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Detekce a stanoveni biologicky aktivnich latek patii mezi zékladni postupy modernich
biovéd. Z hlediska mediciny je vyznamna detekce biomolekul spojenych s rozvojem vazného
onemocnéni. Pro tento tcel se Sasto vyuzivaji rizné typy imunostanoveni, naptiklad ELISA.
V ramci predkladané disertadni prace jsou vyvijeny nové verze imunostanoveni, kombinujici
tradiéni principy ELISA, magnetické nano- a mikroCastice, a klasick€é metody aktivace a
zesiténi, a vyuZivajici novou generaci degekovatelnych znacek, konkrétné kvantové tecky.
Vyvinuté techniky umoznily elektrochemickou detekci rznych proteinil, mimo jiné markery
vybranych onemocnéni.  Z t&chto divodi je disertaéni prace Mgr. Dvotakové aktudlni a

potiebna.

Vzhledem k poétu publikovanych ¢lank mé oponovana disertaéni prace strukturu habilitacni
prace. V tvodni ¢asti tato prace poskytuje uzitecnou a piehlednou obecnou informaci o
syntéze a charakterizaci magnetickych ¢astic, o jejich modifikaci, a nasledném vyuziti
v vriznych oblastech biovéd a mediciny. Nasledujici ¢ast zahrnuje prehled signalnich
molekul a nanomateriali, které jsou vyuzivany v riznych typech biostanoveni. Zavérecna Cast
Gvodu je zaméfena na popis kvantovych tecek, které vykazuji specifické optické a
elektrochemické vlastnosti. Informace byly ziskany z velkého poctu relevantnich publikaci
(v&etné nejnovéjsich publikovanych v roce 2016). Déle prace pokraduje struénym souhrnem
cilt a zam&feni predkladané disertace. Vysledky a diskuse jsou prezentovany formou vyslych,
k tisku prijatych a zaslanych Casopiseckych publikaci. Pfed kazdou publikaci je uveden jeji
struény souhrn a rovn&Z je popsan piislusny podil prace disertantky. Nasleduje struény zaveér

disertace.



K disertani praci nemam zésadni pfipominky. Prace je velmi dobie koncipovana a
srozumitelnd, mnoZstvi pieklept a dalSich nepfesnosti je malé (viz napf. strana 11, spravné
polyethylene glycol, polyethylene imine). Snad bych jen pro vétsi ptehlednost uvitala nazvy

publikovanych praci v kapitole 7 v Obsahu nebo jejich seznam na zacatku kapitoly.

Findlnim cilem predkladané prace je elektrochemickd imunodetekce vybranych biomarkert.
Magnetické Castice slouzi pouze jako nosi¢ pro imobilizaci ligandd, nicméng problematika
magnetickych Céstic je obsahem celé 2. kapitoly. Proto bych méla nékolik nasledujicich

piipominek, které mohou byt zéroven vyuzity jako sou¢ast odborné rozpravy.

- Nastr. 16 v Tabulce 1 je uvedeno (pteklepem pii piepisu nebo chybou v citovaném
¢lanku), ze magnetické ¢astice vykazuji feromagnetické vlastnosti. Podle uvedenych
aplikaci se jednd o oxidy Zeleza magnetit a maghemit, které jsou ve skute¢nosti

ferimagnetické. Jaké materialy vykazuji feromagnetismus a které ferimagnetismus?

- VitéZe tabulce je ddle uvedeno, Ze magnetické Castice o velikosti 5-200 nm jsou
superparamagnetické. Toto tvrzeni miize byt spravné pouze za predpokladu Ze vétsi
struktury obsahuji jednotlivé (tj. od sebe oddélené) superparamagnetické nanocastice.
Jaké Castice vykazuji superparamagnetické chovani?

- Nastran€ 37 v Tabulce 7 je chybné pieloZena zkratka MSPE, ve skutednosti se jedna o
.»Magnetic solid phase extraction. Jaky je rozdil mezi SPE a MSPE?

- Vkapitole 3.5. jsou shrnuty nanomateridly vyuZitelné jako znadky pro analytické
aplikace. Také magnetické ¢astice mohou byt pouZity ke znadeni (napt.

http://www.magnabiosciences.com/technology.html,

http://www.emg.tu-bs.de/forschung/messgeraete/mrx_e.html. Jaky  je nazor

disertantky na mozné pouziti magnetickych nano¢4stic ke znadeni molekul a bunék?

