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Véc: Posudek Ph.D. prace Mgr. Veroniky Mistrikové ,,Electron Cryo-Microscopy
Techniques in Biological Research and Nonotechnologies®.

Doktorandska prace Mgr. Veroniky Mistrikové je zamérena na aplikaci kryo-postupt
v piipravé vybranych objektt k jejich studiu pomoci elektronoveé mikroskopie. Cilem této
prace je kromé zavedeni t&chto postupii do laboratorni praxe Ustavu bunééné biologie a
patologie na 1. Iékarské fakulté UK v Praze a jejich optimalizace i pfineseni diikazii o jejich
uzitecnosti a potencialu pfinést novy pohled na ultrastrukturu studovanych objekt, ktery neni
zatizen artefakty jako pii pouziti chemickych metod. Vzhledem k tomu, Ze kryo-metody v
piipravé preparatll v soucasnosti piindsi nejvetsi mnozstvi novych informaci pfi studiu
biologickych objekti, je téma prace velmi aktualni a dalezité.

Z formdlniho hlediska je prace rozdélena do 7 kapitol. Prvni kapitola je teoreticky Givod
vénovany prevazné zakladiim mrazeni a popisu metod pouzivanych pii piipravé biologickych
preparatd a jejich srovnani s klasickymi chemickymi postupy. Ve druhé kapitole jsou
vysvétleny cile prace a tato kapitola tvoii pfedél mezi teoretickou a experimentalni ¢asti
prace. Vlastni experimentalni vysledky jsou uvedeny v kapitole 4, kdejsou uvédeny tri
publikace. Prvni prace, ve které je autorka prvnim autorem, je vénovéna hledani optimalni
metody pro piipravu kvasinek. Vybér nejlepsi metody je zaloZen na posouzeni
ultrastrukturalniho vzhledu a vysledcich imunolokalizace nékterych proteinti. Dalsi dvé
publikace, které vznikly ve spolupraci s polskymi védci, jsou vénovany studiu liposom1, kde
kryo-elektronova mikroskopie piedstavuje jedinou cestu jejich vizualizace. Poslednich dvé
kapitoly obsahuji diskuzi a zavéry. Celkové je mozné konstatovat, ze prace je piehledné
uspofadana a logicky vystaveéna. Je v ni velmi malo pfeklept a formalnich chyb, coz svédéi o
autoréiné peclivém pfistupu. Jedinou ptipominku mam k velikosti doprovodnych snimkd,
které hlavné u prvni publikace jsou velmi malé a je obtizné na nich vidét prislusné

ultrastrukturalni detaily nebo nanocastice Au pouzité jako markery pfi imunoznaceni (Figs. 4-



01; 4-02; 4-05; 4-06). Vzhledem k tomu, Ze tisténé piispévky jsou zde prezentovany ve
zdrojové podobe&, mohla autorka snimky publikovat ve vét§im formatu.

K obsahu jednotlivych kapitol nemam vaznéjSich vyhrad. V prvni kapitole 1ze nalézt
uceleny prehled o soucasnych moznostech elektronové mikroskopie pfi studiu biologickych
vzorki. Nejvetsi prostor je zde vénovan kryo-postuplim a jejich srovnani s klasickymi
metodami. Je chvélyhodné, Ze se autorka v této ¢asti se opfela o znacné mnozZstvi literarnich
odkazh (278). Ve vysledku z teoretického prehledu jasné vyplyva ptiklon k technikam
vyuZivajicim zmrazovani preparatl v poslednich letech, protoZe umoZiiuji pozorovat prepardt
co nejblize nativnimu stavu. Cenou za toto piiblizeni se nativnimu stavu je technickd
naro¢nost mrazicich metod a nezbytnost mit k dispozici potfebné vybaveni.

