysoko-rozliSovaci skenovaci elektronovy mikroskop, ktery pouziva jako zdroj
elektron{i autoemisni katodu. Navic s nim lze pracovat ve zmrazovacim modu. Tento
mikroskop se v poslednich letech hodng rozsifil, presto stale nepatii k b&znym vybavenim
laboratofi elektronové mikroskopie. A Veronika Eiblova hledala nové kovové markery pravé
pro tento mikroskop. Takové markery se pak snazila navazat na protilatku a s ni provést
imunolokalizaci na vhodném modelovém systému. Zde je tfeba si uvédomit, ze zabyvat se
hledanim novych kovovych markeri je prace ponékud novatorska.

Uvodni &ast nas na 20 stranéch uvadi do problematiky. Zacina popisem elektronového
mikroskopu FESEM JEOL JSM-740 a dokladuje to, co zde ovliviiuje tvorbu obrazu
(nevyhyba se ani problematice nabijenim vzorkd a tvorbou artefaktli). Velmi podrobné se
zabyva imunolokalizaci, pfipravou preparatti pro FESEM, vlastnostmi nano&astic a
konjugacemi.

Jako cile prace si Veronika Eiblova dava: provést literarni reSersi k zadané problematice,
zvladnout teoretické i experimentalni zdklady prace se skenovacim elektronovym
mikroskopem s autoemisni tryskou, vytipovat kovové nanoéastice, které budou vyuzitelné jako
markery pro imunoznaceni, navrhnout a vyzkouset postup konjugace vhodnych nano&astic
s protilatkou a na vhodném modelovém systému provést s piipravenou znaéenou protilatkou
imunolokalizaci.

Kapitola "Material a metody™ pfesné€ popisuje vyCerpavajicim zplisobem na 15 strankach
(relativné hodné) viechny pouzité techniky prace s nano¢asticemi v&etng jejich vybéru a vlivu

pokoveni na jejich detekei, problematiku imunozlaceni nano&astic a dal3i.



Kapitola "Vysledky" na 8 stranach popisuje v navaznosti na predchozi kapitolu o
pouzitych metodikach vysledky vybéru vhodnych nanoc€astic a vliv pokoveni na jejich
detekei, pozorovani v TEM a FESEM, problematiku konjugace, jednoduch¢ a dvojité
imunoznaceni na ultratenkych fezech a dvojité imunoznaceni.

Kapitola ,,Diskuze™ rozebira na 5 stranach zjisténé skutecnosti a zasazuje je do ramce
oboru. Pak uz nasleduje jen strucné zavery prace.

Musim konstatovat, Ze jsem v praci nenasel tak zavazne chyby, které by zasadn€ snizovaly
uroven prace. Presto bych chtél upozornit na n€které vybrané nepiesnosti a diskutabilni

skute¢nosti:

1) Z cilti prace bylo n¢kterych dosazeno. Pokud se napiiklad ty¢e vytipovanych kovovych
nanocastic, které jsou vyuzitelné jako markery pro imunoznaceni, pak pro imunoznaceni ve
FESEM jsou nejvhodngjsi nanoéastice zlata a palladia. Udaje o délce pokovani vzorkii
nanocastic Aul0 platinou a uhlikem jsou také pfinosem. Veronika Eiblova dospéla k zavéru
(pokud jde o rozli$eni nano¢astic z jinych kovii pomoci BSE zobrazeni), Ze rozliSeni
nanocastic Aul0 a Pd10 v TEM i FESEM se nepodatilo prokazat. Odkazuje pfitom na snimky
v piiloze 7. a 8. Souhlasim s hodnocenim situace u piilohy 8. U prilohy 7 si nejsem zcela jist a
mozna by stalo provést sofistikovangj§i obrazovou analyzu tieba s adaptivnimi filtry,

dekonvoluci a podobné.

2) Nékteré v praci pouzité imunometody nevysly podle pfedpokladu. Jedno ze zdivodnéni
Casteénych neuspéchi: ““ To mohlo byt dano $patnym sefizenim mikroskopu, popfipadé
nabijenim vzorku™ ukazuje, Ze v praci studentky byly urcité rezervy, které chtélo dotahnout.
Vzdyt' sama posléze konstatuje: ,, Praci s nanoéasticemi bychom mohli pfirovnat k béhu na
dlouhou trat’, nebot’ je to prace nelehka, ktera vyzaduje ¢as a trpélivost. Je to vSak cesta schiidna,

na které je nutné dale pracovat®.

3) V praci se vyskytuje sice formalni, ale docela zavazny nedostatek (mozna se zde uz
objevuje posun k internetové civilizaci, kde si fadu informaci najdeme na webu a respekt ke
klasickym zdrojim uZ se snizuje): Rada citaci v Seznamu pouZité literatury neodpovida

vzitému a de facto zdvaznému standardu (chybi ro¢nik, stranky atd.).

4) Mél bych jednu osobni vyhradu, byt se nejedna o nic zasadniho: Naptiklad obrazek 13 je

prevzat z literatury. Zdroj je sice uveden, domnivam se ale, Ze v tomto typu prace neni St'astné



cizi obrazky takto piebirat, jist¢ originalnosti by vic sv&d&ilo obrazky samostatné nakreslit

Necham k tvaze.

