Oponentsky posudek na magisterskou prici Tomase Fessla:
wSestaveni a zprovoznéni aparatury pro méieni fluorescen¢nich spekter
jednotlivych molekul*.

PredloZena magisterska prace Tomase Fessla je vénovana mimofadné aktualnimu
a zajimavému tématu — experimentalnimu studiu jednotlivych molekul metodami emisni
spektroskopie. Pozistava ze Ctyf hlavnich €asti a zavéru.

V pomérné rozsahlém tvodu je popisovana problematika spektroskopie
jednotlivych molekul a to se zvlaStnim zietelem na experimentilni podminky
spektroskopickych meéfeni. Postupné jsou rozebirany obecné faktory, které limituji
podobna méfeni, zejména Sum a rusivy signal pozadi.

Znacna pozornost je vénovana nejrizné€jsim technikam spektroskopickych méfeni
na jednotlivych molekuldch. Je vysvétlen princip Cinnosti lavinovych fotodiod,
modernich dvojdimenziondlnich  faddkovych CCD detektorti svétla s kanalkovymi
zesilovaci fotoelektronti, jakoz i kifemikovych CCD kamer se znisobenym vytéZzkem
¢ipu. Daéle jsou postupné rozebirany rtizné mikroskopické techniky, jeZ byly v oblasti
spektroskopie jednotlivych molekul jiZ Gspeésné pouzity. Jedna se piedev§im o skanovaci
metody vyuzivajici vyhod konfokédlni mikroskopie véetné buzeni fluorescence
miniaturnim  optickym vldknem vreZimu mikroskopie blizkého pole. Dalsim
experimentalnim pfistupem je mikroskopie S$irokého pole, jeZ pro zobrazovani
jednotlivych molekul vyuZiva povrchové buzeni evanescentni vinou v epifluorescenci
nebo techniky spektroskopie Gplného vnitiniho odrazu (TIR).

Velmi podrobné informace o prostorové orientaci molekul lze ziskat pomoci
méfeni polarizované luminiscence. Buzeni luminiscence polarizovanym svétlem v reZimu
spektroskopie uplného odrazu je vhodné ke studiu geometrie molekul. Naopak sledovani
zmén ve spektralnim sloZeni emise jednotlivych molekul poskytuje informaci o
nejbliz§im okoli dané molekuly. Uéinnou metodou pro stanovovéani vzajemnych
molekularnich vzdalenosti donoru a akceptoru jakoZ i pro sledovani konforma¢nich zmén
v biomakromolekulach je Férsteriv fluorescenéni resonan¢ni pienos energie (FRET).
Zaveér této Gvodni ¢asti je vénovan vyhoddm dvoufotonového buzeni luminiscence a
Casové zavislym dynamickym studii, zaloZenym na méfeni dob dohasinéni fluorescence.

Cela tato uvodni c¢ast poskytuje fadu cennych informaci o sloZité moderni
spektroskopické technice ke sledovani jednotlivych molekul, a to véetné &asteéného
rozboru nékterych inherentnich experimentalnich obtiZi. Ze zpracovani je jasné patrné, Ze
se diplomantovi podafilo proniknout do této experimentalné obtizné problematiky.

Experimentalni ¢ast prace popisuje jednak pouZité materidly i méfici techniky.
Pro méfeni byla sestavena aparatura s He-Cd laserem, invertovanym optickym
mikroskopem se zafizenim pro spektroskopii totalniho vnitiniho odrazu, zobrazujicim
spektrografem a modernimi detektory svétla. Spektrograf byl nejprve kalibrovan pomoci
neonové a argonové kalibracni spektralni lampy.



Vlastni méfeni byla provadéna na vzorcich di-methyl-oxa-karbocyaninu (DIOC),
dale na chlorofylu @ a rovnéZ na slozitéjSim biologickém preparatu — komplexu
fotosystému I z thylakoidni membrany izolované z Prochlorotrix hollandica.

Vyznamnym vysledkem této prace je skuteCnost, Ze se na dané aparatuie podatilo
zachytit velmi dobfe rozliSena emisni spektra jednotlivych molekul DIOC, coZ je nazorng
dokumentovano na obrazcich 16 —23 na strané 38 — 40. Tato skuteCnost svéd¢i o tom, ze
se diplomantovi podafilo splnit stanoveny cil prace.

V pfipadé chlorofylu a se bohuZel zatim nepodafilo zachytit jednotlivé molekuly
jako v komplexu fotosystému I, jak je ukdzano na obrazku 30 na str.43.

