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	Text1: Oponentský posudek bakalářské práceBakalářská práce Zuzany Nováčkové s názvem "Stanovení cirkulujících mikroRNA u pacientů s melanomem" se zabývá metodikou stanovení mikroRNA v krevní plazmě. Do analýz tohoto typu jsou v dnešní době vkládána velká očekávání, hovoří se o tzv. tekuté biopsii, kdy jsou odpovědi na onkologické otázky týkající se solidních nádorů zjišťovány z periferní krve, což má oproti klasické tkáńové biopsii řadu výhod, zejména minimální invazivitu a opakovatelnost odběrů v čase. V teoretické části bakalářské práce je obecně popsána karcinogeneze, samostatná kapitola je věnována malignímu melanomu. Podrobně je popsána biogeneze a funkce mikroRNA, zmíněny jsou i metody kvantitativního stanovení. Praktická část práce se stanovením cirkulujících mikroRNA, zpracováno bylo 50 vzorků. Po izolaci RNA z krevní plazmy, změření koncentrace a kontrole čistoty byla provedena revezní transkripce a pomocí real-time PCR kvantifikována exprese panelu vybraných 25 mikroRNA. Je třeba zmínit i časovou náročnost manuálně prováděné práce u těchto molekulárně biologických metod (izolace nukleových kyselin, revezní transkripce, polymerázová řetězová reakce), kterou musela studentka vynaložit pro vznik této práce.Předložená bakalářská práce splňuje všechny požadavky. Práci doporučuji k obhajobě.Komentář k bodovému hodnocení:Některé z drobností:- Hned v úvodu kapitoly o karcinogenezi autorka uvádí, že nádory jsou "geneticky podmíněné choroby". Bez podrobnějšího vysvětlení, co tím je myšleno, může být poněkud zavádějící. - V kapitole 2.3.1 se několikrát vyskytuje "stanging system", správný termín je "staging systém", stage = stádium, stupeň.- Kapitola 3.4: Polemizoval bych s tvrzením "Molekuly mikroRNA mají stejně jako jiné nukleové kyseliny přesně daný systém klasifikace a pojmenování". Vzhledem k relativně nedávnému objevu mikroRNA jsou pro jejich nomenklaturu téměř od začátku jasná pravidla, na rozdíl od např. protein kódujících genů.Otázky:(1) Při kvantifikaci exprese RNA je zajímavým bodem k diskusi způsob udávání výsledku. Při stanoveních vycházejících z tkáně se většinou provádí normalizace, výsledky se udávají jako relativní, tj. vztažené k expresi tzv. housekeeping genů (referenčních genů). V jaké podobě byly udávány výsledky při stanovení cirkulujících mikroRNA? Bylo prováděna nějaká "normalizace"?v Plzni, 30.5.2022                                                                          MUDr. Vlastimil Kulda, Ph.D.
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