V dalgi kapitole autorka jasné a srozumitelné definuje cile své préce. I kdyZ se na prvni
pohled mohou zdat mélo ambiciozni, je tieba si uvédomit technickou naro¢nost kryo-metod
(napk. HPF). Jejich zavedeni do spektra metod pouzivanych v Ustavu bun&éné biologie a
patologie na 1. lékaiské fakulté UK v Praze nebylo trividlni zaleZitosti. K tomu aby mohla
porovnat ultrastrukturu kvasinek pfipravovanych pomoci mrazové fixace s naslednou
mrazovou substituci s chemickymi zplisoby pfipravy, bylo tieba pouZzivani téchto metod
dostat na rutinni Groveri, tak, aby vysledky pomoci nich ziskané, byly reprodukovatelné.

V kapitole 3 autorka dopliiuje a upiesiiuje vycet pouzitych metod, materialu a chemikalii.
Nejdtlezitéjsi ¢asti prace je kapitola 4, kde jsou uvedeny tii publikované prace. V publikaci
¢.1 se autorka se zaméfila na optimalizaci ptipravy modelového objektu kvasinek
Saccharomyces cerevisiae metodou mrazeni za vysokého tlaku nasledované mrazovou
substituci. Ultrastrukturalni vzhled takto pripravenych kvasinek byl porovnavan s chemicky
pripravovanymi preparaty a ddle byly tyto preparaty pouzity k imunolokalizaci vybranych
proteinid. I kdyz vysledky nejsou piekvapujici - vzorky pfipravované pomoci kryo-postupti
vykazuji vyssi u€innost pfi imunoznaceni, je zde fada novych poznatk{i metodického razu,
které jsou velmi uzite¢né, napf. sloZzeni substituéniho roztoku ptinasejiciho nejlepsi
ultrastrukturu v kombinaci s nejvétsi Gi¢innosti imunoznacéeni nebo vliv uranylacetatu

v substituénim médiu na potlaceni nespecifického znaceni.

Dalsi dvé publikace jsou vénovédny studiu nanoéastic na bazi liposomd, do kterych autorka
piispéla pfimou vizualizaci vitrifikovaného vzorku, ktery byl zmrazen metodu plunge
freezing, v TEM vybaveném kryodrzdkem. Diky tomu bylo naptiklad zjiténo (viz publikace
2), ze liposomy stabilizované silikonovou vrstvou maji mensi primér nez ty, které
stabilizovany nebyly. Mrazici metoda, ktera byla v tomto pfipadé pouZita, je jedinou

moznosti, jak vizualizovat tento typ preparat(i. Technicky opét patii ktém naroénéjsim,




vzhledem k nutnosti drzet vzorek stale pod rekrystalizacni teplotou vitrifikovaného ledu, tedy
pod kapalnym dusikem. Vlastni pozorovani vitrifikované tenké vrstvy ledu s liposémy v TEM
je narocné z hlediska citlivosti pro citlivost preparatu na osvit primarnimi elektrony.

V zavéreéné diskuzi se autorka zaméfuje na prokazani G¢innosti mrazovych metod a své
poznatky a zkuSenosti porovnava s jiz publikovanymi. Zavéry v kapitole 6 prehledné shrnuji
dosazené vysledky a dokladaji, Ze se autorce podatilo splnit cile definované v kapitole 2.

K experimentalni ¢asti piredlozené praice mam nékolik dotazii:

1/ Z jakého diivodu nebyla do testovani G¢innosti imunolokalizace nékterych proteini

v ultrastrukture kvasinek zahrnuta metoda Tokuyashu?

2/ Jak si autorka vysvétluje vliv uranylacetdtu v substituénim roztoku na sniZeni pozadi pfi
imunoznaceni? ‘

3/ Z jakého diivodu jsou nékteré vezikuly napf. v obr. 1-27 a 4-14 densni?

Zavér: Predlozenou doktorandskou praci povazuji za velmi kvalitni a pfinosnou, a to jak
z hlediska pouziti technicky naroénych kryo-postupti pii piipravé vybranych objekta, tak
z hlediska novych poznatki pevazné metodického razu. Tato prace odrazi schopnosti
Veroniky Mistrikové samostatné védecky pracovat, a proto na jejim zakladé doporucuji udélit
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