Z ptedlozené disertaéni prace je zfejmé, Ze disertantka vykonala velké mnozstvi kvalitni
experimentalni prace. Vysledky prezentované v disertaci byly rovn&z publikovany
v impaktovanych Casopisech Analytical Biochemistry, Electrochemistry Communications,
Chemické listy (2x) a Monatshefte fur Chemie. V soudasnosti je zaslano né&kolik dalsich
rukopisti. Disertantka prokézala velmi dobrou znalost feSené problematiky a schopnost

samostatné védecké prace, coZ je dokumentovano i odpovidajici publikaéni aktivitou.



Na zaver mohu konstatovat, Ze predlozena disertaéni prace Mgr. Veroniky Dvoiakové je
kvalitni a pIné¢ odpovidd vSem kritériim na disertaéni prace dle § 47, odst. 4, zakona <.
111/1998 Sb. o vysokych Skolach. Vzhledem ke splnéni viech formalnich i odbornych

podminek doporucuji prijmout praci k obhajobé.

Ceské Budgjovice, 30. 12.2016
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Ing. Miroslava Safarikova, PhD.
Oddg¢leni nanobiotechnologie
Biologické centrum AV CR, v.v.i.

Ceské Budgjovice
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related biomarkers
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Téema predlozené dizertacni prace k obhajeni doktorského titulu je vénovano komplexni bio-
funkcionalizaci komerénich magnetickych nanocastic a kvantovych teéek v kombinaci s molekulami
imunoglobulinu G, které maji vyuziti v elektrochemickych biosenzorech, resp. imunosenzorech pro
detekci specifickych analytl, zejména biomarkeru rakoviny a potravinovych bilkovinovych alergenu.
Prace je napséana srozumitelné v anglickém jazyce formou komentovaného souboru péti &lankd
publikovanych v impaktovanych ¢asopisech a tfech manuskriptu, z nichz dva jiz byly odeslany
k recenzi opét do ¢asopisu s IF, a tieti je v pfipravé. V praci jsou vyuzity moderni a inovativni
analytické metody vyuZivajici miniaturizované elektrody a atraktivni nanomaterialy, takze Ize

s jistotou fici, ze zvolené téma prace je vysoce aktualni.

Dizertace pusobi z hlediska Upravy a celkového vzhledu profesionalnim dojmem a obsahuje
pouze minimum typografickych chyb. Je zfejmé, Zze autorka vynalozila nutny ¢as k tomu, aby prace
do tohoto stadia dospéla. Prace je rozdélena do deviti logicky na sebe navazujicich kapitol, kterym
predchazi struény uvod do problematiky. Zavér prace shrnuje nejdllezitéjsi vysledky vyzkumu
autorky. Vysledky jsou srozumitelné diskutovany a podlozeny namérenymi daty. Vzhledem k tomu,
Ze pfilozené publikace jiz byly schvaleny v oponentském fizeni uznavanymi védeckymi ¢asopisy,

nelze pochybovat o kvalité vyzkumné prace. VSechny vytéené cile disertacni prace byly spinény.
K praci mam nékolik pfipominek:

e V seznamu zkratek je uvedeno QDs jako quantum dot like immunoassay. V textu na str. 44

tuto zkratku pouzivate jako quantum dots, v seznamu zkratek se tedy zfejmé jedna o preklep.
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Kvalita nékterych obrazkl neni dostate¢na — napf. obr. 1, obr. 8 a obr. 14 VV obr. 3 a obr. 10

je nevhodné zvolena velikost pisma.

e Na str. 21 ve druhém odstavci o DLS uvadite, Zze velikost je kliCovym parametrem. Pokud
mate na mysli parametr pro DLS analyzu jako takovou, je tfeba doplnit, Ze velkou roli hraje i
tvar nanocastic — komplikace nastavaji u anizotropnich tvaru.

e Na nékterych stranach (19, 21, 23) je zbytecné vynechano prazdné misto, coz Ize upravit
preskupenim odstavcu.

e Vtab. 5je pro SEM i pro TEM metodu uvedena jako nevyhoda, Ze rozli§eni neni tak dobré

jako v pfipadé SEM.

K obhajobé disertacni prace mam nasledujici otazky:

1. Vtab. 3 na str. 20 uvadite zakladni metody pro pfipravu magnetickych nanocastic, ale pouze
jedna z nich je ¢asové nenarocna. Dovedla byste uvést jesté jinou metodu, ktera netrva
dlouho (v fadu minut) a poskytuje relativné monodisperzni nanoc¢astice?

