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Slovni vyjadieni, komentare a pripominky vedeueihe/oponenta:

Diplomova prace Anny Rosenkrancové, ktera vznikla na Fyzikalnim ustavu UK pod vedenim doc.
Mojzese, méla naroény cil: potvrdit hypotézu, ze ,,zdhadna* zelena autofluorescence pozorovana
ve veétsiné bunék je zpusobena karotenoidy. A to pomoci kombinace pokrocilych
spektroskopickych technik: konfokalni fluorescencni a ramanovské mikrospektroskopie, doplnéné
o méetfeni FLIM (zobrazovaci méfeni fluorescenéniho dohasinani).

Prace vychazi z charakterizace absorpce a fluorescence dvou karotenoidi: betakarotenu a
astaxantinu v zavislosti na koncentraci a riznych rozpoustédlech. Jako testovaci systémy jsou
zvoleny tii organismy: Haematococcus pluvialis, Vischeria sp. a Rhodotorula glutinis.

Je ztejmé, Ze rozvrzeni tkolu bylo pro diplomovou praci velmi ambicidézni. Problém vysvétleni
vSudyptitomné zelené autofluorescence (GAF) bunék je stile povétSinou nevyiesenou zahadou.
Ovsem kombinace metod dostupnd na pracovisti Skolitele jist¢ nabizela nadéji na zajimavé
vysledky. MozZnost kombinovat lokalni spektra fluorescence a Ramanova rozptylu je pro tento
ukol velmi perspektivni.

Ackoliv se ukazuje urcitd kolokalizace GAF a ramanovského signalu karotenoidii, zavér neni
jednoznacny. Nelze napiiklad vyloucit pfitomnost dalSich zelené fluoreskujicich latek, jako jsou
produkty metabolizmu ¢i degradace. S tim bych souhlasil — je pravdépodobné, ze GAF nema
jediného univerzalniho piivodce, jelikoz se vyskytuje ve velmi rGznorodych systémech, silné
vzriusta v mrtvych burnkach atd.

Diplomové préace je velmi peclivé zpracovana a napsana v anglickém jazyce na velmi vysoké
urovni. Clenéni je logické a velmi pecliveé propracované, véetné bohatych odkazii na literaturu.

Mam jen par poznamek:

- Schéma konfokalniho mikroskopu ptevzaté jako Obr. 1.3 ma chybné zakresleni chodu
paprskii.

- Samotny termin autofluorescence by moznd stal za rozbor. Pfedpona ,auto” zde
neznamend, ze by fluorescence nastala bez excitace, ale to, ze ji vykazuji struktury bez
dodanych fluorescencnich ,,znacek®. (To pro Ctenaie, ktery se s tim zatim nesetkal).

- Pfi uvadéni pouzitého vykonu laseru (napf. str. 36) je lepsi uvadét plosnou hustotu
v méfeném misté vzorku nebo alespon uvést i velikost stopy.

- Psat pfedponu mikro misto feckého pismena jako ,,u je nepfipustné: 20uW — navic bez
meze mezi ¢islem a jednotkou (str. 43)!

Pro ptipadnou diskusi béhem obhajoby mém tyto dotazy:

1. Korekce spekter na spektralni odezvu aparatury: V ramanovské spektroskopii nebyva
zvykem provadét korekci na ,citlivost aparatury, neb maji spektra maly rozsah a
podstatnd je zejména poloha Car. OvSem u fluorescencni spektroskopie je provedeni
korekce obvyklé a je soucasti dobré praxe. Byla tedy korekce provedena a jak?

2. V zavéru konstatujete ,,More experiments will be needed to fully demonstrate that
carotenoids are the source of the green autofluorescence.” MiiZete nastinit, jak by me¢l
pfipadny nasledovnik postupovat, aby hypotézu ,,plné potvrdil®.

Celkové mohu zhodnotit diplomovou praci Anny Rosenkrancové jako vybornou, plné spliujici
pozadavky na tyto zdvérecné prace magisterského studia.
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