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Ndzev disertacni prace: Design and realization of the principle of label free detection of DNA
' molecules using NV centre quantum electron transitions in diamond
nanosensor :
Autorka disertaéni price: Ing. Marie Kre€marova
Program doktorského studia: Biomedicinska a klinickd technika
Vysoka skola: EVUT v Praze, Fakulta biomedicinského infenyrstvi

Pfi posuzovani disertaéni prace jsem vychazel ze skuteénosti uvedenych v predlozené disertagni
praci, autoreferatu, vlastnich publikaci autorky, aktudlnosti tématu, zplscbu a metod Feseni,
dosaZenych vysledkl a zpilsobu zpracovani prace.

a) Aktuélnost tématu disertaéni prace

Problematiku uvedenou v disertaéni praci s ndzvem "Design and realization of the principle of
label free detection of DNA molecules using NV centre quantum electron transitions in diamond
nanosensor” lze povaZovat za vysoce aktuélni a v sou€asné dobé védecky rozvijenou, zejména ve
spojeni s rozvojem novych materidll a technologickych pfistupli pro zvySovani citlivych
diagnostickych metod pro vyuZiti v rliznych typech biosenzorl. Prace je zaméfena do materidlové a
technologické oblasti s vyuZitim diamantové platformy. Pfedmétem zéjmu préce je vyzkum nového
DNA mikrofluidického biosenzoru zaloZeného na kvantovych snimacich principech. Je navrien
systém, ve kterém tzv. barevna centra v diamantu, tj. mfizkové bodové defekty pracuji jako
molekuldrni senzory. Navrh vyuZiva specifickych vlastnosti nabojovych stavll center dusik-vakance
{NV) v diamantu propojenim s elektrochemickou detekci NV center nébojovych stavll optickym
snimanim.

Prace je vuvodu zaméFena na syntézu diamantového materidlu metodou MW PE CVD. Jsou
definovany optimalni podminky syntézy na zakladé znalosti materidlového inZenyrstvi, nasleduje
definovani elektrickych, morfologickych a optickych vlastnosti diamantovych vrstev. Dotaéni
netistoty a NV bodovy defekt je vyuZit pro navrh optimalni senzorové funkce. Senzor NV se pouZiva k
detekci molekul nesoucich elektricky naboj jako molekula DNA v kombinaci 5 elektrochemickou
detekei.

Sledovany vyzkum je v sou€asnosti v popfedi zajmu a vyzkumu prednich sv&tovych laboratofi,
v této oblasti jsou Fe¥eny i evropské projekty. Zvolené 1éma prace je jednoznaéné vysoce aktualni.

b) Spinéni sledovanych cild disertatni prace
Cile prace jsou Siroce definovany na str. 13 — str. 17. Hlavnim cilem je vyzkum a vyvoj nového

typu DNA mikrofluidického senzoru zaloZeného na NV optickém detekénim systému s pouzitim

metody detekce elektronového naboje v kombinaci s elektrochemickym vyhodnocovénim.' Pro
realizaci hlavniho cile je v textu stanoveno 9 dil€ich cilli:

o Studium dotace boru v konvenénim mikrovinném rezonanénim MW PE CVD nanokrystalickém a
monokrystalickém diamantovém ristu za uéelem nalezeni nejlepdich podminek pro vyrobu
diamantové elektrody {elektrické, optické a morfologické vlastnosti).

¢ Studium dotace dusiku v MW PE CVD NCD a riistu monokrystalovych diamantt pro NV centra
(morfologie a vlastnosti fotoluminiscence).

e Studium NV fotoluminiscence v NCD a monokrystalovém diamantu jako funkce koncentrace
zabudovanych atom( boru.

e Elektrochemicka impedanéni spektroskopie pro studium BNCD/NCD elektrod jako funkce tloustky
NCD vrstvy.
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¢ Realizace mikrofluidického NV diamantového senzoru.
» Studium pasivniho nabojového stavu NV s kyslikovym a vodikovym povrchovym zakonéenim.
¢ Studium aktivniho nabojového stavu Fizeni NV pii aplikaci elektrického pole.

¢ Detekce DNA bez E3 (PEI a PEI-DNA funkcionalizovana diamantové plocha).

* Detekce DNA s vyuZitim elektrochemické impedanéni spektroskopié.
* Detekce DNA pomock NV nabojovych stavd.

