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,Dynamic saturation optical microscopy using photoswitchable

proteins®.

Ukolem diplomové prace Marie Kolatové bylo pokusit se vylepsit prostorové rozliseni
konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu za vyuziti dynamické saturaéni optické
mikroskopie (DSOM) aplikované na svétlem piepinatelné proteiny. Ackoliv se jednalo o
naro¢né téma, zhostila se jej velmi dobfe a praci dovedla k uspé€Snému konci.

Prvnim krokem bylo otestovani fotofyzikalnich vlastnostni svétlem piepinatelnych
proteind Dronpy a jejich klonl pfimo v Zivych kvasni¢nych buiikach, kde ziskala poznatky
Siroce aplikovatelné pro rizné fluorescencni metody vyuzivajici svétlem prepinatelné
fluorescenéni proteiny. Ziskané znalosti poté vyuzila pro optimalizaci vytvareni obrazku se
zvySenym prostorovym rozliSenim. Podaftilo se nejen dosahnout dvakrat vétsiho prostorového
rozliSeni, ale zadroven zvysit kontrast a potlacit autofluorescencni pozadi.

Uskali tématu diplomové prace spo&ivalo zejména v jeji inovativnosti a komplexnosti.
Inovativnost mimo jiné znamenala, Ze UspéSny vysledek byl velmi nejisty a dala se najit jen
velmi malé podpora v existujici literatufe. Navic méfeni probihala na pribézné vylepSovaném
svépomoci stavéném fluorescenénim mikroskopu, ktery ne vzdy fungoval tak, jak se
ocekavalo a tim kladl velké naroky na pozorné vyhodnocovani ziskanych vysledkt a
vylouceni artefaktti. Tohoto dil¢iho tikolu se Marie Kolafova zhostila velmi dobfe a vyznamné
tak prispéla k vyladéni pfistroje.

Komplexnost prace spocivala v nutnosti zvladnout vSe od piipravy bunék vetné jejich
genetické manipulace, ptes detailni pochopeni principu a realizace pouzivaného mikroskopu,
jak hardwarové tak softwarove, az po matematické odvozeni modeli pfepinani a analyzu dat.

Marie Kolafova prokazala, ze je schopna samostatné védecké prace. Umi pracovat s
literaturou a vyhledat v ni poznatky diilezité pro vyhodnoceni vlastnich dat, je dostate¢né
kriticka pfi vyvozovani zavéra a disponuje invenci nutnou pro dal$i samostatné rozvijeni
studovaného tématu. Vysledky prezentované v této diplomové praci tvoii zaklad piipravované
publikace do mezinarodniho recenzovaného ¢asopisu (Biophysical Journal).
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V Sydney, Australie, dne 18.5.2011 Mgr.Ales Benda, Ph.D.



