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Predkladdana diplomové prace studentky oboru Analyzy biologickych materialt, Bc. Lenka
Hromadkova, ma celkem 102 stran. V rozsahlém (36 stran) a velmi dobfe zpracovaném literarnim
Gvodu autorka popsala obecné neutrofilni granulocyty a jejich obranné mechanismy zavislé a
nezavislé na kysliku. Vsouladu se zaddnim diplomové prace se pak soustfedila na reaktivni
slougeniny kysliku a dusiku, NADPH-oxidazu a myloperoxidazu. Dale byla zahrnuta kapitola tykajici se
instrumentace a principu pritokové cytometrie a jejiho vyuziti pfi studiu funkce neutrofild, coZ
povazuji za velmi vhodné, jelikoZ prace se stdva Ctivou a srozumitelnou i pro ¢tenare, ktery nema
praktické zkudenosti s touto technikou. Literarni tvod je doplnén deviti aktudlnimi schématy. Chybi
sice explicitné stanovené cile prace, ale tendi je mlZe nalézt v souhrnu; tedy 1) optimalizovat
metodu tfidéni granulocytl periferni krve na pritokovém t¥idici s ohledem na naslednou analyzu
fagocytarni aktivity méfenou jako miru oxidativniho vzplanuti po stimulaci bunécnou suspenzi
inaktivovanych bakterii E. coli a 2) analyzovat miru apoptozy.

Experimenty byly provedeny na vzorcich lidské krve 3 darch a vysledky jsou bohaté popsany
na 24 stranach, pfi¢emz u kazdé &asti je strucny zavér. Z vysledk® vyplyva, Ze lyza ¢ervenych krvinek
pomoci EasyLyse kitu ani hypotonickd lyza ledovou deionizovanou vodou nejsou vhodné metody pro
piipravu vzorkd krve ksortovani granulocytd s naslednym testovanim jejich funkénosti. Jako
optimélni metoda byla zvolena sedimentace periferni krve v inzulinovych stfikackdch, coz je metoda
levna, snadno proveditelnd a nedochazi béhem ni k po3kozeni granulocytdl. Vyznamnym zjisténim
prace je, ze optimdlni parametr priitokového méfice, tzv. nozzle, je primér 70 um. Pfi porovnani

sproméry 85 a 100 pm autorka uvadi, Ze byly zjistény vyznamné rozdily stfednich hodnot
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fluorescence (MFI) granulocytarni populace v zavislosti na pouZitém vzorku, oviem v praci neni
uvedeno, zda a jakym zplisobem byla ziskana data statisticky zpracovana, proto je potfeba se
podobnych tvrzeni vyvarovat anebo data adekvatné zpracovat. Dale bylo prokdzéno, Ze béhem
aplikované metody se nesnizila viabilita bunék u Zadného darce (pfi viech specifikovanych
podminkach s poZitim nozzIt 70, 85 a 100 um) pod 95 %.

Vysledky prace jsou pak diskutovany na 7 stranach, kde autorka dokazuje dobrou praci
s literaturou a je zfejmé spravné pochopeni pouzité metody. Za zminku stoji, Ze prace obsahuje 186
(1) citaci a autorka dodrzela poZadované citatni normy. Prace je sepsdna srozumitelnou formou, s
minimem preklep(. Pokud se hodlé autorka déle zabyvat védeckou praci, doporucuji do budoucna
vyvarovat se pouzivani singuldru (,domnivam se, Ze..” apod.); védeckd prdace je pfeci jen prace v tymu
pracovnika.
Na piedloZené praci je ze soudobych citaci patrna aktualnost tématu a zavéry budou jisté vyuZity
v dal3ich experimentech. Pradce ma potencial byt publikovana v ¢asopise s ,,impakt faktorem®.

Otazky a pfipominky recenzenta:

1) Doporuduji dopracovat statistické srovnani mezi jednotlivymi skupinami.

2) Pratokovy t¥idi¢ bunék pracuje v nékolika sortovacich médech. Zdtvodnéte, jaky sortovaci

rezim jste si vybrala a proc.

Zaveér :

Prace byla napldnovéna, provedena a sepsana védecky odpovidajicim zplsobem a pfinesla
nové poznatky tykajici se optimalizace metody tfidéni granulocytl periferni krve. Byla pouZita
moderni metodika v souladu se sou¢asnymi svétovymi trendy. Predlozena prace vyhovuje viem

predpisim stanovenym pro diplomovou préci. Proto ji navrhuji pfijmout k obhajobé a vzhledem ke
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kvalité pfedkladané prace ji hodnotim znamkou vyborné.