Diléi stanovené cile prace maji vyzkumné-laboratorni charakter, jsou stanoveny k podpoie a
dosaZeni poznatkd hiavniho cile.

¢) Metody a postupy feieni

Pro fefeni danych problém( se vyuiivaji metody typické laboratorni experimentdini prace
s tasové narotnym mnoZstvim lahoratorni prace. Metody poufité pro feSeni prace jsou odpovidajici
stanovenym cilim. V praci je obsaZeno relativng& velké mnoZstvi vysledkil (kap. 4), doktorandka
zvolila pFehlednou formu jejich pfedloZeni ve formé jednotlivych kapitol 4.1 a# 4.10, jsou zde
popisovany metody feSeni a materidly, dosaZené vysledky s diskuzi a fada kapitol a podkapitol je
zakongena shrnutim dosaZenych vysledk. Prace je slofena z nékolika vzajemné provézanych témat
feSenych v kapitolach 4.1 aZ 4.10. Uspofédéni kapitoly 4. hodnotim velmi pozitivné, jedna se o jadro
prace. Vlastni prace je zpracovana na vysoké odborné drovni.

d) Vysledky disertaini price a konkrétni pfinosy uchazetky

Problematika FeSend v disertalni praci je velmi aktudlni, naleZi do oblasti vyvoje novych
biochemickych struktur s vyuZitim novych perspektivnich materidli. V pfedlofené praci je tato
problematika dostatetné popsana, prace uvedenou problematiku rozviji, pfinasi nové pfistupy a
poznatky ke zlepSeni vlastnosti a parametrli, zabyva se optimalizaci technologickych pfiistupd.
Autorka se v préci zabyva feSenim deklarovanych cilil s vyuZitim experimentélnich metod, méfenim
vlastnosti realizovanych laboratornich vzorkl. Vysledky price pFinaeji nové poznatky ve vyuditl
zkoumanych struktur.

) Vyznam pro praxi a rozvoj studijniho oboru Biomedicinska a klinicka technika

Svym obsahem prace jednoznaéné néileii do doktorského studijniho oboru ,Biomedicinskd a
klinickd technika®“, dosaiené vysledky obor rozviji, pfindseji nové poznatky o kterych lze
predpokladat, Ze néasledné v nejbliZii budoucnosti budou vyuZitelné v praxi. Pozitivem prace je |
skutecnost, Ze dosaZzené vysledky Ize aplikovat do vzdélavaciho procesu, zejména magisterského a
doktorského studia.

f) Formdlni diprava disertaéni préce a jeji jazykova trover

Vlastni price je vypracovana s velkou peélivosti s diirazem na odborné &asti prace, i pfes tuto
petlivost se v praci objevily drobné, ale pro cbsah prace nepodstatné formalni nedostatky. Prace je
napsana na 146 stranach vietnd poufité literatury, k tomu je pfidan piehled vlastnich publikaci
vietné konferenénich pfispévki doktorandky, celkem prace obsahuje 148 stran.

Price je pfehledné rozdélena do 5 hlavnich kapitol, potinaje kapitolou 1 (Uvod} a konte

problematiky jsou feSeny v podkapitolach 4.1 az 4.10. V kapitole 1 je uveden dvod do problematiky
biosenzoril, kapitola 1.3 je vénovdna cilim prace. Kap. 2 pfedstavuje literarni rederii dané
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problematiky (str. 17 ai str. 44), kapitola 4 tvofi jadro préace, kapitola 5 shrnuje dosaZené vysledky,
v kapitole 6 je uveden pfehled pouZité literatury a kapitola 7 je tvofena seznamem zkratek, seznam
symbolli bohuZel chybi. Vseznamu publikaci autorky je uvedeno 6 publikaci s pfimym vztahem
k disertaéni praci, z Eehoi jsou 2 tituly v impaktovanych zahraniénich éasopisech (IF=1,53, 2 citace a
IF=11,38, 69 citaci). Dalsi pubiikace je impaktovana s IF=1,53 se 3 citacemi, publikace v recenzovaném
Casopisu s1 citaci. U 4 tituld je autorka uvedena jake vedouci autor na prvém misté. Déle je
vseznamu uvedeno 11 pfispévku na konference, zéehoZ je 7 zahrani€nich (5 piispévk( s oralni
prezentaci ve sborniku a 6 pFispévka ve formé poster(i). Pfehled pouzité literatury se 127 tituly je
uvedeny na str. 137 aZ str. 145.

