Oponentsky posudek diplomové prace Tomase Petra:
Histochemicka lokalizace GM1 gangliosidu B-podjednotkou
choleratoxinu pri fixaci tkani formaldehydem nebo acetonem

Predlozena diplomova prace je zamétena na detailni prizkum a stanoveni podminek nutnych
pro kvalitni histiochemickou a imunohistochemickou analysu gangliosidt v tkanich. Téma
vychazi z rozporu v literarnich udajich tykajicich se metody fixace tkarnovych ezl pied
konecnou reakci. Je tieba zdiraznit Ze prave tento stupent mize byt pri detekcich latek
lipidniho charakteru zdrojem zavaznych chyb a zkreslujicich vysledka vzhledem k moznosti
Sasteéné extrakce ¢i posunu lipidii v buné¢nych strukturach preparatu. Reseni této otéazky
proto pokladam za vysoce aktualni vzhledem k rostoucimu vyznamu bunééné biologie pro
soucasny vyzkum.

Prace ma logickou stavbu, je spravné ¢lenéna do jednotlivych oddili a dokumentovana. Je
tieba ocenit také jeji stru¢nost. Literatura dobfe dokumentuje rozvoj oboru v poslednich dvou
desetiletich.

Uvod obsazné zpracovava problematiku sfingolipidti z hlediska struktury, vlastnosti
metabolismu a funkci. Zaméiuje se na sporné otazky prikazu gangliosidi v tkanich

s ohledem na jejich vlastnosti a zptsob fixace preparatu. Z téchto srovnani vychazi cil prace:
zjistit zda pii histochemickém prikazu GM1 gangliosidu v kryostatovych fezech dochazi pii
fixaci acetonem ke ztratdm gangliosidt, porovnat vysledek s klasickou fixaci formaldehydem
a navrhnout optimalizujici feSeni.

Ve vysledcich experimentélni prace autor prokazal, Ze zasadou pro dosaZeni kvalitni
histochemické analysy gangliosidl je zajisténi bezvodého prostiedi tj. uziti bezvodého
acetonu a suchych kryostatovych fezii. Rozdily ve fixaci bezvodym acetonem a
4%tformaldehydem nebyly v jaterni tkéni zjiStény.

Dotazy a pripominky:
« Byla ovéfena specificita detekce ChT-B na fezech po extrakei lipida ?
«  Pfedpokladaji se stejné vysledky také u glykosfingolipidi méné polarnich nez GM1
gangliosid?
« Jaky je ptedpokladany mechanismus fixaci formaldehydem a acetonem?
« Bylo by vhodné ovéfit fixaci v kombinaci 4% formaldehyd a aceton
« Je planovano rozsifeni studie na dalsi tkan¢ (pfedevsim mozek)?
« Jak si po¢inat pfi fixaci preparat z bunéénych kultur?

Str.15 - laktosylceramid je prekursorem vétSiny komplexnich glykolipidi (jinak se to mtize
fikat i o glukosylceramidu

Str.16 - Laktosylceramid je synthetisovan v lumen proximalni ¢asti Golgiho aparatu jak je
spravn¢ zobrazeno na Obr.6, nikoliv na jeho cytosolické strané jak je zfejmé omylem
uvedeno na str.15 a v Obr.5

Str.30 - Obr.14- legenda by méla byt obsaznéjsi. Chybi vysvétlivka zkratky WBA

Str.38 - Je nejednotné pouzivano oznaceni B podjednotky choleratoxinu, ac¢koliv je zkratka
uvedena v seznamu

Str.49- Obr.20 — jde snad spiS o zavislost GM1 na obsahu zlu€¢ovych kyselin nez naopak?
Obr.21 — jak se lisi Obr 21 od Obr.20? Které hodnoty patii cholestatickym potkanim?



Str.63/ 65 - u nékterych citovanych asopist nejsou dodrzeny zkratky (Methods Enzymol,
Biochim Biophys Acta).

Str. 45- je postradan detailn&jsi komentat k Obr.19 (k jednotlivym prezentovanym
experimentiim) ptimo v legendg.

Zavér

Vysledky prace dokazuji, Ze bylo dosazeno vyty¢enych cili. V praci nebyly shledany zavazné
chyby a pripominky jsou vétsinou formalniho charakteru. Téma préce je aktudlni a zavéry
jsou dilezitym vychozim poznatkem pro dalsi fazi studia bunécné lokalizace gangliosidu i
dalsich sfingolipidi pfi riznych biochemickych procesech. Praci hodnotim jako zdafilou s
kriterii kvalitni diplomové prace.
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