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V| iv se pa račn ích pod m ínek na fu nkčn í v|astnosti gra n u |ocytťr izo|ova n1ich

z periferní krve.

PharmDr. Aleš Tich1i, Ph.D.

PĚedk|ádaná diplomová práce studentky oboru Ana|1izy bio|ogickrich materiá|ťr, BC. Lenka

Hromádková, má ce|kem ].02 stran. V rozsáhlém (36 stran) a ve|mi dobÍe zpracovaném literárním

ťrvodu autorka popsala obecně neutrofilní granulocyty a jejich obranné mechanismy závis|é a

nezávis|é na kys|íku. V sou|adu se zadáním dip|omové práce se pak soustťedi|a na reaktivní

sloučeniny kys|íku a dusíku, NADPH-oxidázu a my|operoxidázu. Dále by|a zahrnuta kapitola t kající se

instrumentace a principu prŮtokové cytometrie a jejího využití pÍi studiu funkce neutrofilťl , což

považuji za velmi vhodné, je|ikož práce se stává čtivou a srozumitelnou i pro čtenáče, kter nemá

praktické zkušenosti s touto technikou. Literární vod je dop|něn devíti aktuálními schématy. Chybí

sice exp|icitně stanovené cí|e práce, ale čtenáĚ je mŮŽe na|ézt v souhrnu; tedy 1) optimalizovat

metodu tĚídění granu|ocytťr perlferní krve na pr tokovém trídiči s ohledem na nás|ednou ana|1izu

fagocytární aktivity měÍenou jako míru oxidativního vzp|anutí po stimulaci buněčnou suspenzí

inaktivovanych bakterií E. co|i a 2) analyzovat míru apoptÓzy.

Experimenty byly provedeny na Vzorcích lidské krve 3 dárcrj a v.is|edky jsou bohatě popsány

na 24 stranách, pĚičemŽ u každé části je stručny závěr, Z vris|edkťr vypl.ivá , že )yza červen1ich krvinek

pomocí Easylyse kitu ani hypotonická |1Íza |edovou deionizovanou vodou nejsou vhodné metody pro

pÍípravu vzork krve k sortování granulocytťr s nás|edn1im testováním jejich funkčnosti. Jako

optimá|ní metoda by|a zvo|ena sedimentace periferní krve v inzu|inov'./ch stÍíkačkách, což je metoda

|evná, snadno provedite|ná a nedochází během ní k poškození granulocytťr. V./znamnrim zjištěním

práce je, Že optimální parametr prŮtokového měÍiče, tzv. nozz|e, je prťrměr 70 pm. Pňi porovnání

s pr měry 85 a 1oo pm autorka uvádí, že by|y zjištěny vriznamné rozdí|y stĚedních hodnot
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f|uorescence (MFl) granulocytární popu|ace v závis|osti na použitém vzorku, ovšem v práci není

uvedeno, zda a jak.im zp sobem byla získaná data statisticky zpracována, proto je potťeba se

podobnrich tvrzení vyvarovat anebo data adekvátně zpracovat. Dále by|o prokázáno, že během

apIikované metody se nesníŽiIa viabilita buněk u Žádného dárce (pĚi všech specifikovan ch

podmínkách s požitím nozzl 70, 85 a 100 pm) pod 95 %,

Vrisledky práce jsou pak diskutovány na 7 stranách, kde autorka dokazuje dobrou práci

s literaturou a je zĚejmé správné pochopení použité metody. Za zmínku stojí, Že práce obsahuje 186

(!) citací a autorka dodržela požadované citační normy. Práce je sepsána srozumite|nou formou, s

minimem pĚeklepťr. Pokud se hodlá autorka dále zab.ivat vědeckou prací, doporučuji do budoucna

VyVarovat se používání singuláru (,,domnívám se, že..,,apod.); vědecká práce je pÍecijen práce v t1Ímu

pracovníkri.

Na pÍed|ožené práci je ze soudob1Ích citací patrná aktuá|nost tématu a závěry budou jistě využity

v da|ších experimentech. Práce má potenciál b.Ít publikována v časopise s,,impakt faktorem,,.

otázky a pÍipomínky recenzenta:

1) Doporučuji dopracovat statistické srovnání mezi jednot|iv'.imi skupinami.

2) Prťrtokov.i tĚídič buněk pracuje v něko|ika sortovacích mÓdech. Zdťrvodněte, jak1i sortovací

reŽim jste si vybra|a a proč.

Závér z

Práce byla naplánována, provedena a sepsána vědecky odpovídajícím zp sobem a pÍinesla

nové poznatky tr/kající se optimalizace metody tĚídění granu|ocyt periferní krve. By|a pouŽita

moderní metodlka v sou|adu se současn mi světov1imi trendy. PÍed|ožená práce vyhovuje všem

pÍedpisťrm stanovenrim pro dip|omovou práci. Proto ji navrhuji pÍijmout k obhajobě a vzhledem ke

kva|itě piedkládané práce ji hodnotím známkou v'fborně.
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