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Diplomova prace ma celkem 105 stran. Clen&na je do kratkého uvodu, nasleduji kapitoly o
pupeénikové krvi, kmenovych buiikach, transplantacich pupeénikové krve a bankach
pupenikové krve Nasleduje seznam pouzivaného materialu a popis pouzitych metod.
Vysledky jsou doloZeny tfemi tabulkami zdrojovych dat a padesati grafy. Zpracovani
pupecnikové krve dopliiuje dvacet fotografii. Nechybi seznam pouzitych zkratek a
pod&kovani koliteli a spolupracovnikiim. Jedna z pfiloh je seznam kontraindikaci odbéru
pupecnikové krve pro 1é€ebné tcely.

Seznam pouZzité literatury zahrnuje celkem 52 odkazi, z toho 20 je staZeno z internetu,
doplnéno adresou a datem staZeni.

V préci je popisovan propracovany postup zpracovani darcovskych pupecnikovych krvi
uzavienym systémem, ktery vyhovuje soucasné legislativé o burikach a tkanich uréenych pro
¢lovéka i v podminkéch, kdy na pracovisti nejsou monitorované ¢isté prostory (Zakon ¢islo
296/2008 Sb ). Popsan je i odbér potfebnych vzorki na vySetieni kvality $tépu pred jeho
zafazenim do nabidky prostiednictvim registru darcd krvetvornych bunék a metody, které se
pouzivaji na posuzovani vhodnosti odebrané pupe¢nikové krve pro transplantaci.

U padesati pupecnikovych krvi byly vySetieny zakladni parametry na posouzeni kvality
Sté€pu hemopoetickych bunék, které zahrnovaly: bunéénost, povrchovy znak CD 34 a
schopnost tvofit hemopoetické kolonie. Stejny material byl vySetfovan u Cerstvych vzorkl a
po jejich kryokonzervaci a rozmrazeni. Shromazdény byly nékteré uidaje o matce a
novorozeném darci pupe€nikové krve a byla hledana zavislost na kvalité pupe¢nikové krve a
jeji vhodnosti pro transplantace.

Ve vysledcich vyjadienych v grafech postradam statistické vyhodnoceni. V analyze podle
mista narozeni matky je dé€leni padesati vySetfovanych vzorki podle jedenacti krajii a u
materialu s tak rozdilnymi vstupnimi parametry jako je pupe¢nikova krev za nedostatecny
pocet k vyvozovani zavéri. Piekvapivy je i znaény pokles po¢tu leukocytli po rozmrazeni a
naopak vzestup po¢tu CFU-GM kolonii u vzorkii po rozmraZeni.

Zdrojova data obzvlasté po jejich rozsiteni by mohla slouZit nadale i jako podklad pro dalsi
vyhodnoceni riiznych vlivii, ku piikladu vlivu Zivotniho prostfedi na odolnost bun¢k
pupecnikové krve vii¢i kryokonzervaci.

V praci je velmi maly pocet formalnich nedostatkii — pieklepy, citovany autor neuvedeny v
seznamu odkazi




Zaver

Autorka prokazala, Ze je schopna zvladnout relativné sloZitou problematiku vztahujici se

k transplantacim krvetvornych bungk, jejich smysl a pozadavky na kvalitu. Je dobie
seznamena se souc¢asnymi poznatky o kmenovych buiikach krvetvorby i s kmenovymi
burikami s regeneraénim potencialem v postnatalnim Zivoté.

Je schopna podrobné popsat proces zpracovani pupeénikové krve pro jeho vyuziti jako §tép
hemopoetickych buné€k k potencialnimu vyuziti kdekoliv na svété i s poZadovanymi naroky
na kvalitu.

Prokazala schopnost provadét slozité vySetfeni povrchovych znaki bunék priitokovou
cytometrii a kultiva¢ni vySetfeni hemopoetickych prekursort s propoéty mnozstvi bunék,
které ma byt pouZito na optimalni pocet kolonii vyrostlych na misce.