K praci mam nasledujici pfipominky:

Domnivam se, Ze tak mimoifadné zajimavé tématice by meélo odpovidat i
adekvatné pe¢livé zpracovani. Formalni strance prace méla byt dle mého soudu vénovana
vétsi pozornost. Také stylizace jsou misty dosti neobratné. Za nejvétsi nedostatek
povaZzuji tu skute¢nost, Ze v préaci nejsou Cislovany matematické vztahy a rovnéz to, Ze
v textu Casto chybi popis pouZivanych symboli. Pokladdm za zbyte¢né oddélovat
pomlckou sloZeniny jako dvou-fotonovy, dvou-hladinovy a pod., jak se to vyskytuje
v celé praci. I kdyz se to v odborné literatui'e ¢asto vyskytuje, neni spravny tvar detekovat
ale detegovat, jak jsem sam pied Case ovéril dotazem v Ustavu pro jazyk &esky. Na str.8
je hu misto spravného hv. V praci je téZ dle mého soudu zbyte¢né mnozstvi anglikanismu
jako na str.5 ,,a/nebo”, str.16 ,,designovaného®“. Na str.9 chybi paginace a na str.10 by
mélo byt fosforescenéni stinitko misto fosforové. Domnivam se, Ze v piejatych slovech
by se mé&lo pfihliZet spise k jejich piivodnimu pravopisu — tedy skanovat misto skenovat.
Také uvodni seznam pouZitych zkratek obsahuje fadu nepfesnosti: CCD je nabojové
vazany prvek, FWHM je plna Sitka v poloviné maxima — pro¢ genitiv?, OD neni
neutrdlni (3edy) filtr, ale jeho charakteristika optickd hustota, PMT je dle mé zkuSenosti
zkratka pro b&Zny fotonasobi¢, pro mikrokanalkovy fotonasobi¢ bych volil MCPMT, TIR
je zkratka pro totalni vnitini odraz.

Pies uvedené nedostatky se domnivam, Ze tato prace pln€¢ dokumentuje, Ze Tomas
Fessl zvladl obtiZnou experimentalni techniku v jedné z nejmodernéjSich oblasti optické
spektroskopie. Aktivné se podilel na konstrukci unikatni aparatury a také se mu podatilo
ziskat dobie rozlisitelné optické signaly od jednotlivych molekul. Proto doporuéuji tuto
praci pfijmout k obhajobé. Nedomnivdm se vSak, Ze by mohla byt vzhledem k fadé
uvedenych formalnich nedostatki klasifikovana nejvys$Sim stupném.

Stk J Atk

V Praze dne 10.kvétna 2006 Doc.RNDr Ofakar Jelinek,CSc.



Oponentsky posudek
magisterské price Tom:aSe Fessla:
wSestaveni a zprovoznéni aparatury pro méveni fluorescenénich spekter

jednotlivych molekul“

PredloZena magisterskd prace popisuje budovini aparatury pro méreni
fluorescencnich spekter jednotlivych molekul, jeji testovdant a prvni sady experimentdlnich
vysledku.

JelikoZ jsem velmi dobie obezndmen se vznikem této aparatury v laboratofi doc. F.
Vachy na Ustavu fyzikalni biologie J§U a Ustavu molekulérni biologie rostlin AVCR, musim
pfedem svého hodnoceni fici, Ze se jedna o unikdtni zaFizeni, které nema obdobu v Ceské
republice (a ve svété také neni mnoho srovnatelnych zafizeni). Jedinednost této aparatury je
pfedevS$im v extrémné velké citlivosti, nizkém Sumu a vynikajicich zobrazovacich
vlastnostech zéroveii s vybornym spektralnim rozli§enim - v budoucnu navic kombinovaném
s fluorescencni korelaéni detekei. Rozjezd kazdého takového unikatniho zafizeni je spojen
s mnoha drobnymi i vétSimi, pfedvidatelnymi i neodekavanymi potizemi a uskalimi. Jejich
postupné prekonévani, budovani know-how a vytvafeni standardizovanych experimentélnich
postupil vyZaduje soustfedéné usili. V tomto pfipadé se o rozjezdovou fazi budovani zaslouzil
zejména dr. Adamec a vyznamné pfispél i Tomas§ Fessl, ktery tim prokéazal schopnost
soustavné védecké prace.

