Posudek na disertaéni praci Mgr. Zuzany Svobodové s ndzvem

Vyvoj a charakterizace imunomagnetickych nosi¢i pro analyzu klinicky vyznamnych biomarkera
v mikrofluidnich systémech

Disertaéni prace je obhajovana na Fakulté chemicko-technologické na Univerzité Pardubice. Skolitelkou byla doc.
RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D. a Skolicim pracovi$tém Katedra biologickych a chemickych véd tamtéz. K tomu byla
Cast vysledki ziskdna na pracovisti Institut Curie v PafiZi ve Francii. Pfedmétem studia byly mikrofluidni analyticka
zafizeni vyuzivajici magnetickych nosicii pro afinitni zachyt analyzovanych molekul &i bunék. Prace ma charakter
kombinace autorského textu a pfiloh ¢lanki publikovanych ve védeckych ¢asopisech. Je psana anglicky. Cely spis ma
132 &islovanych stran. Po formalni strance je disertacni prace v pofadku, nebot nepostrada zadnou z pozadovanych
¢asti, jako jsou prohlaSeni o autorstvi, shrnuti v jazyce Seském a anglickém, obsah, seznam zkratek, (ivod, teoretickou
Cast s literarni reSersi, cile prace, piehled vysledku s diskusi a zavér. Seznam citované literatury obsahuje tictyhodnych
274 polozek. Jazykova troveil je velmi dobrd, v tom je tfeba autorku ocenit a jeji snahu vyzdvihnout. Text je vesmé&s
srozumitelny, nedokonalosti Ize povazovat za minoritni. Pokud jde o moje pfipominky v tomto ohledu (i kdyZ nejsem
rodily mluvei), tykaji se predevsim uzivani ¢lent, slovosledu, pouziti gramatickych ¢asti a souslednosti asti. Opravy a
navrhy jsem provedl tuzkou pfimo v textu disertace,

Teoretickd Cast je vsouladu se zaméfenim na provadéné experimenty vénovana laboratorni analyze s pouzitim
mikrofluidnich zafizeni, kdy jsou pfedné zminény predevsim jejich vyhody napf. pro klinickou diagnostiku (vétsi
efektivita, nizSi ndklady). Komentovana je situace srozséhlym vyvojem, aviak zaostavajici nabidkou na trhu
komer¢nich vyrobki. Predstaveny jsou technologické postupy vyroby, mj. odlitky ziskdvané na bazi polymerii ¢i
pouziti 3D tiskdren. PiSe se o magnetickych materidlech, jejich klasifikaci a rozdilech mezi jednotlivymi typy.
Zdiraznéno je pouziti superparamagnetickych nano- ¢i mikrogastic v bioanalyzach a biotechnologiich zejména pfi
postupech, kde se kombinuje afinitni interakce s moznosti rychlé separace pomoci magnetu. S tim bezprostiedné
souvisi shrnuti imobiliza¢nich technik pro vazbu biomolekul ¢i jinych ligandii. Zavére¢na pasaz teoretické asti je
vénovana pouziti magnetickych ¢astic v mikrofluidnich zatizenich, zvlasté technickym feSenim pro zachyt téchto
¢astic v metodice zahrnujici nanasenti, prekoncentraci a eluci vzorku. Text je napsan natolik logicky a vystizng, témér
encyklopedicky, Ze nemdm Zddnych dotazii, snad jen pfipominku k negativné vyznivajici kvalité n&kterych obrazki a
tabulek (rozliSeni).

V cilech préce se piSe o dvou tématech, kterym se autorka vénovala béhem svych experimentd, coz byl vyvoj
magnetickych imunosorbentdi s navazanymi protilatkami pro detekci specifickych markeri Alzheimerovy choroby
(AP peptidy) a magnetickych ¢stic s polymerni slupkou vhodnou pro vazbu protiltek schopnych specificky zachytit
metastazujici nadorové builky. Obé dvé témata zahrnovala predev$im optimalizaci ptipravy koneéného nastroje
kombinujiciho imunoafinitni interakci se separaci vzorku v mikrofluidnim zatizeni, kde dle mého nazoru bylo klicové
zvladnout orientovanou hydrazidovou imobilizaci protilatek prostrednictvim sacharidovych struktur. Nadto autorka
disertace se spoluautory vypracovala i zajimavou metodu pro rychlou analyzu vazebnych schopnosti protilatek
specifickym viici jednomu danému antigenu nazvanou dot-ELISA. V tomto piipadé $lo o monoklonélni protilatky
proti glykoproteinu EpCAM, ktery je markerem nadorovych bun&k. Viechny tyto vysledky jsou dokumentovany ve
forme publikovanych praci, z nichz vétina se objevila v ¢asopisech s impaktovym faktorem (napf. Anal. Chem.,
Biomicrofluidics, J. Biomed. Mater. Res. Part A).

