Posudek na magisterskou diplomovou praci Denisy Martykanové
»Nové nanodastice v ultrastrukturalni diagnostice*

Kovové nanocCastice jsou v soucasné dob&€ v popredi zajmu mnoha védnich obort.
Jejich uplatnéni je velmi Siroké. Predkladand diplomové prace se vénuje moznosti vyuziti
palladiovych nanocastic jako znacek pro lokalizaci antigenti v elektronovych mikroskopech.
Prace navazuje na vysledky, které byly v Laboratofi elektronové mikroskopie PaU BC AV
CR dosazeny v neddvné dobg, a déle tuto problematiku rozpracovava. Magisterska diplomova
prace mé celkem 56 stran véetné literatury, 28 tabulek, 22 obrazki. Cilem prace bylo provést
literarni reSersi, otestovat stabilitu nanocastic pod elektronovym svazkem, zjistit variabilitu
prumérl nano¢astic, pokusit se o konjugaci proteindi a nano¢éstic a ziskané konjugaty pouzit
pro imunolokalizaci.

Prvni ¢ast diplomové préace je literarni pfehled. Na 11 stranach se autorka vénuje velmi
stru¢né principiim imunolokalizace a definuje zdkladni pojmy, popisuje velmi obecné a stroze
principy zobrazovani objekti v elektronovych mikroskopech. Rozhodné tuto ¢éast nelze
povazovat za vyc€erpavajici literarni reSersi k dané problematice, protoze chybi fada poznatki
o vlastnostech dalSich kovovych nanocéstic, jejich stabilizaci a zptisobech konjugace, vyuziti
pro detekci v elektronovych mikroskopech. Pouze Y% strany textu je vé€novéana vazbé proteinu
a nanocastic.

Kapitola ,,Materidl a metody“ obsahuje fadu protokoli. Postupy statistického
vyhodnoceni méfeni priméri nanocastic a u€innosti detekce ziskanych konjugati pfi
imunolokalizaci jsou uvedeny az v kapitole vysledky. Chybi né&které dilezité udaje o
protilatce, kterd byla pouzita pro lokalizaci BSA na fezech (tfida imunoglobulinu, koncentrace
protilatky). Chybi postup kontrolniho znadeni. Slozeni pufru PBS, jak je uvedeno, neni
spravné. Neni uvedeno slozeni 0.1 M fosfatového pufru, ktery byl pouzit pfi pfipravé vzorku
BSA. Autorka tyto pufry rozliSuje jen jako 0.1M fosfatovy pufr nebo 0.01M fosfatovy pufr.
Spravny a tplny nazev je 0.01M fosfatovy pufr s 0.15 M NaCl (PBS).

Kapitola ,,Vysledky* ma 22 stran, na kterych je uvedeno 35 obrazk( a tabulek, které se
tykaji zejména statistického vyhodnoceni naméfenych dat pro stanoveni primé&ru nanodastic.
Text vysledk( je pouze na 3 stranach. Z pfilozenych obrazkl je ziejmé, Ze autorka dobie
zvladla praci s obéma typy elektronovych mikroskopii. Dalsi ¢ast této kapitoly je vénovéana
testovani pfipravenych a komer¢nich konjugati. Bohuzel pouhé poéty nano¢éstic neumoziiuji
porovnani s jinymi podobnymi studiemi, protoze neni jasné, na jaké plose byly céstice
pocitany (ploSe fotografie pravdépodobn€). Z vysledkil je ale vidét, Ze Pd konjugit je i po 1
mésici stabilni a funkéni. Z predlozenych vysledki konstatuji, Ze experimentalni cile prace
byly spInény.

Jako zdarilé hodnotim kapitoly ,, Diskuze® a ,,Zavéry“. Autorka shrnuje vysledky své prace a
kriticky je rozebird. I kdyz publikovanych vysledkii na toto téma neni mnoho, porovnani
ziskanych vysledkii z vysledky publikovanymi v impaktovanych ¢asopisech mohlo byt
dukladngjsi.

Formdlni Gprava diplomové prace je vyborna. Text je logicky dobfe vystaven. Kladné
hodnotim také pouziti tabulek a grafii (pozn. na fotografiich ¢. 13, 17, 21, 25 chybi méfitka).
Stylisticka kvalita textu prace ma bohuzel kolisavou uroveii (str. 16: ,,..poté se na protilatku
primarn{ vaze protilatka sekundérni, kterd obsahuje dva, nebo tii markery...“; str.2: ,,Nejsou




vhodné ani pfili§ malé markery, a to z divodu snadného pronikéani do tkani, coz ma za
nasledek zvySeni UC€innosti imunoznaceni. Pro vicenasobné znaCeni byly proto
vyvinuty...... “; str. 49 ,,skonjugovat®).

Magisterska diplomova prace Denisy Martykanové splituje pozadavky kladené na tento typ
praci, a proto ji doporucuji k obhajob¢. Celkové hodnotim tuto praci znamkou dobfe.

Otazky a pripominky k bliz§imu vysvétleni:

Jak to bylo ovéreno, ze doslo k oddéleni promytého konjugéatu od nezreagovanych nanocastic
centrifugaci (v protokolech ¢. 2-6)?

Bylo pH nanocastic pfed pfidanim DHLA upravovano? Je pH dilezité pro kovalentni
konjugaci s pouzitim EDC nebo EDC/NHS? Pro¢ se v ptipadé nekovalentni konjugace
upravovalo pH Pd15¢ na pH 8.5?

Co znamend zkratka r IgG (protokol 7) ? Pro¢ byl k protilatkam pfidan roztok 2-MEA? Za
jakym tcelem byly pouzity kolonky Corning Spin-X UF?

