Oponentsky posudek disertaéni prace Veroniky Mistrikové

PiedloZzena disertacni prace ,,/u/ectron Cryo-Microscopy Techniques in Biological Research and
Nanotechnologies® je vypracovana v anglickém jazyce ve formé tfi komentovanych védeckych
publikaci v mezinarodnich Easopisech, z nichZz jedna je autorskym dilem disertantky. Prace je
rozélenéna do sedmi kapitol a zaujima 182 stranek, v€etné prohlaseni o autorstvi, identifikacniho
zaznamu, podékovani, abstraktll v Ceském i aglickém jazyce, velmi podrobného obsahu, seznamfl
symboldi, zkratek, tabulek, obrazki a referenci. Vlastni praci predchazi struény popis védeckého
zaméru doktorského studia autorky a charakteristika jednotlivych kapitol.

V prvni kapitole ,,7heoretical background* podava autorka na 54 strankéch historicky pfehled
vyvoje elektronové mikroskopie i klasickych metod zpracovani biologického materialu pro ucely
elektron-mikroskopické analyzy. Kriticky zde zhodnocuje jednotlivé pfistupy preparace vzorki
piedevsim z hlediska zachovani nativniho stavu struktury vzorku i zachovani jeho antigennich
vlastnosti. Logickym vyusténim uvodnich &asti je prechod k popisu modernich kryo pristupll ke
zpracovani biologického materialu véetné nejmodernéjsi, jako jsou High Presure Freezing, Cryo-
substitution a Plunge freezing. Autorka rovnéz diskutuje strategii zobrazovani kryopreparat( i zaznamu
obrazu. Kapitola obsahuje 27 obrazk(i a 5 tabulek, vétSinou pfevzatych z odborné literatury s
odpovidajicimi odkazy. .

V druhé kapitole ,,4ims of the Thesis™ jsou explicitné zformulovany cile prace a jednotlivé body
jsou opatfeny vystiznym komentarem.

Treti kapitolu ,Materials and Methods* povazuji za velmi dalezitou, jelikoZ se jednd o
metodickou disertacni praci. Tri védecke prace, které jsou jejim zakladem, neobsahuji detailni udaje o
metodickych pristupech zpracovani materidlu a ziskavani dat. Tato kapitola obsahuje nezbytné detailni
popisy experimentalnich pfistupd, coZ je u prace tohoto typu velice diilezité.

Ctvrta kapitola , Results* obsahuje opisy plivodnich védeckych praci autorky se souhrnnym
impakt faktorem prevysujicim 6:

Mistrikova, V. & Bednar, J. (2010), 'Saccharomyces cerevisiae nuclear and nucleolar antigen
preservation for immunoelectron microscopy.', folia Biol (Praha) 56(3), 97-109.

Lewandowska, J.; Kepezynski, M.; Bednar, J.; Rzad, E.; Moravcikova, V.; Jachimska, B. &
Nowakowska, M. (2010), 'Silicone-stabilized liposomes', Colloid and Polymer Science 288(1), 37-
45.

Kepczynski, M.; Lewandowska, J.; Witkowska, K.; Kedracka-Krok, S.; Mistrikova, V.; Bednar, I.;
Wydro, P. & Nowakowska, M. (2011), 'Bilayer structures in dioctadecyldimethylammonium
bromide/oleic acid dispersions.', Chem Phys Lipids 164(5), 359-367.

Tyto védecké prace pro§ly odpovidajicim recenznim fizenim jednotlivych redakci, a proto nepovazuji
za nutné je dale komentovat.

V paté kapitole ,,General Discussion™ autorka nejprve znovu uvadi dalezitost EM metod pro
bunéénou a molekularni biologii s dirazem na kryotechniky. Vysledky uvedené v publikovanych
pracich jsou zde podrobeny rozsahlejsi diskuzi s odkazy na odpovidajici asti textd uvedenych v
predchazejici kapitole. Tuto ¢4st prace povazuji za velmi cennou.

Zavére€na kapitola ,,Conclusion® struéné na dvou stranach sumarizuje védecké vysledky a
podtrhuje diilezitost kryotechnik pro jejich ziskani.

