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“ Fluorescence Spectroscopy: Advanced methods and their defined applications in protein
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Disertacni prace Mgr. Petra Pospisila prezentuje sadu péti riznych aplikaci pokroc¢ilych metod
fluorescencni spektroskopie v oblasti biofyziky a fyzikalni chemie. Jak jiz napovida nazev,
prace neobsahuje systematicky vyzkum jednoho védeckého problému, ale jde spiSe o vybrany
soubor dil¢ich problematik/projekti provazanych spolupracemi a metodikami praktikovanymi
v laboratofich Skolitele. Zde je nutno podotknout, Ze pouze 4 z 5 uvedenych aplikaci maji pfimy
vztah k proteinovému vyzkumu, jak by bylo mozno oc¢ekéavat z ndzvu prace. Zbyvajici aplikace
popisuje fotochemii tetrapyrolovych makrocykll v pfitomnosti tézkych atomil a schématu se
vymyka. Piinos prace vidim kromé specifickych vysledk jednotlivych podprojektii i v osvéte
¢tenaiského fora v oblasti aplikovatelnosti ne zcela béznych fluorescencnich technik.

Prace je napsana v anglickém jazyce a obsahuje pfiméteny pocet relevantnich citaci. Formalné
je ¢lenéna do ti hlavnich sekei. Uvodu, popisu experimentalnich metodik a vysledkové &asti.
Uvod popisuje dostatedng Siroce jev fluorescence a poskytuje teoreticky zaklad pro pochopen
vétSiny vyuzitych principi. Drobnou vyhradu mam k umisténi citaci u rovnic, kdy ¢asto neni
citace k rovnici jednoznatné pfifazena. TéZ mam vyhradu k pouzivani terminu ,,average
lifetime* pro veli¢inu definovanou rovnici 1.16 na str. 10 a dale v textu. Rovnice popisuje
,mean lifetime* pocitany dle definice stfedni hodnoty pomoci prvniho momentu. Obcas
v literatufe pouzivany ,,average lifetime* ma jinou definici a jiny fyzikdlni vyznam.

Experimentalni ¢ast dostatecné popisuje obecné principy pouzitych metodik, detaily je mozno
najit v pfilozenych publikacich. Zde mém nésledujici vyhrady. U vysvétlujiciho textu pod
rovnici 2.5 (str. 28) je nestastné pouzito teCky tak, Ze neni jasné, zda se jedna o nasobeni
v nekorektni rovnici nebo o konec véty. V rovnici 2.25 na str. 39 je veli¢ina FRa nespravné
oznacovana jako ,,percentage” evokujici rozsah 0-100. Jelikoz jde o ¢islo z intervalu <0,1>
meélo by byt Iépe oznaceno terminem “fraction”.

Vysledkova ¢ast disertacni prace je zaloZena na 3 hodnotnych publikacich v recenzovanych
zahrani¢nich Casopisech (impaktni faktor 3.2 - 12.0), jedné publikaci v ptipravé (rukopis
ptilozen) a jedné FCS studii stru¢né popsané v predlozené praci. O dobrém ohlasu védecké
komunity svéd¢i 14 nalezenych citaci (wos). Mgr. Pospisil je prvnim autorem u jedné
z publikovanych praci. Jelikoz je v disertacni praci a pfiloZzenych publikacich prezentovan
vysoce kolaborativni vyzkum (6-9 spoluautori, minimaln¢ 3-4 védecké instituce — mnohdy
zahrani¢ni), je Zadouci, aby doktorand specificky a detailn¢ popsal vlastni participaci a pfinos
k jednotlivym pfilozenym publikacim a vysledkovym sekcim. Ztextu neni podil na
prezentovanych vysledcich explicitné jasny.

V zavéru prace je zafazen seznam zkratek, ktery bohuzel neni vyhotoven disledné a tada
netrividlnich pouzitych zkratek tam neni uvedena, namatkou IVR, LSCM, CT, apod.

K obsahu prace mam naésledujici otazky a pripominky:



V abstraktu prace je uvedeno: ,,...various fluorescence techniques were developed and
applied...“. Kter¢ z pouzitych metod byly autorem nové¢ vyvinuty? Z textu prace to neni
ziejmé.

Na str. 22 je uvedeno, ze pomér signal/Sum (SNR) u dohasinani fluorescence obvykle
ptevysoval hodnotu 1000. Jak byl SNR pocitan? Dle zavedené definice SNR=
sqrt(Imax) vyplyvajici z Poissonova rozdéleni Sumu by v maximu dohasinani (Imax)
mélo byt minimalné 10° pulzfi. Obrazky na strané 54 tomu viak zdaleka neodpovidaji.
Jde o zminénou vyjimku?

Dipolové momenty zdkladniho a excitovaného stavu jsou vektorové veliiny. V
Lippertové rovnici 2.2 na str. 25 vSak jejich vektorovy charakter neni zahrnut. Jelikoz
rozdil vektort je jisté¢ obecné jiny nez rozdil jejich velkosti, zanedbani ovlivni vysledek.
Jaka je korektni forma Lippertovy rovnice dle ptivodnich zdrojt?

V popisu konstrukce a zpracovani Casové relaxace spekter (TDFS) jsem nenasel
proceduru korigujici na ¢asovou konvoluci s funkci odezvy aparatury, kterd jisté
ziskané relaxacni Casy, predevsim ty kratsi, ovlivni. Dekonvoluce je pfitom bézna pii
vyhodnocovani fluorescen¢nich dohasinani. Pro¢ nebyla pouzita?

Tab. 3.2, str. 53: Se vzrustajici teplotou obvykle doba zivota fluorescence klesa. Zde u
vSech studovanych systémi signifikantné stoupala. Vysvétlete prosim.

Jak spravné méfit dobu Zivota fluorescence u systémil s relaxujicim spektrem, kde je
obecné na kazdé emisni vinové délce prubéh dohasinani odlisny?

Sekce 3.5, obr. 3.19 a 3.20: Je mozno bez negativni kontroly v ptipadé pouzité stiidavé
(PIE) excitace jednoznacné tvrdit, Ze je pozorovand kroskorelace vysledkem formace
komplexu (napf. str. 86 dole)?

Zaverem konstatuji, Ze predlozena disertacni prace pfinasi fadu pivodnich védeckych poznatka
vyznamnych pro $ir§i védeckou komunitu a autor prokazal schopnost samostatné¢ védecké
¢innosti. Pfedlozena prace jisté splituje kritéria kladena na doktorskou disertacni praci, a proto
ji doporucuji jako podklad k obhajobé pro udéleni titulu PhD.
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