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Ve své diplomové praci se Marie Kolafova zabyvala vyuzitim dynamické
saturacni optické mikroskopie (DSOM) k ziskani Iépe rozliSenych fluorescencnich
obrazl riznych vzorkd. Metoda DSOM je zaloZena na prostorovém sledovani
kinetiky pfechodl mezi svitivymi a nesvitivymi stavy urcitych fluoroford a umozriuje
obejit difrakéni limit za ucelem zvySeni prostorového rozliSeni. Marie Kolarova se
nejdfive zaméfila na charakterizaci vlastnosti fluorescencnich proteint Dronpa a
mutantni formy rsFastLime a potvrdila jejich pouZitelnost pro DSOM méreni. Dale
testovala zavislost kinetiky pfechodd mezi svitivymi a nesvitivymi stavy na intenzité
excitaCniho zareni a tuto zavislost potvrdila. V dalSich experimentech Marie Kolarova
sledovala fotostabilitu pouzivanych fluoroforq, vliv intenzity aktivacniho zareni na
intenzitu fluorescence €i vliv excitaéni vinové délky na rychlost pfechodt mezi
svitivymi a nesvitivymi stavy. Vysledky této zevrubné charakterizace Dronpy a
rsFastLime poté vyuzila k nastaveni optimalnich experimentalnich podminek pro
ziskani vysoce rozliSenych snimkd znacené membrany bunék kvasinek. Tyto snimky
byly porovnany se standardnimi snimky pofizenymi konfokalnim mikroskopem. Toto
srovnani ukazalo vyrazné lepsi (pfiblizné 2x) rozliSeni DSOM snimkd.

Pfedkladana diplomova prace ukazuje, Zze autorka ziskala fadu originalnich
poznatku a velmi dobfe zvladla rozlicné pokrocilé metody fluorescenéni mikroskopie
a spektroskopie, ale i praci s kulturami kvasniénych bunék. K formalni podobé

anglicky psané prace nemam zadné pfipominky, prace ma standardni ¢lenéni, je
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napsana prehledné, peclivé, s minimalnim vyskytem pieklepu a vysledky jsou
nazorné prezentovany. Diskuse ziskanych vysledkl a citace pouzité literatury jsou

také zcela adekvatni. Uroven anglictiny je velmi dobra (dle mého nazoru).

K pfedkladané diplomové praci mam jen nékolik drobnych otazek do diskuse:

1. Jaka byla velikost (pramér) fokusovaného laserového paprsku pouzivaného
k aktivaci &i excitaci?

2. Od &eho je odvozen nazev ,Dronpa“? Je to néjaka zkratka?

3. Fluorescenéni chovani Dronpy je zavislé na acidobazické rovnovaze
protonizované a deprotonizované formy, pfi¢emz deprotonizovana forma
Dronpy (stav B) vykazuje schopnost fluorescence a nasledného pfechodu do
zhasnutého stavu A2. MUze rizna hodnota pH v radznych ¢astech buriky
ovlivnit vysledky méfeni v disledku ovlivnéni rovnovahy mezi A1 a B
formami?

4. Je mozné dosahnout jesté lepsiho rozliSeni DSOM snimku, nez kterého jste
dosahla ve své praci? Jestli ano, které z experimentalnich parametrt na to

budou mit nejvétsi vliv?

Zavérem konstatuji, ze Marie Kolarova ve své diplomové praci splnila vSechny
vytCené cile a demonstrovala schopnost samostatné védecké Cinnosti. PfedloZena
diplomova prace vice nez splhuje vdechny poZzadavky kladené na diplomovou praci a

pIné ji doporucuji pfijmout k obhajobé.
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