Pro¢ byl provedena centrifugace na sacharézovém gradientu v pfipadé IgG a kterd frakce
obsahovala pfipraveny konjugat?

/

V Ceskych Budgjovicich 26. 5. 2014 RNDr. Manie Vancova, Ph.D. -
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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Denisy Martykanové s nazvem ,,Nové
nanocastice v ultrastrukturalni diagnostice*

(ékolitelka: Ing. Jana Nebesarova, CSc.)

Pfedlozena diplomové prace o 56 stranach je napsana v Ceském jazyce. Prace je Clenéna
obvyklym zplsobem — zahrnuje literarni uvod, formulaci cilti prace, materidly a metody,
vysledky, diskuzi, zavéry a seznam pouzitych zdroji (celkem 36 citaci). Téma prace navazuje
na publikované prace Laboratofe elektronové mikroskopie v oblasti vyvoje novych nastroji
pro vicenasobné ultrastrukturdlni imunoznafeni s pouzitim novych druhi kovovych
nanocastic. Diplomantka charakterizovala palladiové nanoc¢astice sférického a kubického tvaru
z hlediska jejich vhodnosti pro uéely pouziti v imunodetekci. Autorka dokazuje znalost
problematiky a zvladnuti metod transmisni a skenovaci elektronové mikroskopie, riznych
postupt konjugace nanocastic na protein a metod imunoznadeni. Za pfinos prace povazuji
zejména systematické porovnani vlastnosti palladiovych nano&astic v TEM a FESEM a zjisténi
nejvhodnéjsich postupu ptfipravy konjugatii pro vicenasobnou imunodetekci.
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Hodnoceni ¢asti predlozené diplomové prace
1. Uvod

Uvod je vhodn& rozd&len na kapitoly a srozumitelné¢ uvadi vSechny pojmy pouZivané
v diplomové préci. Dle mého nazoru vsak nebylo dostate¢né vysvétleno a zdlraznéno, Ze
komeréné vyuzivané zlaté markery poskytuji jen omezené mozZnosti pro souc¢asnou detekci vice
antigend, a dale Ze ostatni zplisoby detekce jsou zatim jen testovany, z ¢ehoz pak vyplyva
zdivodnéni cilt prace.

2. Cile

Formulace cilii odpovida néaplni diplomové prace. Cil €. 4 je formulovan nejasné a v této
podobé splyva s cilem €. 3, i kdyZ z dalSich Casti prace je ziejmé, jaky cil si diplomantka
stanovila.

3. Materialy a metody

Jsou piehledné uspofadany, oceriuji, Ze na zafatku je zvlast uveden seznam pouZitych
chemikalii a materilti s vyrobci, coZ potom zbyteéné nezatézuje popisy jednotlivych postupi.
Postupy jsou srozumitelné popsany, podle popisu by se pokusy daly opakovat. V ¢&asti 3.5.
(postupy konjugace riznych nano¢astic) mi chybél systematiétéjsi ptistup k ndzviim protokold.
U nékterych protokolii nebyla v nazvu pojmenovana metoda konjugace, ale jenom néazev
nanocastic a konjugovaného proteinu. Bylo tak obtizné se pfi Cteni zorientovat v rozdilech
pouzitych metod.

4. Vysledky

Vysledky jsou d€lené na charakterizaci stability a rozlozeni velikosti nanocastic v TEM a
FESEM, shrnuti uspé$nosti riznych postupti konjugace a testovani u¢innosti a stability
ptipravenych konjugati. Vysledky jsou dostate¢né podlozeny obrazky z elektronovych
mikroskopti, grafy a tabulkami s Ciselnymi udaji. Postupy ziskani dat jsou srozumitelné

popsany, slovni popis samotnych vysledkd je spiSe struénéjsi. Pro lepsi orientaci ve vysledcich
bych uvitala souhrnnou tabulku (¢i graf), porovnavajici rizné druhy charakterizovanych




nanocastic, doprovéazenou slovnim popisem hlavnich zjisténi. Takové shrnuti pak nachazim az
v diskuzi. Po formalni strance na obrazcich z TEM a FESEM chybi méfitka. Obcas jsou
zaménovany terminy ,,nanoc¢éstice™ a ,.konjugaty*.

5., 6. Diskuze a zavéry

Vsechny vysledky byly dostate¢né diskutovany v kontextu soucasnych poznatkd. Zavéry
odpovidaji ziskanym vysledktm.

Dotazy k obhajobé

Pomér mnozstvi nanoc¢astic a proteinu je dulezitym faktorem ovliviiujicim pribéh konjugace a
kvalitu vysledné¢ho konjugatu. Jakym zptisobem byl testovan optimalni pomér v pouzitych
protokolech?

Z hlediska perspektivnitho pouziti konjugatti palladiovych nanocastic pro vicendsobnou
imunodetekei:

- jsou sférické palladiové nanocastice rozliSitelné ve FESEM od sférickych zlatych
nanocastic stejné velikosti?

- na FESEM obrazku kubickych palladiovych nanocastic (Obr. 17) je pomérné dobie vidét
jejich krychlovy tvar, avsak ne u vSech Eastic. Myslite, Ze by byly dobfte odlisitelné od
sférickych palladiovych nanoCastic stejné velikosti pii soufasném pouZiti
v imunoznaceni a pozorovani ve FESEM?

Je planovana publikace s vyuzitim vysledkd této prace?

Zavér

Cile prace byly dle mého nazoru splnény. PfedloZenou praci povazuji za kvalitni a doporucuji

k obhajobé. Navrhuji hodnoceni stupném velmi dobte (2).

V Praze 26.5.2014 Mgr. Vlada Filimonenko, PhD




