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Mrazova sublimace v kryonastavci Gatan Alto 2500 sénovaciho
elektronového mikroskopu JSM-7401F

(téma)

PredpoloZzend magisterska prace rozpracovava velmiakiit problematiku, ktera je
v souwtasnostireSena v Laboratbelektronové mikroskopie Parazitologického ust8@ AV
CR, v.v.i. Prace je rozdena na dv, jak autor uvadi, logick&asti.

Teoretickacast probira celkem za&ert téma prace a 8dci o tom, Ze autor se s danou
problematikou dote seznamil. Resto jsem naSlaskolik tvrzeni/formulaci, které nejsou zcela
srozumitelné. Prosim autora o vy8eni dvou niZe citovanych tvrzeni ze str. 20 aodehi
jejich spravnosti konkrétni citaci literatury.

.MiZeme ale dokazat, &@s mrazove sublimace pro dany vzorek v optimalraituovych
podminkéach je zavisly na teptgbreparatu, takze nejkrat&s je dosahovan, jestlize je vzorek
drzen pra¥ pod touto teplotou mozné rekrystalizace ledu. Bobogické vzorky s vysokym
obsahem vody nastava jev rekrystalizatietgplot okolo -80°C (193K) a zamrznuti okolo
233K (rekrystalizace je tak&aso¥ zavisly jev).” Co znamena termin zamrznuti a
podchlazeni? Jsou znamy teploty rekrystalizace fdpouziti kryoprotektantu? Je teplota
rekrystalizace vody v biologickych preparatech {@Popravdu tak jista?

Autorovi se povedlo zavésgkolik netradénich termir, nagiklad termin ,kryogen® nebo
~chladici suspenze”, Ize jistépe nahradit ndgfklad terminem ,chladici kapalina“; dale misto
.pinokl“, Iépe binokularni lupa, atd.

Autor popisujefadu vlastnosti tekutého dusiku, které jégducuji jako velmi vhodnou
chladici kapalinu pro kryofixaci biologickych vzdrkNezmiuje vSak velmi dlezité a pro
praktické vyuZziti kapalného dusiku nepostradatatfiérmace o jeho nevyhodach. Prosim o
zodpowzeni otazek: ,Jaka jsou uskalfi pnrazeni preparatjejich pondenim do tekutého
dusiku? Jaké jsou vyhody pouziti dusikavst?"

Prosim o vys#tleni tvrzeni ze str. 25: ,Zaji&i prodlouzeni suchého uchovani
imobilizovanych biomolekul se PBS pouziva jako badekularni rozpoustlo...."



Pokladam za nevhodné pouzZivateském textu anglické terminy naviékolikrat v textu
opsané s chybami: ,kryoattechement, kryoattecheenghtdale ,slushning station“. Toto
slovo Ize nahradit slovem ,kryonastavec “ nebo gagizeni“. DalSi terminy jsou naixlad
na str. 41:“.....K ndfeni neniitba zprovoznit samotny mikroskop, ten ponechamstasd-
by stavu“. Absolvent katedry fyziky by se¢hjisté vyjadiovat gesrji: , Ty (tzn. duralové
terciky) jsem ale upravil vyvrtanim otvoru scitou (co nej¢tsi) plochou“. Plochu kapaliny
autor uvadi na str. 39 v milimetrech!

V praktické ¢asti autor popisuje pbéh pokus a detailg také podminky, i kterych byly
pokusy provedeny.i@sto neni specifikovana ndidad typ a molekularni velikost Dextranu.
Priprava fosfatové pufru je uvedena v teoreti¢kéti. Pufr, ktery je zde uveden, v3ak neni
bézneé pouzivan jako vypiraci roztok. Pro vypirani préparse v EM pouziva 10mM
fosfatovy pufr + 150mM NaCl (oziavany jako PBS) nebo 0.1M fosfatovy pufr s 4%
glukosou (tzv. vypiraci roztok).

Vysledky dosazenéip sublimaci vody p -80°C jsou velmi zajimavé. Jejich spravnost
podporuje i fakt, Ze nedoSlo k sublimaci (nebo &&madné) 20% kryoprotektantu. To je
zpasobeno pravipodobré proto, Ze kryoprotektant nenikavy nebo v této koncentraci jen
minimalré. Pxi pozorovani biologického preparatu, ktery byl maen kryoprotektantem,
vSak k minimalni sublimaci, ip které dochazi k odhaleni struktur, dochazi. Pr&em
minimalni sublimace kryoprotektanta sublimaci vody # nizSich teplotach nez je -80°C
bude nutné pouzit jiny #isob/metodu. Prosim autora, aby seilkl@dnutim na své dosud
ziskané zkusenosti pokusil o navrzigseni tohoto problému.

V zawrecné kapitole jsou kratce shrnuty a komentovany dkstepozorovani. BohuZel,
v praci chybi jakékoliv diskuse, kde by dosazenslagky byly porovnany s informacemi
z literatury, kterych opravdu neni mnoho. Autor z#e kratce zniiuje i 0 pozorovani
odhalujicich se krystal vody po dlouhodobé sublimaci preparatu. Neni deez zadna
fotodokumentace.

Prace je po formalni strance slabSéktdéré formulace jsou ménastné stylisticky nebo
vécre. Autor magisterské prace R. MarouSek vSak zvladtodlicky postup a je schopen

prezentovat ziskané vysledky v ucelené farrMiagisterskou praci R. Marouska proto
doporuiuji k obhajolg.
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