Na polovin¢ z prilohovych praci je Mgr. Svobodova prvni z autoril. Vzhledem k tomu, Ze vak pracovala jako &lenka
SirSich tymd v ramei feSenych projektt, bylo by vhodné, aby pfi obhajobé blize specifikovala sviij autorsky podil. Muj
dotaz k experimentalni ¢asti je obecny a tyka se obohaceni vzorku. Vzhledem k nutnosti fixovat afinitni magnetické
¢astice v mikrofluidnich zafizenich pomoci externiho magnetického pole se nabizi otazka Jiného feSeni pro zachyt
molekul ¢i bunék, napf. s vyuzitim sitoviny z nanovlaken ¢&i afinitniho gelu. Mohla by autorka komentovat VYVOj
v tomto sméru? Bylo by pfipadné mozné vyuzit i jinych variant magnetického materidlu nez jsou sférické astice?

Zavérem mohu konstatovat, Ze autorka prokazala schopnost kritické prace s odbornou literaturou, samostatné
planovani a provadéni laboratornich experimenti, véetng jejich vyhodnoceni a diskutovéani. Splnila tak predpoklady,
které jsou nutné k vypracovani kvalitniho védeckého spisu. Nedilnou soudésti celku disertacni prace je i publikadni
aktivita autorky v recenzovanych védeckych Casopisech a fada konferen¢nich prezentaci. Zavérem mého posudku je
Jednoznacné doporucenti disertaéni prace k obhajobé pied odbornou komisi.
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Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci Mgr. Zuzany Svobodové:
»VYVOj a charakterizace imunomagnetickych nosiéu pro analyzu klinicky
vyznamnych biomarkert v mikrofluidnich systémech*

Predkladana prace byla vypracovana pod vedenim prof. RNDr. Zuzany Bilkové, PhD.
na katedfe Biologickych a biochemickych véd, Chemicko-technologické fakulty, Univerzity
v Pardubicich.

Text je napsan anglicky, tradiéni formou a kromé prehledné zpracovaného Gvodu
priklada i komentované experimentalini vysledky, které jiz byly autorkou publikovany v $esti
pfispévcich v impaktovanych zahraniénich Casopisech. Jak autorka uvadi v Souhrnu:
.Prace je zaméfena na vyvoj magnetickych nosi urCenych pro pouziti v mikrofluidnich
zafizenich slouzicich k izolaci a analyze specifickych biomarkertis Alzheimerovy choroby,
konkrétné peptidi amyloidu B z mozkomi&niho moku, a dale k zachytu cirkulujicich
nadorovych bun&k vyskytujicich se v periferni krvi u pacientd s rlznymi typy
adenokarcinomd“. Uvodni &ast piinasi na 33 stranach velmi dobfe zpracovany prehled
moznosti vyuziti mikrofluidiky v bioanalyze se zvladtnim zaméfenim na aplikaci
magnetickych €astic, jejich povrchovou modifikaci a kontrolu externim magnetickym polem.
Text je vhodné& doplnén fadou obrazki a vice neZ 250 citacemi. Prestoze jde o literarni
prehled se silnym zamé&fenim na studovanou problematiku, je zfejmé, Ze predkiadatelka se
velmi dobfe orientuje i v dalich souvisejicich oborech a experimentalnich technikach. Na
teoretickou ¢ast navazuje text Sesti vybranych publikaci s rozSifujicim Gvodem.

Cil prace je po tvodni &asti definovan, jako: ,The goal of this work was to developed
magnetic immunosorbents (MISs), that consist namely from magnetic microspheres coated
with target-specific mAbs, able to efficiently capture and analyze various biomarkers of
serious diseases in microfluidic devices®. Lze konstatovat, e tento cil byl spinén a
prekro€en. Rad bych zdlraznil, ?e studovana problematika je vysoce aktualni
v mezinarodnim méfitku, o emz sv&d&i nejen velké mnozstvi publikaci, ale i fada pfisp&vkd
na mezinarodnich konferencich. Za zminku stoji fakt, ze kromé Sesti publikaci shrnutych
v predkladané disertaéni praci, které jiz byly 28x citovany (dle WOS) se pfedkladatelka



autorsky podilela i na dal$ich publikacich a fadé konferen¢nich pfispévku, které v principu
souvisi s pfedkladanou praci.

Prace je velmi peclivé zpracovana a po odborné ani formalni strance nemam vetsich
namitek. Kromé& nékolika nepodstatnych preklept (viz cil prace, nebo atom adsorption
spectroscopy, molecular adsorption spectroscopy - str. 10) je text na vyborné drovni. Takeé
nékteré odkazy na webové stranky jsou méné vhodné a budou pravdépodobné v kratke
dobé nedostupné. Tyto drobné vyhrady vSak nijak nesnizuji kvalitu préace. V ramci tplnosti
$irStho uvodu by bylo mozné pfidat kratkou ¢ast o afinitni elektroforéze s citacemi
prukopnickych praci prof. Tiché a srovnani s chromatografickymi technikami. Toto téma
navrhuji k odborné diskuzi b&hem obhajoby prace.

] Zavérem lze konstatovat, Ze prace splfuje naroky pfedpokladané pro obhajobu PhD.
Uroveri prace hodnotim vyborné a jednoznacéné ji doporucuji k obhajobé.
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