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Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Michaely Cadkové

Vyvoj ultrasenzitivniho elektrochemického imunosenzoru pro detekei klinicky
vyznamnych biomarkeru ~

V ptedlozené disertacni praci jsou vypracovany a oveéreny rizné typy imunosenzort vyuzitych
pro detekci vyznamnych proteinovych biomdrkerd hrajici daleZitou roli v diagnostice
vybranych nadorovych onemocnéni. Prace je koncipovand jako ptehledny literarni a teoreticky
uvod popisujici aktualni stav vyzkumu v této oblasti (cca 40 stran), souhrn vysledkl ¢lenény
dle jednotlivych publikaci doplnény kratkymi komentaii (6 stran) a dale kopiemi osmi jiz
zvetejnénych publikaci, jednoho rozsifeného abstraku a tif manuskriptld piipravenych
k odeslani, kde jsou uvedené experimentalni detaily, dosazené vysledky i diskutované
interpretace. V uvedenych pracich je disertantka celkem 7-krat na prvnim misté jako hlavni
autor. Soucasti je i vyjadieni podilu autorského piispévku k jednotlivym pracim, souhrn
publika¢ni ¢innosti v recenzovanych ¢asopisech a sbornicich, obsahujici také oralni a plakatové
pifspévky na konferencich, a rozsahly souhrn referenci pouzité literatury (272 citovanych
praci).

Prace je ucelend a komplexni: po¢inaje samotnym navrhem biosenzort, pres testovani novych
vhodnych materialt (nové typy magnetickych kulicek i elektrodovych materialt), i ptistupt
detekce (standardné vyuzivané enzymy a substraty, ale i nové kvantové tecky), a optimalizaci
detekénich podminek jak v jednodus$im vsadkovém uspofddani, tak s vyuzitim modernich a
velice perspektivnich mikrofluidnich cel.

Po formdlni i jazykové strance je prace, s ohledem na jeji rozsah, zpracovana velice pecivé
s minimem preklept a nesrovnalosti (nékteré konkrétni pfipominky jsou uvedeny v piiloze).

K praci bych mél nékolik dotazi a navrhu do diskuse:

1. Miuze autorka srovnat LOD hodnoty pro dané analyty (antigeny) jiz pouzivanych metod
s metodami vyvinutych v této praci, napt. formou prehledné tabulky?

2. Piinesly n&jaké vyhody nové syntetizované magnetické kulicky z UMCH AV oproti
komeréné dostupnym? Vyhody, cena, dostupnost, opakovatelnost piipravy, velikost
Castic/kapacita?

3.V pracich je vZdy uvedeno hmotnostni mnozstvi pouzitych kulicek (cca 50 pg). Jak byly
prakticky kuli¢ky davkovany? Byly navazovany v suchém stavu nebo pipetovany ve
formé suspenze, cemu potom odpovida uvedend skute¢nd hmotnost?

4. Je mozné pomoci elektrochemickych metod urovat kapacity jednotlivych stupid
modifikace (vazebnych mist) magnetickych kuli¢ek ¢i povrchu elektrod, resp. primérnich
protilatek ¢i antigena?

Disertaéni prace je svym védeckym piinosem cennd, coz potvrzuje i nadstandartni pocet
pispévkil publikovanych v recenzovanych prestiznich svétovych casopisech. Vénuje se
aktudlnimu tématu a ma potencialné vysoky spole¢ensky piinos. Zminéné pfipominky nejsou
z4sadniho razu a nikterak nesnizuji jeji vysokou Uroven.
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Zaver:

Predlozena disertace dokazuje, ze ma autorka v oblasti vyuziti elektrochemickych analytickych
metod a biosenzor®l znaéné experimentalni i teoretické zkusenosti. Jde o velmi kvalitni praci
pfinadejici nové poznatky, které maji znany vyznam pro zdkladni vyzkum i pro praktické
vyuziti. Z t&chto divodi ji plné doporuéuji k obhajobé jako zéaklad k ziskéni titulu PhD.

VBm&?2.1.2017 L ~Y LT o
Ales Darihel

Pifloha: Formalni pfipominky a nedostatky
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Priloha: Formalni pripominky a nedostatky

Disertaéni prace:

Piipominky:

1. Cislovéani kapitol by mélo za¢inat 1, ne ,,0 Uvod, ale toto je asi jen disledek

vvvvvv

v 1.1 av2.1.1., pfispélo by to ke snazsi orientaci v textu 1 obsahu.

