Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Mgr.Hany Vaisocherové:
»Monitoring of Biomolecular Interactions for Nucleic Acids Research.*
(-»Studium biologicky vyznamnych interakei nukleovych kyselin.*)

Diserta¢ni prace Mgr.Hany Vaisocherové je vénovana mimoradné zajimavému a
aktualnimu tématu — optimalizaci molekuldrnich rekogni¢nich elementii v modernich
biosenzorcch zalozenych na méfeni charakteristik  povrchového plasmonu  buzeného
cvanescentni vlnou ve stratifikované struktufe optick¢ho senzoru s vrstvou zlata. Rada
vysledkit této price je nesporné velmi cennd i pro bezprostfedni 1¢kaiské aplikace
v modernich diagnostickych metodach.

Disertacni prace je napsdna v anglicting. Prvni ¢ast disertace v rozsahu 45 stran je
zpracovana jako uvod do publikaci, které jsou dale uvadény in extenso ve dvandcti
samostatnych ptilohdch. Z nich je mozno ziskat pichled o vlastnich vysledcich disertantky.
V této tvodni Casti jsou uvedeny jednak zdkladni informace o interakcich v nukleovych
kyselinach a vysvétlena fyzikdlni podstata €innosti optického biosenzoru zaloZeného na
mefeni posuvu rezonan¢ni vinoveé délky pro vznik plazmonu v tenké vrstvé zlata. K tomuto
spektralnimu - posuvu  dochazi v dbsledku zmén indexu lomu zpiisobenych navazanim
molekul na aktivnim povrchu senzoru. Tento fyzikalni princip je pak v diserta¢ni praci
vyuzivan pro studium rozmanitych interakci mezi biomolekulami. Piehledné jsou proto
uvedeny riizné metodiky pro immobilizaci molekul na povriich senzoru. V praci byly
pouzivany ¢&tyf nebo osmikandlové senzory s postupnou excitaci dvou povrchovych
plasmoni. které byly vytvofeny v Oddéleni optickych senzort Ustavu radiotechniky a
clektroniky Akademie véd CR v Praze, kde disertantka piisobila. Uspésné se vénovala
podrobnému studiu optimalizace molekularniho rekogniéniho elementu, ktery je klicovym
mistem  pfi vyuZiviani t€chto senzorl v biologicko-lékarskych aplikacich pfi sledovani
interakce mezi riznymi biomolckulami.

Cile disertatni prace, tykajici sc immobilizace receptorii na povrchu senzoru jsou
definovany na str.16. V dal$i ¢asti prace jsou popisovany vlastni vysledky, jichZ se podafilo
disertantce ziskat:

1) Byla vyzkousena cela fada metodik pro immobilizaci proteint. Pitom se zjistilo,
Ze nejvhodngjsi a versatilni metodou je pouziti samoorganizujicich se monovrstev. Zejména
bylo rozpracovano a optimalizovano navazovani molckul pomoci alkylthioll a uspéing
pouzito pro immobilizaci nékolika raznych protilatek (proti imunoglobulinu E a G, kienové
peroxidaze a lidskému choriovému gonadotropinu).  Vyznamnym uspéchem bylo zlepseni
citlivosti detekee protilatek v krevnim séru proti viru Epstein-Barrové, ktery je pitvodcem
infekéni mononukleézy. V souvislosti s tim byly rovnéz ovéfeny experimentalni moznosti
osmikanalového senzoru. Tyto vysledky byly publikovany a jsou uvedeny podrobné
v piilohach II, 11, IV a VII. ZkuSenosti zde ziskané vyuzila disertantka rovné k sepsani
velmi zasluzného pichledného ¢lanku o vyuziti senzori s plazmonovou rezonanci v 1ékafské
diagnostice (ptiloha XI).

2) Dal3i ¢ast prace je vénovana studiu interakei v nukleovych kyselinach, zejména
hybridizaci. Pomoci metod optické spektroskopie byly sledovany hybridizace nonamernich

duplext a urcena jejich stabilita. Vysledky tohoto studia byly publikoviny a jsou uvedeny
v ptiloze L.



3) Hlavni c¢ast priace se soustied’uje na problematiku interakci oligonukleotidi
studovanych pomoci plazmonového senzoru. Zde se podafilo uspésné vyfesit otazku
immobilizace a to pomoci spontanné se usporadajici alkylthiolové matrice za soucasného
vyuziti systému biotin-avidin. Vysledky na oligonukleotidech a nukleovych kyselinach jsou
obsazZeny v prilohach VII a IX. Ukazalo se, Ze pouzita experimentalni metoda je vhodna i pro
sledovani ¢asovych pribéht vazebnych reakci.

4) Pomoci osmikandlového senzoru s vrstvou navazaného avidinu se podadiilo
v realném Case monitorovat aktivitu viru HIV, respektive jeho integrazy, ktera katalyzuje
Jeho zaclenovani do hostitelského genomu. Tato skute€nost je velmi vyznamna z hlediska
piipravy moznych 1é¢iv nemoci AIDS.

Cela prace Mgr.Hany Vaisocherové svédéi o tom, Ze dokonale ovladla nékolik oblasti
molekularni biologie. Soucasné se ji podafilo dosahnout vybornych vysledki, které mohou
mit bezprostiedni aplikaci v huménni mediciné ( diagnoza mononukleazy, stanovovani
gravidity a imunodeficience). Velmi ocefiuji zejména tu skute¢nost, Ze byl v ramci této prace
pripraven souhrnny referat o moznostech biosenzoru s plazmonovou tezonanci v dagnostice.

Kpraci samé nemam Zzidné podstatné piipominky. Vysledky byly vétsinou
publikovany a prosly tudiZ oponentnim fizenim. Mam pouze jedinou poznamku, ktera se tyka
zpracovani autorského referatu. Ten totiz v podstaté reprodukuje text v samotné préci.
Domnivam se, Ze autorsky referat by mél byt zpracovan tak, aby bylo jasné a hlavné
piehledné vidét, v ¢em je autoruv vlastni pfinos.

Domnivam se, Ze tato préce naprosto vyhovuje pozadavkim na doktorské prace. Co
nejvieleji proto doporucuji, aby na jejim zakladé byl Mgr.Hané Vaisocherové udélen titul
PhD.

V Praze dne 22.zafi 2006




