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Slovni vyjadreni, komentare a pripominky vedouciho/oponenta:

PfedloZzena diplomova prace se zabyva praktickym vyuzitim simulaci v oboru spektroskopie
jednotlivych molekul. Jeji tézisté spociva ve vytvoreni softwaru pro simulaci Brownova pohybu
v ohrani¢eném prostoru (koule, vélec) a nasledné vypocty fluorescence pii prichodu fluorofért
konfokalnim objemem s moznosti simulace FRET.




Prace obsahuje (bez tivodnich formalnich listi) 79 stranek, je ¢lenéna do 6 kapitol. Ve stru¢ném
uvodu je dosti neodbornym jazykem popsana zakladni interakce svétla s hmotou, absorpce,
fluorescence. V kap. 2 autor popisuje metody detekce fotond emitovanych z jednotlivych molekul.
Jazyk ptrechdzi v odborny, nicméné, pro uréité spektrum ¢tenaiii mize byt na obtiz, podle mého
nazoru nevhodna cita¢ni norma ISO 690, kdy i pro publikace z béznych impaktovych ¢asopist
nenalezneme nic vic nez hyperlink na elektronickou verzi na siti. Podle mého nazoru by se tato
nova forma citaci neméla v ptirodnich védach vibec pouZivat, vilbec — mozna az na vyjimky, kdy
jind moznost citovani zdroje, jiny zdroj neZ internet, neexistuje. Nejrozsahlejsi ¢ast je kap. 3 (45
stran), kde autor popisuje po jednotlivych podkapitolach a odstavcich opravdu velké mnozstvi
vlastnich originalnich vysledkt. Zlatym hiebem diplomové prace je kapitola 4, kde je velmi
struéné, prestoze jde o 3,5 strany, velmi pékné€ shrnuto vse, co student v prubéhu magisterského
studia zvladl a co se podatilo udélat. K seznamu pouzité literatury v kap. 5 mam jiz vySe zminéné
vyhrady, kap. 6 obsahuje seznam ptiloh, bohuzel v magisterské praci je hojné pouzivano zkratek —
neskodilo by v tvodu ¢i v zavéru prace dodat seznam vSech zkratek.

U predkladané prace ocenuji v prvé fadé odbornou uroven prace, originalitu vysledku a to, ze
simulace maji vyznamné praktické vyuziti pro laboratof Skolitele.

Grafickou, jazykovou a formalni uroveri jsem ohodnotil jako podprimérnou, i kdyZ mozna
v dnesni dobé€ je jiz primérnd — a to z diivodu pfedev§im formalni urovné: autor pouzZivéa rizné
formy zapisu matematickych funkci (napf. e* a exp(x), str.11 a 12), fada veli¢in je nejednotné
oznalena, chybi ¢asto v klicovych mistech vysvétleni n€kterych proménnych a veli¢in, volné se
pouziva v Ceském textu nepielozenych anglickych, ¢i americkych oznaceni (napf. atan x coby
arcitg x), atd. atd. Kdyz uz jsem kritizoval ISO 690, pak jesté spiSe ke Skoliteli nez ke studentovi
mam piipominku ohledné citovani a prace s literaturou (u¢me studenty pracovat s védeckymi
informacemi!): To, co je v obecném podvédomi, necitovat, ale uvedu (pokud je to nutné pro
srozumitelnost textu) bez jakékoliv citace (prace Einsteina z roku 1905), kazdy pochopi, Ze nejde
o muj vysledek, ze nejde o plagiat, a staré prace si ptipadné kazdy dohleda (nebylo toho v roce
1905 mnoho publikovéno...). To, co neni v obecném podvédomi, citovat, nicménég, citovat
puvodni ¢lanek, aby ¢tenat nemusel pies né€kolik dalSich ¢lankd dohledévat to, co je predmétem
citovani. Autor, ktery vi a orientuje se v literatufe tim usnadni praci ¢tenaftim, kterych je mnoho a
ne vzdy maji na siti pfistup vSude tam, kde vlastné ani informaci — jak se posléze ukaze — ani
hledat nechtéji, nemusi. Klasicka nevhodna citace je na str. 15 nahote (Rigler a spol.?). Domnivam
se, ze my se v piirodnich védach nemusime obavat plagiati (jako védy spole¢enské, humanitni
obory), ale jako autofi bychom se méli spiSe zamyslet nad tim, aby po nas ¢tenaii méli co mozna
nejvic usnadnénou praci ve vyhledavani kli¢ové informace.

Pripadné otazky p¥i obhajobé a naméty do diskuze:
Na obr. 1 na str. 2 mate neradiativni relaxaci, vnitini konverzi a dal$i ptechody excitovanych
molekul. Zeptal bych se tfeba na fluorescenci z S stavu, kterou v diagramu nemate.
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uznat jako diplomovou.
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Slovni vyjad¥eni, komentafe a pFipominky vedouciho/oponenta:

Cilem prace je vytvoreni balicku v jazyce Python pro simulace experimenti konfokalni
fluorescenéni korelaéni spektroskopie. Je simulovana Browntiv pohyb souboru fluorescenénich
molekul, které prochézeji konfokalnim objemem, a je generovan ¢asovy zaznam fluorescence
jednotlivych molekul sestavajici z fluorescenénich zablesku. Pro analyzu tohoto ¢asového
zaznamu byly poté implementovany rutiny pro vypocet autokorela¢ni funkce, FRET histogramii a
metoda ,,Burst Variance Analysis®, kterd umoziuje rozlisit mezi konformac¢né statickymi a
dynamickymi stavy molekul ve vzorku.