Préce je pséna velmi pfehledné s dobfe zvolenou strukturou s drobnymi formalnimi nedostatky
uvedenymi nize v textu. V textu jsou disledné zafazovany odkazy na literaturu, a to ve vzestupném
poiadi. Za pomérné veiky nedostatek prace povaiuji absenci seznamu symboli, v textu je uvedeno
nékolik rovnic a dale se v textu vyskytuji rizné symboly. Pozitivné hodnotim diléi Easti prace (kapitoly.
nazvané jako Conclusions), kde se doktorandka pokusila shrnout dosaZené aktivity popisované v dané
kapitole. Na druhou stranu mi viak chybi $ir¥l diskuze dosaZenych vysledkl s vysledky uvad&nymi
v publikované literatufe, a to i v zdvéreéném hodnoceni dosazenych vysledkil préace.

Na zadatku prace pfed obsahem je uvedeno podékovani za podporu fedeni aktivity (granty a
osoby).

g) Dotazy a pfipominky k disertaéni praci

Kladné v préci hodnotim zejména:

» DIl¢i Easti prace kap. 4 nazvané jako Conclusions, kde se doktorandka pokusila shrnout dosazené
aktivity popisované v dané kapitole. Jedna se o kap. 1.1.2/str.57, kap. 4.1.3/str. 63, kap. 4.1.4/str.
68, 71, kap. 4.2.2.1/str. 80, kap. 4.2.2.2/str. 82, kap. 4.3.2/str.87, kap. 4.4.1/str.91, kap. 4.4.2/str.
94, kap. 4.4.3/str. 97, kap. 4.5.1/str.100, kap. 4.6.1/str. 105, kap. 4.6.2/str.108, kap. 4.6.3/str.113,
kap. 4.7.2/str. 117, kap. 4.8/str.120, kap. 4.9/str.127.

o Informace autorky o jejich realizovanych aktivitach v ramci kolektivni prace, tj. uréeni podilu
autorky na vysledcich disertatni prace. Jedna se o kap. 4.1.1/str. 54, 55, 56, kap. 4.2.1/str.89,
kap. 4.5.1/str. 98, kap. 4.6.2/str.102, kap. 4.6.3/str.109, 110, 111, kap. 4.7.2/str.115, 116, kap.
4.8/str.118, kap. 4.9/str.121, 122, kap. 4.10/str.128, 130.

e Text je zpracovany po odborné strance na vysoké Urovni, po strance formaini s drobnymi
nedostatky.

e Vtextu jsou uvadény odkazy na vlastni publikace.

e Disledné dodrzovani mezery mezi €islem a fyzikalnim rozmérem v celém textu prace.

e Fyzikdlni rozméry jsou disledné uzavirdny do kulatych zavorek u vlastnich text(i a obrazkd (u
prevzatych obrazkii se pouZivaji hranaté i kulaté zavorky).

s Obrazky jsou zpracovény s vysokou grafickou drovni, kada Ze popisy jsou rGzné velkym fontem.

Piipominky formalniho charakteru:

e Graficka podoba obrazki je nevyvaiend, tj. popisy uvniti obrazk( maji réiznou velikost.

e  Chybi seznam symboll s jejich fyzikdInimi rozméry (seznam zkratek je v praci uvedeny).

prof. Ing. Miroslav Husak, CSc. - oponent 3zeh



Oponentsky posudek na disertacni praci - Ing. Marie Kreémarova

V textu se mnohokrat objevuje $patné rozdéleni slov na konci fadku, napf. str. 45/Fig-ure, str.
58/pol-ished apod. _

Jednotka tlaku (Torr} je zastarald, nedoporuuje se uZivat, atkoliv u Fady piistroji je dodnes tiak
udavan v (Torr), je tfeba pouZivat jednotky ze soustavy SI, napf. str. 98.

Str. 28/obr. 25/pravy. Nevysvétlené symboly Usg, Usp, lb.

Popisy obrazk( maji riznou logiku. Napf. pravy, levy nebo (a), (b), (c) za popisem nebo pied
popisem obrazku, napf. str. 33/obr. 32 jsou pFed' popisem, str. 34/obr. 33 jsou za popisem, str.
35/obr. 34 je uveden levy a pravy obrizek. Nejednotnd logika se objevuje i u vlastnich obrazkl
autorky v kap. 4.