Prokazala schopnost vyhledat a nastudovat pfislu$nou literaturu vztahujici se k feSené
problematice.

Prokazala schopnost formulovat srozumitelné myslenky, graficky zpracovat vysledky, praci
roz¢lenit do kapitol a dolozit literarnimi odkazy.

Doporutuji, aby predloZena prace byla pFijata jako podklad k udéleni diplomu.

Praha, 18.1.12 PhMr. Alena Hruba, CSc




Otazky oponenta

Jak si vysvétlujete nartist hemopoetickych kolonii CFU-GM po rozmraZeni vzorkii?

Nenasla jste néjakou zavislost na mnoZstvi odebrané PK, ptipadné technice odbéru pii
sledovani odolnosti bun&k na kryokonzervaci?

Navrh klasifikace: 2
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Praha, 18.1.12 PhMr. Alena Hruba, CSc
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POSUDEK DIPLOMOVE PRACE

,Pupecnikova krev — vliv kryokonzervace a demografickych udaju matky a ditéte na jejim
prihojeni pri transplantacich®, autorka Bc.Veronika Skladana.

Vazeni kolegové,
pfedné mi dovolte, abych podékoval za divéru, s niz jste mi odeslali vySe uvedenou diplomovou
praci k posouzeni.

Formalni stranka

Jde o originalni praci vychazejici z vlastniho vyzkumu autorky. Prace je opatfena obsahlym
teoretickym Uvodem do problematiky, komentari k pouzitym metodikdm a vysledkim a
zakoncCena je souhrnem sumarizujicim hlavni vysledky vyzkumu.

Vlastni text tvofi 86 stran, k praci je pfipojeno 5 stran citaci a 14 stran pfiloh (tabulky, obrazky).
Prace je napsana dobrou c¢estinou s minimem gramatickych chyb &i preklepl. Diskutovana
problematika je podana jasné a piehledné.

Uchazecka se vénuje feSenym problémum dostateéné dukladné a vyvozuje aktualni zavéry.
Pouzité laboratorni metody jsou adekvatni. Nebylo bohuzel aplikovano statistické hodnoceni
vysledku, které by mohlo jejich platnost podpofit. Velikost testovaného souboru je dostateéna
(50 odbért), nicméné pro budouci analyzy bude nezbytné pfipravit vétsi skupinu odbéru.

Obsahova stranka

Téma disertani prace je velmi aktualni. Pocty provadénych transplantaci hemopoetickych
kmenovych bunék maji celosvétové rostouci trend, rozsifuji se indikace, zvySuje se veék
pacientl. Vedle kostni dfené nebo perifernich kmenovych bunék je &astéji nutné zvazovat
alternativni zdroje hemopoetickych kmenovych bunék jako napfiklad alogenni pupeénikovou
krev. Kvalita resp. dostate¢na bunécnost transplantatu ma vyznamny vliv na engraftment i
vysledek transplantaéni Ié¢by a znalost faktor(l, které ji mohou ovliviiovat, je pro klinickou praxi
velmi dulezita.

Uchazecka porovnala rlzné kultivaéni metody pro hodnoceni kolonie tvoficich jednotek.
Nejlepsi a optimalizovand metoda byla nasledné pouzita pro vlastni studii s transplantaty
pupecnikové krve. Pfi vyhodnocovani faktorli ovliviiujicich kvalitu transplantatu mél
nejvyznamnéjsi vliv proces kryokonzervace. Ztrata jednotlivych buné&énych populaci resp. CFU
dosahovala po kryokonzervaci az cca 60 %. Z testovanych demografickych parametrd se jako
vyznamné projevily prfedev§im doba mezi odbérem a zpracovanim a také vék matky. Ostatni
sledované parametry (krevni skupina matky a ditéte, pohlavi ditéte atd.) nemély na kvalitu
transplantatu vliv. Uchazecka spravné uvadi, Zze nejvétsi dopad na transplantat ma
kryokonzervace s ni spojena ztrata bunék. Vtomto kontextu budou pravdépodobné ostatni
vstupni parametry méné vyznamné a budouci vyzkum by mél byt sméfovan zejména na
metodiku zpracovani a rozmrazovani bunék.