2.V kapitole nazvané: ,,Experimentalni ¢ast, vysledky, diskuse®, bych oéekaval alespon
shrnuti vyuzitého materialu, chemikalii a experimentalnich podminek. Dle mého nazoru je
toto vSak s ohledem na celkovou koncepci disertaéni prace (soubor ¢lank) zbyte¢né.

Formalni nedostatky:

Str. 15 Chybi: Tyto kiivky hraji zdsadni roli ,,v/pFi* nalezeni optimalni cut-off hodnoty...

Str. 23 Chybna logika véty: Praveé diky témto vyhoddm zatim elektrochemické imunosenzory
nebyly doposud ve velkém métitku nahrazeny ostatnimi, napiiklad piezoelektrickymi.

Str. 26 2x ,,je* ve vété: 1 pies vysokou citlivost, kterou analyza s pomoci téchto elektrod
dosahuje, je v poslednich letech je diskutovéna...

Str. 30 Pieklep ve vété: Fyzikalni adsorpce i elektrostatické sily predstavuji nejjednodussi
metodou, ...

Str. 50 Preklep ve vété: V oblasti elektrochemickych imunosenzory v mikrofluidnim
usporadani...

Str. 53 Spatnd formulace: Vyhody elektrochemického mikrofluidniho zaiizeni bylo také
spojeno s vyhodami multiplexové analyzy...

Anotace:
Piipominky:
1. Je vhodné dodrzovat jednotny format citovanych praci, a pokud je to vyzadovano, tak

u vSech uvadét aktualni hodnoty IF, v tomto ptipad€ 2015.

2. V piipadech, kde byly vyuzity kvantové tecky, by bylo uzite¢né uvést i jejich
chemické sloZeni.

Formalni nedostatky:

Str. 8. ,,flor* misto ,,flow-cell*

Str. 8, kap. 3.1 odst. 3: pokud je sulfanylova skupina zmifilovana v textu, me¢la by byt
vyjadiena v podob¢ —SO3H ne jen —SO3, ikdyz mozna chybi jen znaménko minus.

Str. 9, Obr. 1, Z popisu obrazku by mélo byt ziejmé, co znamenaji naméetené kiivky (vlevo),
zejména pokud je jich tam vice (jde o opakovatelnost nebo néjakou konkrétni zavislost? V
konkrétnich zavislostech je vhodné uvadeét i chybové usecky, které dokladaji opakovatelnost
daného experimentu.
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Str. 9, kap. 3.2 Pro¢ je tato kapitola nazvana Abstrakt? Pokud jsem tomu dobte rozumél, jde o
¢lanek v knize/sborniku: ,,Sensing in Electroanalysis®, kterd by zde mohla/méla byt #4dné
citovana.

Str. 10, Obr. 2 Jsou spravné uvedené jednotky osy-x? Neodpovidaji uvedenému rozsahu

v popisku obrazku.

Str. 23 Ve vété: ...thesis was to construct electrochemical immnosensor is based... ,,is“ je zde
zfejme navic.
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Oponentni posudek doktorské disertaéni prace
Mgr. Michaely Cadkové, kterd je nazvéna

Vyvoj ultrasenzitivniho elektrochemického imunosenzoru
pro detekci klinicky vyznamnych biomarkera

Oponentské posudky vétSinou zacinaji sdélenim o tom, co véechno bylo
vramci price vykondno a jak dosazené vysledky pfispély k rozvoji védeckého
oboru. O tom v8em bych se v tivodu tohoto posudku mohl zminit, stacilo by mi,
kdybych opsal souhrn na sedmé strané. Naprosto netradiéné tedy zvolim jiné
ivodni véty. MiSu dobfe zndm z jejich pFispévk( na seminafich, které poraddame
pro studenty doktorského studijniho programu. Mohu tedy potvrdit, ze jeji
vystoupeni byla vidy srozumitelnd a setkdvala se s dobrym ohlasem. Kdyz pak
mam hodnotit jeji pfekiddané literarni dilo, mohu sradosti konstatovat, je
k nému nemdm — pokud jde o odbornou stranku — zddné ndmitky. Po Gvodnich
strandch (str. 13 - 59) jsou v predioZené disertacni praci dolozeny kopie &lankd,
publikovanych pfevdZné v prestiznich odbornych ¢asopisech. Je tedy zfejmé, se
vsechny prodly ndro€nym recenznim fizenim (coZ také usnadiiuje oponentovu
praci). Blahopfeji! V zavéreénych pfilohdch jsou pak sdéleni odeslana do tisku;
rozumim tomu, Ze se autorka témito pracemi také chtéla pochlubit, kdyby je
ale do prdce nezafadila, nesniZilo by to jeji Grover.