2. Na str. 21 jste zminila dulezitost méfeni Zeta potencialu jako dal$i moZznou metodu
charakterizace nanocastic. Muzete pro predstavu uvést urCity rozsah hodnot tohoto
potencialu, pro ktery plati, ze nanocastice jsou stabilni a nedochazi k jejich aglomeraci?

3. Pro nazev kapitoly 2.3 zabyvajici se metodami imobilizace biorekogni¢nich molekul jste
zvolila ponékud nestandardni pojem ,vektorizace®. Dle literatury se tento vyraz pouziva pro
navazani léCiva na povrch magnetickych nanocastic, které pak slouzi jako ,nanovektory®,
tedy pro cilené doru€ovani I&€Civ. Je opravdu mozné/vhodné tento termin pouzit i ve Vasem
pfipadé, tedy pro souhrnné oznaceni biokonjugacnich technik, které uvadite v podkapitolach
23122327

| pfes zminéné drobné nedostatky ma predlozena prace vysokou kvalitu a prokazuje, ze Mgr.
Veronika Dvofakova ma vyborny védecky potencial. Jeji védeckou aktivitu rovnéz dokazuji pfilozené

vyzkumne ¢lanky v impaktovanych ¢asopisech, z nichZ na dvou je doktorandka jako prvni autorka.

Praci Mgr. Dvorakové doporucuji k obhajobé pro ziskani akademického titulu Ph.D. na

Univerzité Pardubice.

V Brné, 3. ledna 2017 Jana Drbohlavova
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Posudek disertac¢ni prace

Mgr. Veronika Dvoriakova
Micro/nanoparticles functionalized by biomolecules for the detection of disease-

related biomarkers

DisertaCni prace se zabyva modifikaci magnetickych ¢astic a kvantovych tedek riznymi
biologicky aktivnimi molekulami vedouci k vyvoji elektrochemickych imunosensort pro

detekei biomarkerti spojenych s riznymi onemocnénimi (potravinové alergie, rakovina, atd.).

Disertatni prace je psana anglicky, s ¢imZ lze jen souhlasit. Prace piisobi ucelenym
dojmem a je logicky roz¢lenéna. Teoreticka ¢ast pojednava o piiprave, charakterizaci a
vyuziti magnetickych ¢éstic a kvantovych te¢ek v bioanalytickych aplikacich. Experimentalni
¢ast je koncipovana jako komentovany soubor védeckych publikaci. Jde o kvalitni ¢lanky v
impaktovanych ¢asopisech, 3 ¢lanky prosly oponentnim fizenim a 2 ¢lanky jsou rozsirené
abstrakty z konference CECE Junior 2013. Dalsi 3 ¢lanky jsou v pfipravé nebo jiz byly
odeslany k publikovani v odborném tisku.

Po strance obsahové rovnéZ nelze praci mnoho vytknout, nebot’ jednotlivé zdroje dila
proSly oponentnim fizenim a, jak jiZ bylo zminéno, byly/budou publikovany v odbornych

zahrani¢nich ¢asopisech.
Autorka splnila vyt¢ené cile a k vlastni praci bych méla pouze nékolik dotazi:

Velka cast prace se zabyva nespecifickou modifikaci protilatek kvantovymi teckami.
Kolik kvantovych tecek se pfiblizn¢ vaze na molekulu protilatky? Jaka je opakovatelnost
vytézku téchto modifikaci? Piipadné jak je vysledna analyza imunokomplexti ovlivnéna

riznym mnozstvim navazanych kvantovych tecek z riiznych $arzi modifikaci protilatek?

Vyvinuté imunosenzory vyuZivaji elektrochemickou detekci kvantovych tetek. Mohla
byste porovnat citlivost elektrochemického stanoveni kvantovych tedek s detekei

fluorescen¢ni? V ¢em vidite hlavni vyhodu v elektrochemické detekci?



MuZete porovnat praktickou vyuzitelnost vyvinutych elektrochemickych imunosenzori
s béZn¢ pouzivanymi ELISA testy (naro¢nost na laboratorni vybaveni, finan¢ni hledisko,

citlivost stanoveni, atd.).

Uvedené drobné piipominky/dotazy nikterak nesnizuji kvalitu piedloZzené prace a

vzhledem k vySe uvedenému doporucuji prijeti diserta¢ni prace k obhajobg.

V Brné, 28. prosince 2016

Mgr. Jana K¥enkova, Ph.D.
Ustav analytické chemie AV CR, v. v. i.