V ramci préace byla provedena fada simulaci s riznym experimentalnim nastavenim. Simulace
umoziuji sledovat, jak rizné experimentalni parametry mohou ovliviiovat vysledky méfeni a vést
k odchylkam od teoretickych modelti a potazmo nepiesnostem v interpretaci dat. Autor napiiklad
na zakladé simulaci ukazuje, jak geometrie objemu uzavirajiciho fluorescen¢ni ¢astice ovliviiuje
vypoctené experimentalni parametry jako je difuzni konstanta ¢astic. Jinym ptikladem je simulace
FCS-FRET experimentu, kdy se sleduje, jak frekvence konformaénich zmén sledovanych molekul
ovliviiuje schopnost analyzovat konforma¢ni dynamiku pomoci metody ,,Burst Variance
Analysis™. Vysledky ziskané pomoci simulaci umozni pfesnéjsi interpretaci realnych
experimentélnich dat a pfispéji k prozkoumani mezi pouzitelnosti jednoduchych teoretickych
modeli. Z tohoto diivodu jsou vysledky prace cenné.

Autor prokézal pochopeni fyzikalnich principt a experimentalnich metod a byl schopen toto
pienést do netrivialniho zdrojového kddu, ktery bude i v budoucnu uzite¢ny ve skupiné single-
molekularni spektroskopie. Zaroven zvladnul pfizptisobeni kédu pro rychlé paralelni vypocty na
vykonnych poc¢itatovych klastrech.

Diplomova prace obsahuje 75 stran textu, na ktery navazuje seznam 33 citaci zdroj, z nichz 19
jsou odborné ¢lanky nebo knihy. Prace je doplnéna sedmnacti stranami piiloh technického razu a
dale relativné rozsahlym zdrojovym kédem v jazyce Python. Na prvnich 26 stranach se autor
vénuje teoretickému Givodu do fluorescenéni spektroskopie jednotlivych molekul a blize se zaobira
metodami konfokalni fluorescenéni korela¢ni spektroskopie (FCS) a métenim FRET. Zbyvajicich
49 stran popisuje jednotlivé provedené simula¢ni experimenty a jejich vysledky.

Prace je napsana prehlednym a srozumitelnym zptisobem. Z vécného hlediska nemam zadnych
zavaznych vyhrad, snad jen nékolik drobnych poznamek:

1) Strana 2, obr. 1: Fluorescence nebo fosforescence obvykle probihé ze zakladni vibraéni hladiny
excitovaného stavu, protoze ji predchazi rychla vibraéni relaxace. Z tohoto hlediska miize uvedeny
Jablonského diagram pusobit zavadéjicim dojmem.

2) Strana 20, obr. 5: Obrazek pfiblizuje vyznam piekryvového integréalu, ktery vystupuje ve vztahu
pro rychlostni konstantu FRET. Sluselo by se ale obrazek doplnit uplnéj$im a presnéjSim
vysvétlenim.

3) Z didaktického hlediska by asi bylo vhodné jiz do teoretického ivodu k predstaveni metody
FCS uvést, jak vypada typicky experimentalni signal, ze kterého se poté pocita autokorelacni
funkce. Nezasvéceny ¢tenaf by si pak byl 1épe schopny situaci piedstavit.




Pripadné otazky p¥i obhajobé a naméty do diskuze:

1) Simulace predpovida, ze v piipadé malych objemu uzavirajicich fluorofory dochazi pfi
nafitovani autokorela¢ni funkce jednoduchym modelem k nadhodnoceni difuznich koeficienti. Je
toto pozorovano i experimentalné?

2) V praktické ¢asti se uvadi, Ze metoda ,,Burst Variance Analysis® pro rozliseni konformacné
statickych a dynamickych stavii molekul ma nizkou citlivost v ptipad¢€, Ze se konforma¢ni zmény
déji na asovych skalach, které jsou vyrazné delsi nez je primérna doba prichodu ¢astice
konfokalnim objemem. Jakym zptisobem je mozné v takovém ptipad¢ postupovat pii zkoumani
téchto ,,pomalych* konformacnich zmén?

3) V simulacich byly zkoumany dva rizné dlouhé ¢asové kroky a bylo ukézano, Ze delsi z krok
lus dav4 stejné dobré vysledky jako kratsi krok 0.1us. Pokud by naptiklad primérné doba
prichodu ¢astice konfokalnim objemem byla 1ms, byla by délka kroku 10us nebo dokonce tieba
50us stéle ptipustna?

4) Existuje n¢jaka dalsi situace/uspoiadani, které by bylo zajimavé v budoucnu studovat pomoci
vytvofeného balicku?

Praci

doporucuji

Q nedoporucuji

uznat jako diplomovou.
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vyborné¢ W velmi dobfe W dobie W neprospél/a

Misto, datum a podpis oponenta: V Ceskych Budgjovicich, 9.5.2017