Bohuzel se autorce pfili§ nepoved| Zesky text, zného? je ziejmé, e
Cerpala zanglicky psané literatury. Pfeklad je uméni, a ten se autorce prilis
nezdafil. Stali uvést par nepovedenych vét ze strany 19:

- ,1ento objev tak dal vzniknout prvnimu biosenzoru pro stanoveni

hladin glukdzy...”

- ».-potieba ... vedla k jejich rapidnimu rozvoji“

- ,Biosenzor je definovdn jako zafizeni ...”;

- ,Biologickd slozka je zodpovédnd za rozpozndni stanovovaného

analytu ..“; zde naprosto jasné vidim anglicky text "The biological

component is responsible for recognizing the analyte of interest ..."
Na str. 23: , Tyto prevodniky ziskaly na oblibé...“ — rozumim, ale je to ¢esky?
Str. 26 — v jedné v&té dvakrat ,je” (Fadky 5,4 1)
Str. 26, 27 — v posledni vété navazujici na dalsi stranu 3patny slovosled
Str. 44 — vétu bych napsal “Lai a kol. (2012) poutZili ... ti5t&na &idla obsahujici dvé
pracovni elektrody”
Str. 57, moind i jinde: Podle naSich zvyklosti se ve vétném vyjadieni mize
napsat napf. 0,01 M roztok“, ale vyraz ,nM*“ se nesmi uzivat jako rozmér



Str. 97, 100 - Casopis Chemické listy se v citacich uvadi jako Chem. Listy
(s velkym pismenem , L)
Pfiloha VI — pro¢ v ¢eském tisku (Chem. Listy) nejsou u jmen autord pouZita
diakritickd znaménka? TatdZ pfipominka se vztahuje kautoréiné publikaéni
¢innosti na strandch 170 - 174
Str. 154 — Pfiloha 6.12 pfece neni rozsifeny souhrn, je to c¢lanek ve sborniku
(resp. v knize)
Literatura (od str. 175): Patrné tak veli n&jaky predpis, ale osobné se mi nelibi,
Ze prvni autor je citovdn nejdFiv pfijmenim a poté inicidlami, zatimco u dalSich
spoluautor(l je to opacné. BohuZel vtomto ohledu neni vieobecns shoda,
kazda redakce predepisuje jiny postup. Ale nemélo by to dopadnout tak, e ze
spoluautord se objevi jen inicidly (Ref. 108). Ref. 113 neni Uplnd, neni uvedeno,
v Cem se mozZnosti motivaci nachazeji a kde byl &ldnek publikovan
Nakonec se musim zminit o tom, ¢eho? si nemohu nevéimnout:

(a) uvadéni neslabiénych predlozek na koncich fadka (v celém textu);

(b) podobné na koncich fadkd uvadéni inicidl autord v citacich literatury

Po této kritické pasazi ale musi nasledovat sdéleni, Ze vy$e uvedené
viceméné gramatické ¢i stylistické poznamky nemaji vliv na odbornou Uroveri

predloZené price. Ta opravdu splfiuje vSechny ofekdvané pozadavky.

Zavérem tedy doporuduiji, aby po jeji Uspéiné obhajobé byl autorce podle
platnych predpisl pfizndn titul Ph.D.

V Pardubicich dne 28. prosince 2016 4; Z

prof. Ing. Karel Vytfas, DrSc.
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Oponentsky posudek na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Michaely Cadkové

V Ceském jazyce psana doktorska disertaéni prace Mgr. Michaely Cadkové nese nazev
»Vyvoj ultrasenzitivniho elektrochemického imunosenzoru pro detekci klinicky vyznamnych
biomarkerti”. Jedna se o svazek o 192 stranach, ktery obsahuje Sest kapitol tvoficich uvodni literarni
piehled a komentar k pfilozenym publikacim (59 stran) a dvanact ptiloh, coz jsou kopie odbornych
¢lanka (psanych v anglickém jazyce a uvefejnénych v renomovanych mezindrodnich védeckych
Casopisech) ¢i manuskriptii o pfedmétu disertaéni préce, jejichz je Mgr. Michaela Cadkova hlavni
autorkou ¢i spoluautorkou. Diserta¢ni praci uzavira bibliograficky piehled uchazeky a seznam

citované literatury.