5) V uvahach o historii elektronové mikroskopie nezapomenout na to, Ze prototyp
elektronového mikroskopu v roce 1931 zhotovil krom& Maxe Knolla i Ernest Ruska, na

kter¢ho Veronika Eiblova na str.1 zapomnéla.

6) Autorka ve snaze zachovat kompletni postup pfipravy preparati pro FESEM podle H.
Schattena zahrnula i stupeit ,,O¢i8téni“ (cituji: ,,...povrch preparatu se nejdiive o&isti, aby
nezbavil nezadoucich netistot. VE&tSich negistot je mozné se zbavit pomoci jehly. Mensi
necistoty se odstrani roztokem HCI nebo NaCl“). Tento stupefi pro mensi nelistoty jists

nebude zafazen v ptipad¢ pfipravy tkdn¢ pro imunoelektronovou mikroskopii, ze?
7) Ptiloha 5 a 6- dv€ desetinna mista v ptipadé nanometrii jsou zbyte&na.

Zavér

V celkovém hodnoceni pfedlozené magisterské prace mohu konstatovat, ze Veronika Eiblova
problematiku zvladla a splnila v8echna kritéria PfF JU na magisterskou praci. Studentka zde
prokazala schopnost samostatné védecké prace. Praci doporuduji po dikladn&j$im doplnéni

(resp.dopracovani) opublikovat v né¢kterém z védeckych Easopish jako “short note”.

Praci Veroniky Eiblové: ,,MoZnosti vyuziti nanodastic riznych kovi jako markeri pro
imunoznaceni ve skenovacim elektronovém mikroskopu s autoemisni tryskou*

doporucuji pFijmout jako magisterskou diplomovou prici.
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Biologické centrum AV CR (Entomologicky tstav) a Ptirodovedecka fakulta JEU
(katedra medicinské biologie)
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Posudek na diplomovou praci

Veronika Eiblova: MoZnosti vyuZiti nanocastic riznych kova jako markeri pro

imunoznaceni ve skenovacim elektronovém mikroskopu s autoemisni tryskou

Diplomova prace je zaméfena na feSeni aktudlniho problému znaceni biologickych vzorkil
koloidnimi nanocasticemi kovil pro vySetfovani vzorkd elektronovou mikroskopii. Cilem
prace je navrhnout a oveéfit pouZiti dalsich typa kovovych nanoéastic jako alternativu k dnes

nejcastéji pouzivanému koloidnimu zlatu.

V teoretické Casti diplomantka pojednava o zakladech skenovaci elektronové mikroskopie,
imunochemie a nanocasticich. O¢ekavala bych hlubsi zaméfeni na feSenou problematiku, tato
Cast pusobi spiSe jako shrnuti zakladnich stfedoSkolskych znalosti. V biochemické &asti se
objevuje neobratné a nepfesné vyjadfovani a chyby z nepozornosti a zejména v metodické a

vysledkové ¢asti je obtiZzné se orientovat.

K praci je mozné mit celou fadu pfipominek nebo dotazl, z nichZ bych uvedla alespori
nasledujici:

V Tabulce €. 1 diplomantka jist¢ nechtéla fici, Ze avidin, streptavidin nebo protein A jsou

protilatky nebo Ze se streptavidin vaZe na avidin.

Jakym zplisobem byly nanocastice Ag a Pd pouZité v praci stabilizované nebo povrchové

modifikované?

Pro piipravu biokonjugati byla pouZita vlastni metodika nebo pievzatd z literatury?

Publikovany postup by bylo vhodné citovat.
Co je piesné minéno vyjadienim nestabilita Ag a Pt nano¢astic ve FESEM?

Pro¢ se zmeéfené koncentrace navazaného proteinu (uvedené v Tabulce 10) u kovalentné
p

navazané Pt a Pd od sebe vyrazné li§i? Co znamenaji hodnoty ,koncentrace navazaného

proteinu“? Z metodické ¢asti se zda, Ze se jedna o konjugovany protein, avak z diskuse spise

vyplyva Ze jde o zbytkovou koncentraci proteinu v roztoku.

V kap. 4.6.2.2. Materidl je uveden streptavidin (misto proteinu A?) pro konjugaci. Pokud byla

skute¢n€ provedena konjugace s proteinem A, pro¢ nejsou v praci uvedené vysledky?



Odborna literatura se zd4 byt pouzita odpovidajicim zplisobem, avSak citace jsou fazeny
chaoticky. Podobné styl psani citaci v Seznamu pouzité literatury je zna¢né nestandardni a

v této podobé je velmi obtiZné citovanou praci dohledat.

Celkové je mozno konstatovat, Ze zvolené téma diplomové prace je zajimavé a testovani
novych typi nano&astic jako markeri pro elektronovou mikroskopii je Zadouci. Piiprava
biokonjugatti skute¢né neni trividlni zalezitosti a i z vysledkd predloZené prace je ziejmé, Ze
metodiku bude tfeba dale jest¢ optimalizovat. Cast prace tykajici se elektronové mikroskopie
nejsem schopnd dostateéné kvalifikované posoudit, nicméné bych fekla, Ze diplomantka
odvedla poZadovanou praci a ziskala vysledky, které davaji podklad pro obhajobu diplomové

préce.
Diplomovou praci klasifikuji zndmkou ,,dobie* a doporucuji k obhajobé.
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