
Oponentsky posudek doktorske disertacni prace Mgr.Hany Vaisocherove:
,,Monitoring of Biomolecular Interactions for Nucleic Acids Research."

(,,Studium biologicky vyznamnych interakci nukleovych kyselin.")

Disertacni prace Mgr.Hany Vaisocherove jc venovana mimofadne zajimavemu a
aktualnimu tematu - optimalizaci molekularnich rekognicnich elementu v modernich
biosenzorech zalozenych na mefeni eharakterislik povrchoveho plasmonu buzeneho
evanescentni vlnou ve stratiiikovane struktufc optickcho senzoru s vrstvou zlata. Rada
vyslcdku tcto prace je nesporne velmi cenna i pro bezprostfcdni lekafske aplikace
v modernich diagnostickych metodach.

Disertacni prace je napsana v anglictine. Prvni east discrtacc v ro/sahu 45 stran je
zpracovana jako uvod do publikaci, ktere jsou dale uvadcny in extenso ve dvanacti
samostatnych pfilohach. Z nich je mozno ziskat pfehled o vlastnich vysledcich disertantky.
V teto uvodni casti jsou uvedeny jednak xakladni informace o interakcich v nukleovych
kyselinach a vysvetlcna fyzikalni podstata cinnosti optickeho biosen/oru zalozeneho na
mefeni posuvu re/onaneni vlnove delky pro vznik plazmonu v tenke vrstve zlata. K tomuto
spektralnimu posuvu docha/.i v duslcdku zmen indexu lomu zpusobenych navazanim
molekul na aktivnim povrchu sen/oru. Tento fyzikalni princip je pak v disertacni praci
vyuzivan pro studium ro/manitych interakci mezi biomolekulami. Pfehlcdnc jsou proto
uvedeny ruzne melodiky pro immobilizaci molekul na povrsich senzoru. V praci byly
pouzivany ctyf nebo osmikanalove senzory s postupnou excitaci dvou povrchovych
plasmonu, ktcre byly vytvofeny v Oddeleni optickych senzoru Ustavu radiotcchniky a
elektroniky Akademie ved CR v Praze, kde disertantka pusobila. Uspesnc se vcnovala
podrobnemu studiu optimalizace molekularniho rckognicniho elementu, ktery je klicovym
mistcm pfi vyuzivani techto senzoru v biologicko-lekafskych aplikacich pfi sledovani
interakce mezi ruznymi biomolekulami.

Cile disertaeni prace, tykajici se immobilizace receptoru na povrchu senzoru jsou
defmovany na str.16. V dalsi casti prace jsou popisovany vlastni vyslcdky, jichz se podafilo
disertantce ziskat:

1) Byla vyzkousena cela fada metodik pro immobilizaci proteinu. Pfitom se zjistilo.
ze nejvhodnejsi a versatilni metodou je pouziti samoorganizujicich se monovrstev. Zejmena
bylo rozpracovano a optimalizovano navazovani molekul pomoci alkylthiolu a uspesnc
pouzito pro immobilizaci nekolika ruznych protilatek (proti imunoglobulinu E a G, kfenove
peroxidaze a lidskemu choriovemu gonadotropinu). Vyznamnym uspeehem bylo zlepseni
citlivosti detekee protilatek v krevnim scru proti viru Epstein-Barrovc, ktery je puvodcem
infekcni mononuklcozy. V souvislosti s tim byly rovnez ovcfcny experimentalni moznosti
osmikanaloveho senzoru. Tyto vysledky byly publikovany a jsou uvedeny podrobne
v pfilohach II, III, IV a VII. Zkusenosti zde ziskane vyuzila disertantka rovnez k sepsani
velmi zasluzncho pfehledneho clanku o vyuziti senzoru s plazmonovou rezonanci v lekafske
diagnostice (pfiloha XI).

2) Dalsi cast prace je venovana studiu interakci v nukleovych kyselinach, zejmena
hybridizaci. Pomoci metod optickc spektroskopie byly sledovany hybridizace nonamernich
duplexu a urcena jejich stabilita. Vysledky tohoto studia byly publikovany a jsou uvedeny
v pfiloze I.



3) Illavni cast prace se soustfed'uje na problematiku interakci oligonukleotidu
studovanych pomoci plazmonoveho senzoru. Zde se podafilo uspesne vyfesit otazku
immobilizace a to pomoci spontanne se uspofadajici alkylthiolove matrice za soucasneho
vyuziti systemu biotin-avidin. Vysledky na oligonukleotidech a nukleovych kyselinach jsou
obsazeny v pfilohach VII a IX. Ukazalo se, ze pouzita experimentalni metoda je vhodna i pro
sledovani casovych prubehu vazebnych reakci.

4) Pomoci osmikanaloveho senzoru s vrstvou navazaneho avidinu se podadfilo
v realnem case monitorovat aktivitu viru HIV, respektive jeho integrazy, ktera katalyzuje
jeho zaclenovani do hostitelskeho genomu. Tato skutecnost je velmi vyznamna z hlediska
pfipravy moznych leciv nemoci AIDS.

Cela prace Mgr.Hany Vaisocherove svedci o torn, ze dokonale ovladla nekolik oblasti
molckularni biologic. Soucasne se ji podafilo dosahnout vybornych vysledku, ktere mohou
mit bezprostfedni aplikaci v humanni medicine ( diagnoza mononukleazy, stanovovani
gravidity a imunodeficience). Velmi ocenuji zejmena tu skutecnost, ze byl v ramci teto prace
pfipraven souhrnny referat o moznostech biosenzoru s plazmonovou tczonanci v dagnostice.

K praci same nemam zadne podstatne pfipominky. Vysledky byly vetsinou
publikovany a prosly tudiz oponentnim fizenim. Mam pouze jedinou poznamku, ktera se tyka
zpracovani autorskeho referatu. Ten totiz v podstate reprodukuje text v samotne praci.
Domnivam se, ^e autorsky referat by mel byt zpracovan tak, aby bylo jasne" a hlavne
pfchledne videt, v cem je autoruv vlastni pfinos.

Domnivam se, ze tato prace naprosto vyhovuje pozadavkum na doktorske prace. Co
nejvfeleji proto doporucuji, aby na jejim zaklade byl Mgr.Hane Vaisocherove udelen titul
PhD.

V Praze dne 22.zafi 2006


