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Cile prace

Cilem préce bylo otestovat hypotézu, Ze se HPV pozitivni nddory hlavy a krku li8i v expresi
hypoxickych markerii v porovnani s HPV negativnimi nadory hlavy a krku.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran):

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ovd slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napséan srozumitelné¢? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni ddaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostatec¢né a jsou v préci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentdlni kapitole? = ANO NE

Kolik metod bylo pouzito? Nelze fici bez definici co je samostatnd metoda. Mnozstvi
metodickych piistupi, jejich diverzita a experimentalni naro¢nost je nadprimérna.

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Pro konkluzivni konstatovani o vlivu HPV statusu na expresi hypoxickych markert by bylo
nutné porovnavat vzorky nddort se stejnymi patologickymi stadii progrese. Toto vSak nelze
brat za zdvazny nedostatek diplomové préce, ale jako indicii toho, jak studii vhodné rozsifit.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE




Jsou uvedeny néjaké hypotézy €i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formdlni droven je dobrd. Popisovand data jsou dobfe dokumentovana ve vloZenych
obrézcich a ptehledovych tabulkach.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Definované cile jsou v mezich danych omezenim dostupnych pacientskych vzorkl splnény.
Prace obsahuje velké mnozZstvi vysledki ziskanych standardnimi i inovativnimi metodickymi
postupy, z kterych bych vypichnul piedev§im multispektralni imunohistochemii a pokrocilou
automatickou analyzu mikroskopickych dat vyuzivajici prvky umélé inteligence. Celkové
praci hodnotim na rozhrani mezi vybornou a velmi dobrou.

Otazky a pripominky oponenta:

Drobné ptfipominky:
» Nckteré zkratky nemaji definovan ¢esky vyznam.
» Preferoval bych misto o ,,prolylovych a asparaginylovych® zbytcich psat o
»prolinovych a asparaginovych* zbytcich.

» Chybi n¢jaké piimé odiivodnéni v ramci jednoho odstavce/kapitolky na zakladé
jakych kritérii byly vybrany pouZité markery hypoxie. Vybrané markery jsou sice
zminény v ivodu, ale bylo by vhodné shrnout diivody jejich zafazeni i v kapitole
vysledky.

Prohozeno barevné kédovani v tabulce 12 a v jeji legend¢.

U mikroskopickych obrazku by bylo vhodné uvést métitko nebo celkové zvétSent.
Mikroskopické obrazky s multiplexovym barvenim maji ve vloZzeném popisku
oznaceni barev, coZ miZe pomoci v hledan{ jednotlivych barev, ale informativné&;jsi
by bylo, kdyby misto oznaceni barvy byl uveden piisluSny detekovany protein

v barevném kédovani.

YV V

Otéazky a komentére:

» Bylo pouzito 20 HPV+ a 20 HPV- pacientskych vzorkt. Bohuzel se soubory HPV+ a
HPV- nadort vyrazné liSily co do zdrojové tkané a pifedevsim gradingu (HPV+
nadory byly predominantné grade I (85%), zatimco HPV- pievazné z pokrocilejSich
nadorti (85%)). Oboji by mohlo vyrazné ovlivnit mozné zavery. Prezentované
vysledky totiZ ukazuji, Ze HPV- nddory maji zvySenou expresi mRNA pro ASPH a
VEGEF coz vsak plati i pro vzorky s pokroc€ilejSimi stadii. Obdobné korelace, i kdyz
s opacnou zavislosti na HPV statusu, jsou vidét i na imunohistochemickych vzorcich.
Prosim o komentarf k validité zavéra v tomto kontextu.

» HPV status vzorkd, v tomto ptipadé definovan na zdklad¢ aktivni virové infekce, byl
urcen na zdklad¢ detekce mRNA E6 viru. Hladina mRNA E6 vSak nebyla
kvantifikovdna pomoci RT-qPCR, jen byly nékteré pozitivni vzorky oznaceny jako
slaby signdl (Tab 12). Pro¢? Potencidlni korelace s mirou infekce by mohla byt také
zajimava.




» qPCR byla provadéna pouze v technickych duplikatech. Jsem si védom limitt
mnozstvi materidlu z pacientskych vzorkd, ale pfesto si myslim, Ze minimaln¢ pouziti
technickych triplikatd by bylo moZzné a vyrazné by pomohlo statistickému
vyhodnoceni problematickych vzorkl. Navic je trochu nejasné, jak se postupovalo
v piipad¢, Ze z duplikatu nebyly ziskdny ob& hodnoty Ct. V préci jsou totiZ uvedena
dv¢ podle mne protichiidnd konstatovani: “Pokud jsem méla alespon 1 Ct hodnotu v
ramci duplikatu tak jsem ji pouZzila pro cely duplikat.“ vs ,,V ptipad¢, Ze se mi
nepodafilo ziskat Ct pro cely duplikat jsem predpokladala velmi nizké vstupni
mnozstvi cDNA daného markeru a nahradila jsem hodnotu maximem Ct pro tento
marker mezi vS§emi vzorky zvySenym o 2.“ Prosim vysvétlete, jak se pfesné v téchto
piipadech postupovalo a k ¢emu uvedené véty (str 56) vlastné odkazuji.

» Lze s pomoci multiplexového barveni podle intezity zabarveni kvalifikované
usuzovat na miru piitomnosti daného markeru? Jestli ano, pak pro¢ se analyza
omezila jen na konstatovani ptitomnosti/neptitomnosti specifického signilu
v jednotlivych buiikdch a nebyl bran zietel i na miru intenzity signdlu v bunkach.

Névrh hodnoceni oponenta

X vyborné [ ] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)
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