Magisterska prace TomaSe Fessla podava nejprve pfehled mladého perspektivniho
oboru spektroskopie jednotlivych molekul (SMS). Jsou zde nastinény zakladni principy a
pouZivané experimentélni postupy s piiklady z literatury. Experimentalni ¢ast podava popis
aparatury a jeji kalibrace a dale jsou prezentovany vysledky méfeni barviva DIOC,
chlorofylu-a, a komplexu fotosystému I.

Celkoveé je prace piehledna, dobfe ¢lenéna, ale jazykova a stylisticka stranka méa
daleko k dokonalosti. Z této formalni stranky bych zejména vytknul:

- zbytetné (a n€kdy nepiesné) pouzivani cizich slov, napf. objektivy navrzené pro

ur€ité pozorovani jsou uvedeny jako ,,objektivy ... designované pro ...«

- nepiesné pouZivani n€kterych terminti (laserova barva misto barvivo, fosforové

stinitko misto fosforescenéniho atd.), zkratek (napf. u totalni vnitFni reflexe TIR
zapominate uvadét vnitfni, OD znamena optickou hustotu) a jednotek (stuperi

Kelvina se piSe jen K, nikoliv °K)



otrocky pieklad n€kterych anglickych termini, které pak plsobi aZ komicky, napf.
frame-transfer kamery (kamery s pfesunem snimku) jsou uvadény jako ,kamery
s ramcovym posunem® (Pokud neni jasny ustdleny ¢esky ekvivalent, je snad Iépe
nechat tyto ndzvy v origindle)

neSikovné uspfadani vét a zvolené formulace n€kdy vedou aZ k nespravnym
vyrokiim, i kdyZ pouceny ¢tenaf si domysli, co chtél autor fici

Casto chybi citace u pfevzatych obrazkd a u rovnic, které jsou predloZeny bez

odvozeni.

Obsahové strance predloZené prace bych vytknul zejména toto:

popis experimentalni aparatury mél byt podrobné&j$i. Napfiklad chybi zminka o
tom, Ze spektrometr obsahuje v sobé kromé dvou miiZzek také zrcadlo a wvibec
chybi popis zobrazovaci spektroskopie. Nékteré ¢asti aparatury maji chybny nazev
nebo oznaceni pivodu (kfemenny hranol pro TIR je vyroben v optickych dilnach
MFF UK a ne v Turnové atd.).

popis kalibrace aparatury se omezuje jen na spektralni kalibraci a nezmifiuje se o
prostorové kalibraci a o0 méfeni a korekci spektralni odezvy systému.

diskuse a zavér jsou pfili§ stru¢né, postradam tfeba porovnani s podobnymi
vysledky v literatufe a vice zamyS$leni nad vyznamem ziskanych vysledki a

budoucim sméfovanim.

Béhem obhajoby bych pozadal o zodpovézeni téchto otazek:

¢ Princip cinnosti zesilované CCD kamery (I-CCD) je na str. 13 popsan velmi zmatené.

Vysvétlete jaké hlavni soucasti tato kamera ma a na jakych jevech je zaloZena jejich

¢innost.

¢ Velmi vyznamnym a jedineCnym jevem pii pozorovani jednotlivych kvantovych zdroji

svétla (molekul, nanokrystall) je intermitence. Ve své praci se o ni pfili§ nezmifiujete.

Vysvétlete v ¢em intermitence spociva a zda jste ji pozoroval pfi svych experimentech.

¢ V aparatufe je pouZit zobrazovaci (imaging) spektrometr Triax 320. Cim se lisi od

klasickych spektrometri a monochromatori? Jaké jsou principy a vyhody zobrazovaci

spektroskopie?



¢ Posledni otézka je spiSe diskusni. Myslite, Ze by se dalo uvazovat i o absolutni kalibraci
aparatury (nebo alespoii ur€itych méfeni) scilem ur¢it kvantovou ucinnost emise

pozorovanych objekt?

Celkové lze konstatovat, Z7e magisterska prace Tomase Fessla spliiuje poZadavky
kladené na diplomové prace. Diplomant prokazal schopnost podilet se na zrodu novych
experimentalnich technik, ziskat prvni systematickd data a zpracovat je. Jelikoz ovSem
formalni a obsahova stranka ma zna&né nedostatky, navrhuji hodnoceni diplomové prace

znamkou velmi dobie (2).

V Praze, dne 17. kvétna 2006

Doc. RNDr. Jan Valenta, PhD.
KCHFO, MFF UK v Praze