Celkovy dojem z této metodické prace je velmi dobry. Téma prace je velmi aktualni a v Ceské
republice je velmi malo laboratofi, které disponuji metodickym aparatem kryoelektronové mikroskopie.
V disertaci je skryto obrovské mnozstvi technické prace a zruénosti - nezbytnych to piedpokladi pro




ziskavani kvalitnich preparatt pro kryo-elektronovou mikroskopii.

Pro ovéfeni udinnosti metodickych pfistupl v technikach High Presure Freezing a Cryo-
substitution byl zvolen model kvasinky Sacharomyces cerevisiae. Z vlastni zkuSenosti mohu potvrdit,
e tento model je velmi obtizny a prakticky jedinym pfistupem k jeho zkoumani na moderni urovni
jsou vy$e zminéné kryometody. Ty autorka zvladla dokonale a dovolily ji pomoci imunoelektronové
mikroskopie specificky lokalizovat Nsrl a Nop1 v jadérku a Nspl a alfa-tubuliny v jadre S. cerevisiae a
tim ziskat originalni data. Rovnéz metoda Plunge freezing byla perfektné zvladnuta, jak bylo
dokumentovano na studiich s liposomy.

Z formalnich hlediska je prace velmi Ghledn4 i ¢tiva, s malym mnozstvim preklepl. Jeden viak
musim uvést. Na vazb& prace je uvedeno PRAQUE misto PRAGUE! Dale musim zminit nékolik
nedostatkd, které jsou dany predevsim moZnostmi edita¢niho softwaru. Zde mam na mysli pfedeviim
&asté rozdéleni popisu obrazkil na dvé stranky. RovnéZ se mi zda, ze obrazova dokumentace je uvedena
ve formé piili§ malych obrazk(. Ty nedovoluji dobfe rozlisit detaily, které jsou popisovany v textu.

V praci se vyskytuje i nékolik nepfesnych vyrazli: immunocytochemické, spravné
imunocytochemické, endoplasmatic, spravné endoplasmic a podobné. Autorka v praci pouziva k
vyjadfovani hodnot vakua primarné jednotku Torr a nasledné prepocet na Pa. V odborné literatute by to
mélo byt opaéné, i kdyzv b&zné laboratorni praxi je zaZita prvni verze. Rovnéz data uvadéna v tabulce
&. 2 by méla byt ze zdrojii védeckych informaci napt.: ,,CRC Handbook of Chemistry and Physics*
nebo z . The National Institute of Standards and Technology (NIST)“ a spiSe ne z Wikipedie.

Z faktografického hlediska v praci postradam rozsifeni strategie zaznamu obrazu z kryovzorkil
o diskuzi sniZeni rozliSeni v zavislosti na defokusu. Autorka spravné uvadi dilezitost fazového
kontrastu pro zachyceni detaill preparatu viz obrazek &. 1-24, nicméné bylo by dobré zminit fakt, Ze
zvy§eni kontrastu je doprovazeno sniZenim rozlifovaci schopnosti. Jinak v publikovanych pracich je
vzdy spravné uvedena mira defokusu.

Na zavér mam nasledujici otazky:
Fixuje skuteéné glutaraldehyd lysin primarné na alpha-aminoskupin€ ?

Byla n&kdy pouzita trehalosa jako kryoprotektant pro kryoelektronovou mikroskopii?
Na stran& 158 je odkaz na obréazek &. 1-20. Nema tam spravné byt odkaz na obrazek ¢&. 1-277
Neni v obrazku &. 4-15 na strané 129 mezi zobrazenymi liposomy i zaznam ledu v hexagonélni formé?

Zobrazené prouzky pFipominaji struktury zobrazené v obrazku €. 1-08 z tvodni ati prace.

Disertadni praci jsem si s radosti pfedetl a konstatuji, Ze tato prace prokazuje predpoklady autorky k
samostatné tvofivé praci a k udéleni titulu ,,Ph.D.“ za jménem.

V Praze, 22. listopadu, 2011 RNDr. Oldfich Benada, CS(\:\.\\




