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Imunofenotypové rozdíly v B lymfocytárních populacích „non-memory“ B lymfocytů    

u zdravých kontrol a pacientů s imunopatologiemi 

Cíle práce: 

1) Sledování změn v distribuci jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací u kontrol 

(naivní, paměťové B lymfocyty a plazmatické buňky dle Kleina – definované pomocí 

markerů CD19, CD21 a CD27, dále CD21lowCD38low lymfocyty, folikulárních CD21+ 

lymfocyty a další vývojová stádia jako nezralé transientní T1 a T2 lymfocyty, folikulární 

zralé B-lymfocyty - FM a B-lymfocyty marginální zóny - MZ), a u pacientů s různými 

patologickými stavy. 

 

2) Sledování změn ve frekvenci analyzovaných B buněčných subpopulací mezi kontrolami 

a pacienty (a mezi skupinami pacientů) v závislosti na formě onemocnění, jejím průběhu, 

klinickém stavu a použité léčbě.  

 

3) Zjistit, zda analýza povede k získání informativních dat použitelných v budoucnu jako 

diagnostický/prediktivní marker v klinické praxi (vč. naznačení směřování dalšího 

výzkumu). 

Struktura (členění) práce, odpovídá požadovanému? ANO    

Rozsah práce (počet stran): 182 vč. Příloh 

Je uveden anglický abstrakt a klíčová slova? ANO     

Je uveden seznam zkratek?  ANO     

Literární přehled:  

   Odpovídá tématu?    ANO    

   Je napsán srozumitelně?   ANO   

   Použil autor v rešerši relevantní údaje z literárních zdrojů?   ANO     

   Jsou použité literární zdroje dostatečné a jsou v práci správně citovány? ANO    

Materiál a metody: 

    Odpovídají použité metody experimentální kapitole?    ANO    

    Kolik metod bylo použito? Základní metodou byla polychromatická průtoková 

cytometrie -  8 barev (akvizice dat pomocí software FACS DIVA), izolace obohacených 

buněčných populací (PBMC), počítání buněk a jejich značení monoklonálními 

protilátkami, tvorba panelu a kompenzace, analýza dat z průtokového pomocí softwaru 

Kaluza a statistické vyhodnocení (software GraphPrism, linearní regresní analýza, 

neparametrický t-test a korelační analýza dle Spearmana). 
    Jsou metody srozumitelně popsány?   ANO 

Experimentální část: 

    Je vysvětlen cíl experimentů?   ANO     

    Je dokumentace výsledků dostačující?     ANO       

    Postačuje množství experimentů k získání odpovědí na zadané otázky?  ANO    

Diskuze: 

   Je opravdu diskuzí, nejde jen o konstatování vlastních výsledků?   ANO                       

 



Obsah diskuse odpovídá skutečnosti, že analýza v tomto rozsahu a hloubce dosud nebyla 

provedena a je zcela originální.   
  

Jsou výsledky porovnávány s literaturou?    ANO    

 Jsou uvedeny nějaké hypotézy či návrhy na další řešení problematiky?   ANO    

Závěry (Souhrn) : 

Jsou výstižné?    ANO     

Formální úroveň práce (obrazová dokumentace, grafika, text, jazyková úroveň): 

Formální úroveň DP je na velice dobré úrovni. 

Splnění cílů práce a celkové hodnocení: 

 

Práce byla pojata jako pilotní studie, kdy hlavním předmětem bylo vytvoření 

cytometrického panelu detekujícího všechna důležitá diferenciační stádia B buněčného 

vývoje od okamžiku, kdy B lymfocyty vystoupí z kostní dřeně do periferie. Primárním   

cílem bylo zjistit, zda bude taková analýza informativní, tj. zda bude možné identifikovat 

rozdíly ve frekvencích jednotlivých maturačních stádií B buněk mezi kontrolami a pacienty 

s různými imunopatologiemi, a mezi skupinami pacientů. 

 

Byla nalezena snížená frekvence paměťových B lymfocytů u pacientů s CRC a naopak 

jejich zvýšená frekvence u pacientů s RA oproti kontrolám, svědčící pro poruchu v další 

diferenciaci ve stádiu naivních B buněk u pacientů s nádorem. U pacientů s CRC byla 

objevena statisticky významná predominance FOI B buněk ve srovnání s FOII buňkami,   

u pacientů s RA naopak dominovaly FOII B buňky. První korelační analýzy naznačují      

u pacientů s RA možnou asociaci mezi DAS28 (FW) skóre a frekvencí MZ B lymfocytů, 

frekvencí plazmatických buněk. Nejzajímavější výstup této práce je potvrzení, že FOI         

a FOII B lymfocyty jsou ve skutečnosti dvě úplně odlišné subpopulace, z nichž pouze FOI 

B lymfocyty splňují charakteristiky folikulárních maturovaných buněk, zatímco FOII 

představují nezralé T2 lymfocyty.  

 

Primární cíl byl splněn, práce dále pokračuje (nově doplněná o T buněčný panel), soubory 

pacientů a klinických dat jsou dále doplňovány.      

                                                                                                                                            

Dalším cílem DP je osvojení a předvedení studentovy schopnosti samostatně problematiku 

nastudovat, literárně ji logicky uspořádat a zpracovat, zvládnout metody potřebné pro 

vypracování práce a získání výsledků, tyto výsledky zpracovat, posoudit jejich význam        

a vyvodit odpovídající závěry. Bc. Milan Polák si v tomto ohledu počínal velmi zdatně, 

prokázal samostatný a tvůrčí přístup nejen k formální stránce DP ale i obsahové a celkově 

k řešení tématu.           

                                                                                                                                                                

Je nutné zvláště zdůraznit to, že Milan vypracoval diplomovou práci v extrémně krátké 

době (3 měsíce), za tu dobu vše nastudoval, zvládl metody (a to bezchybně), zcela správně  

a logicky postupoval jak při psaní textů a vyhodnocování dat, tak při  interpretaci výsledků. 

Byl v takto krátké době schopen zpracovat data od 81 jedinců pokrývající 12 B buněčných 

populací. Tomu odpovídalo jeho vysoké pracovní a mentální nasazení.                                       

V tomto bodě snad mohu vyjádřit jemné znepokojení způsobené zakolísáním během 

dokončování sekce Diskuse, nicméně vzhledem k tříměsíčnímu enormnímu vypětí              

a stresu, kdy Milan nezřídka pracoval v laboratoři přes půlnoc a ke konci také do rána,     

se dá jistá ztráta energie předpokládat a také pochopit.   
 

 



Závěrem celkový přístup a předvedené schopnosti Bc. Milana Poláka během řešení            

a vypracování diplomové práce hodnotím jako vynikající, jednoznačně doporučuji          

tuto práci k obhajobě a navrhuji známku výborně. 
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