Predkladana diserta¢ni prace se zabyva konstrukei elektrochemického imunosenzoru zalozeného
na principu biochemickych metod ELISA nebo QLISA. Jako pievodniky elektrického signalu zde
slouzily miniaturizované tisténé elektrody a biosenzor byl vyvijen pro vysoce citlivou a selektivni

detekei klinicky vyznamnych proteinovych biomarkert v biologickych matricich.

Price Mgr. Michaely Cadkové dava piesvédgivy obraz o spolehlivé odborné kvalifikaci
autorky v bioanalytické chemii a elektrochemii. Text disertatni prace je psan velmi &tivym a
odborn¢ spravnym jazykem a préace jinych autorti jsou pecliveé citovany. Ojedinélé drobné jazykové
chyby maji povahu spiSe preklepl ¢i nespravného pouziti vétné ¢arky. Po formdlni strance je
disertacni prace provedena velmi kvalitné. Pfilohy disertaéni prace piedstavuji publikace uvefejnéné

v renomovanych mezinarodnich védeckych ¢asopisech, které prosly pfisnym recenznim fizenim.

K predkladané diserta¢ni praci mam né€kolik dotazii, které by poukézaly na zkuSenost autorky,
a tim dokreslily celkovy vyznam predkladané disertacni prace, a také abychom se néco vice dozvédéli

od odbornice na ptedstavenou problematiku:

1. Kapitola 2.1: Jaka existuji omezeni pfi pouziti imunosenzor? Je nutné dodrzovat specifické
pracovni podminky (pH, teplota, iontova sila apod.)? Jak se nej¢astéji projevuje selhani
imunosenzord?

2. Kapitola 2.1.1: Mezi pouzivanymi voltametrickymi technikami jsou zmifované linearni
voltametrie (rad¢ji voltametrie s linearnim nértstem potencialu) a cyklicka voltametrie. Je
né&jaké obecné pravidlo urCujici, kdy je lepsi uptednostnit p¥i pouziti imunosenzorii prvni
nebo druhou detekéni techniku?



3. Kapitola 2.1.1: Dokazala by autorka stru¢né pohovofit o historii tiSténych elektrod? Lze
dopatrat jejich prvni pouziti a ukazat, jak se od té doby po soucasnost vyvijely jejich
konstrukéni parametry?

4. Kapitola 2.1.1: Lze antimon skute¢n& oznadit za prvek s nizkou toxicitou (ve srovnani se
rtuti)? Mohla by autorka struéné porovnat toxikologicka rizika slou¢enin antimonu a rtuti?

5. Kapitoly 2.1.1 a 3: Jaké ma autorka zkugenosti s elektrochemickou detekei znacek primarni
¢i sekundérni protilatky — je mozné jejich signaly zaznamenat i na elektrodé, na které je
cely systém protilatka—antigen navazany, nebo je tfeba nejprve elektrochemicky aktivni
latku z konjugatu vyvézat a az posléze detekovat? (Jednd se mi predevsim o situaci, kdy
vrstveni nékolika imobiliza¢nich a imunochemickych systémii vede ke stavu, ve kterém je
vlastni detekovana znacka v pomérné velké vzdalenosti od povrchu pracovni elektrody).

6. Kapitola 6: V disertaéni praci je predstavena cela fada puvodnich vysledkd, z nichz vétsina
Jiz byla publikovana v prestiznich védeckych asopisech. Kterou ze svych publikaci povazuje
autorka za stézejni a pro¢?

7. Kapitola 7: Nachazeji v dnesni dobé elektrochemické imunosenzory pro stanoveni klinickych
biomarkert skute¢né uplatnéni v praxi?

Zavérem bych rad konstatoval, Ze pedloZena disertaéni prace ndzorné ukazuje, Ze jeji autorka
ma zna¢né teoretické i experimentalni zkusenosti v dané oblasti vyzkumu. Prace pfinasi nové vysledky

s nespornym vyznamem pro zakladni vyzkum i pro praktické vyuziti.

Mgr. Michaela Cadkova takto prokazala své tviir¢i schopnosti a jeji disertaéni prace spliuje
poZadavky kladené na diserta¢ni praci v daném oboru. Proto piedkladanou disertaéni praci plné

doporucuji k obhajobé jako zéklad pro ziskani titulu Ph.D.

V Praze, dne 22. prosince 2016

v 704

doc. RNDr. Vlastimil Vyskoé&il, Ph.D.
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