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Slovni vyjadreni, komentare a pfipominky oponenta:

Studentka se ve své bakalaiské praci zabyvala vytvofenim konstruktu, ktery by umoznil detekci
aktivace G proteind a méfeni linedrniho dichroismu pomoci dvoufotonové mikroskopie. Za timto
ucelem se pokusila ukotvit zluty fluorescenéni protein Venus na proteinovy GB/Gy dimer pomoci
zkraceného linkeru. To zahrnovalo ziskani DNA pozadované velikosti, zbaveni koheznich koncti a
jejich cirkularizaci s naslednou transformaci do bun€k E. Coli. Z narostlych kolonii poté izolovala
DNA a metodou transfekce vlozila plazmidovou DNA do bunék HEK 293, na kterych poté
provedla kontrolu, zda lze pomoci dvoufotonové polarizaéni mikroskopie pozorovat linearni
dichroismus. Toto se podafilo jen z ¢asti, pouze pro Gy podjednotku. Izolace G podjednotky se
nezdafila a prace na jeji izolaci by mélo byt pfedmétem dal$iho studia. Nicméné Gy podjednotka
plasmidové DNA byla uspé$né izolovana a vlozena do bunék HEK 293 a pomoci dvoufotonové
mikroskopie byl pozorovan slaby linearni dichroismus. Byt' nedoslo k 100% splnéni vyty¢enych
cilt, povazuji vysledky za originalni a praci doporucuji k obhajob¢.

Uvod préce je napsan piehledng, rovnéZ tak &ast Cile prace a Material a metody. Nicmén& musim
vytknout kombinovani moderniho a star$iho psani vyrazi typu ,,sepharosa“ a hned vedle v té¢ samé
veéte ,,agaroza® (napf. str. 6, oddil 1.3.1.2), neskloniovani latinskych jmen (oddil 1.3.1.1), pouzivani
zargonu typu ,transfekovat“ namisto ,transfikovat* apod. Text je vyrazné ovlivnén anglickou
literaturou, takze se objevuji slova jako ,,band* (str. 19).

Obrazky a tabulky jsou uvedeny na vhodnych mistech, nicméné na vétSinu z nich neni v textu
odkaz (obr. 4, 6, 7, 9 — 13, tab. I — IV) nebo je Spatny (na str. 19 je odkaz na obr. 8, ale na mysli
ma autorka pravdépodobné obr. 12).

Nekteré postupy, jako napt. purifikace DNA by si zaslouzily odkaz, napf. na webové stranky
vyrobce, popf. manual. (str. 16, 3), str. 17, 6) apod.)

Cast Vysledky je trochu zmate¢na nebot na str. 19 oddil 2 se hovoii o Gsp&ném vytvofeni
plasmidu pro Gy podjednotku (Gy2-1-155-trunc-Venus), ale popis u obr. 12 uvadi Gy-1-154-trunc-
Venus (stejné€ tak v diskuzi). Podobné ve vysledcich se piSe o GB1-156-239(-trunc)-Venus, ale
v diskuzi je GB1-155-239-trunc-Venus, takze neni zfejmé, kde pfesné byl fluorescenéni protein
predélen (rovnéz obrazky na str. 13 se neshoduji s textem). Pfedpokladam ale, Ze tato informace
neni pro praci zasadni.

Na zavér bych chtél zminit nejednotny format citované literatury. Zatimco prvnich 14 odkazi
vyjmenovava jednotlivé autory, dal§i uz vyjmenovavaji pouze jednoho autora + kolektiv (15,20),
n€kde je dokonce kombinace nekolika autori s et al“ (16 a 18), popf. jsou autofi uvedeni 2x.
(16). Vrcholi to 20. citaci, kde je uvedeno, Ze je ,,manuskript v druhém kole reviews*, pfitom tento
¢lanek vysel jiz v roce 2011.

Piesto se domnivam, Ze tyto nedostatky nebrani tomu, aby studentka mohla uspé$né obhajit svou
bakaléiskou praci.

Pripadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:

1. Jaka je opakovaci frekvence femtosekundového laseru, o jaky typ popt. znacku a model laseru
se jedna?

2. Pouzivate jako elektroopticky polariza¢ni modulator Pockelsovu celu? S jakou frekvenci je
schopna pracovat?

3. Ke zpracovani obrazki ziskanych 2PPM pouzivate vlastni software nebo komeréni?

4. Vysveétlete presnéji (napft. u obr. 5), co znamena, Ze Zlutou barvou jsou znazornény paprsky
polarizovaného svétla, které nedopadly kolmo na fluorofor. Znamena to, Ze zelené, popk. Cervené
jsou znazornény ty, které dopadaji pod tthlem 0°, resp. 90°, ostatni thly zluté? Co znamena
horizontalni a vertikalni smér na fluorofor? (str. 11)