" §tr. 39/obr. 38, str. 41/obr. 40. Popis os fontem bold, u ostatnich font sta.ndard.

Str. 39/0obr. 38, str. 41/obr. 40. U osy y nejsou uvedeny fyzikaIni rozméry luminiscenéni intenzity.
Str. 43/obr. 42. Oproti zvyklostem je osa x popsana obracené (hodnot rostou smérem vlevo). Osa
y nema oznaceny smér vynasené veliiny, neni uvedeny fyzikalni rozmér u energie.

Str. 45/obr. 44. U popisu obrazku chybi oznadeni {a), je zde uvedeno pouze (b).

Kap. 4/obrazky. Nékde je pofadi oznaovany ve[kﬁ’ni pismeny, napi. str. 68/obr. 66, jinde
malymi, napf. str. 72/obr. 68.

V textu i v obrazcich i tabulkdch se pouZiva oznaéeni fyzikalniho rozméru odporu v riizném tvaru,
tj. napf. ohm.cm, str. 64/Tab. 1, str. 62/obr. 60, jinde 00.cm, napf. str. 76, str. 63/obr. 61.

Fyzikalni rozmér u intenzity (osa y} je nékde ve tvaru (a.u.), napf. str. 74/cbr. 70, jinde ve tvaru
(arb. units}, napf. str. 79/obr. 75.

Str. 89/obr. 84. Misto fyzikdlniho rozméru (LA) je pouiita zkratka (uA).

Str. 119/obr. 118, str. 128/obr. 127 c), d). Chybi fyzikalni rozmér na ose y.

Str. 124/Tab. 7/posledni Fadek, str. 127/Tab. 8/posledni fadek. Vyraz (10%} neni fyzikalni rozmér.
Kap.'4/fyzika’1ln|’ rozmér teploty. V obrazcich se pouZiva fyzikdlni rozmér udavany v (K) nebo ve
(°C). V préaci by mélo byt jednotné.

Vtextu neni jednotné oznalovani pojmil. Napf. str. 66/1. fddek/ oznaleni N, na 2. fadku je
pojem nitrogen, na dalich Fadcich téZe stranky opét oznaéeni Nz,

QOznadeni exponentu. Vtextu se pouZivd ruzné znateni exponentu. Napf. str. 67/oznaeni ve
tvaru 107 cm3, str. 64/Tab. 1/tvar 2.2E+20 cm?, str. 63/oznateni ve tvaru 120 cm3,

Dotazy vécného charakteru:

Védecké pfinosy prace lze z disertaéni prace vyCist, ale védecké ptinosy nejsou dostate¢né
zvyraznény. Jaky vlastni plivodni védecky piinos prace povaZuje autorka za nejvyznamnégjsi?

V praci postradam SirSi diskuze dosazenych vysledkd s wvysledky uvddénymi v publikované

literatufe, a to zejména v zavéreéném hodnoceni dosaZenych vysledkd préace.

Kterou publikaci Ize oznadit z pohledu autorky za nejhodnotné&jgi a proc?
Byly nebo budou nékteré &asti prace patentovany, popf. kym?
Jak budou dosaZené vysledky vyuZity v dalsim vyzkumu, popf. praxi?

Jaké bude dalii smé&rovani tohoto vyzkumu?
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* Je moiZné realizovat systém s mikrofluidickou strukturou, mikropumpy a mikroventily v &eskych
podminkach?

h) Zavér

PfedloZzena prace predstavuje ucelené zpracovdni problematiky. V préci jsou naplnény viechny
Easti poiadované na praci tohoto typu. Doktorandka prokdzala v praci schopnosti samostatné
vedecké prace a orientaci v dané problematice.

Doporutuji podle zdkona ¢€.111/1998 Sh. § 47 disertatni praci k ocbhajobé pro udéleni akademického
titulu ,doktor” (ve zkratce Ph.D.) vdoktorském studijnim programu Biomedicinskd a kiinickd
technika.

prof. Ing. Mirosfav Husdk, CSc.
oponent
Adresa:
Ceské vysoké uteni technické v Praze
Fakulta elektrotechnicka
Technicka 2
166 27 Praha 6 ‘ :
Tel.: 02-2435 2267, fax: 02-2431 0792,
 e-mail: husak@fel.cvut.cz

v Praze dne 27. 03. 2018
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