Pripominky oponenta

1.

Mezinarodni databaze nepfibuznych darct (www.bmdw.org) zahrnuje aktualné pfes 18 mil
darcl a pres 500 tis. pupecnikovych krvi. Data uvedena na strané 18. nejsou aktualni (citace
z roku 1997).

Tvrzeni o nizsi TRM po transplantaci pupecnikové krve ve srovnani s transplantaci kostni
dfené je zavadeéjici a vyzadovalo by detailnéjSi komentar podpofeny citacemi.

Relaps maligniho hematologického onemocnéni byva po alogenni transplantaci kostni dfené
¢i PBSC vyznamné ovlivnén pfitomnosti GVHD. Je citovana jedina prace, ktera tuto zavislost
v pfipadé transplantace pupecnikové krve nepotvrdila (strana 18). Na druhou stranu je
uvedeno, ze GVHD ovliviiuje preziti po transplantaci, a Ze relaps je jednou z hlavnich pficin
umrti.

Dotazy oponenta

1.

Kryokonzerovavané kmenové buriky z pupeénikové krve mohou byt dlouhodobé skladovany.
Autorka uvadi dobu 20 let (Uvod, strana 9). Jde o literarni udaj nebo vlastni zkuSenost
pracovisté ? Jakou nejdelSi ,exspira¢ni“ dobu ma pracovisté ovéienu ?

Popsané ztraty bunék po kryokonzervaci jsou zna¢né (60 % CD34+). Pfi kryokonzervaci
autolognich perifernich kmenovych bunék se setkavame s nizS§im Gbytkem (do 10 %). Jsou
ztraty uvedené v praci v pfipadé PK obvyklé ? Jaka jsou mozna vysvétleni ?

V zavéru prace jsou uvedeny teoretické hmotnosti pfijemcd, pro néz by transplantaty byly
s ohledem na minimalni doporu€ena mnozstvi bunék/kg hmotnosti dostatec¢né. V téchto
vypoltech se vychazi z mnozstvi bunék stanoveného pred kryokonzervaci nebo aZz po
rozmrazeni ? S ohledem na popsané ztraty bunék po kryokonzervaci se jejich celkovy obsah
v transplantatu po rozmrazeni mize vyznamné snizit. Jak se tato problematika resi pfi
vybéru transplantatu pro konkrétniho pfijemce resp. zjakych dat se vychazi (pred
kryokonzervaci nebo po rozmrazeni) ?

V Casti porovnavajici kvalitativni parametry PK s ohledem na demograficka data jsou ve
grafech uvedeny koncentrace bunék, nicméné porovnavany byly pravdépodobné absolutni
pocty. Bylo by vhodné vysvétlit metodu vypoctu hodnot (poétl) bunék pred a po
kryokonzervaci a zpUsob stanoveni ztraty bunék (neni uvedeno v metodice).

Zavér oponenta

Diplomovou praci hodnotim kladné. Pres vySe uvedené pfipominky a dotazy vznesené
k diplomové praci je mozno konstatovat, Ze prace splnila stanovené cile. Jde o uceleny souhrn
problematiky odbéru a zpracovani transplantatt krvetvornych bunék z pupeénikové krve. Pfinasi
rozsahlé teoretické shrnuti problematiky a plavodni analyzu nékterych faktort ovliviujicich
kvalitu transplantatu. Zaroven prace pfispiva k zavedeni novych postupl, které se v oblasti
kontroly kvality transplantatu z pupeénikové krve prosazuiji.

UchazeCka prokazala dostate¢né teoretické a praktické znalosti problematiky a proto
doporucuji predlozenou diplomovou praci k jeji obhajobé.
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