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Komplexni charakterizace subgingivalniho plaku - vyuziti modernich sekvena¢nich metod v
diagnostice a sledovani 1é€by onemocnéni parodontu

Cile prace
Pfi studiu parodontitidy sekvenaénimi metodami:
- porovnat vysledky ziskané dvéma sekvenaénimi metodami
- sledovat ¢asovy vyvoj mikrobiomu u zdravych osob
- porovnat mikrobiom u tfech skupin pacientii — zdravych, s chronickou parodontitidou
a agresivni parodontitidou

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE

Rozsah prace (pocet stran): 119, z toho 7 stran Seznam pouzité literatury

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Poznamky ke zkratkam:

Seznam zkratek ne netiplny a nepfilis logicky. Jsou uvedeny pouze 4 zkratky, z nichz OM
(oralni mikrobiom) se pouZziva pouze v anglickém (ale uz ne v ¢eském) abstraktu. V praci se
bézné pouzivaji napiiklad zkratky cytokint (IL-6), ale v seznamu zkratek je jenom TNF-a.
V seznamu by mély byt uvedeny zkratky pouZivané v textu, které se tykaji vlastnich
vysledkd, tfeba skupin pacientti (H, ChP), které se kombinuji s daty odbért a pritomnosti
parodontalnich choboti, coz je v textu vysvétleno hodné zbézné a v seznamu zkratek by to
pomohlo. Pfedevsim pak jde o zkratky z oblasti sekvenaci a genomiky (napt. OTU, HOT,
CT, kter¢ by urcité¢ mély byt v seznamu (pokud uz je tam napt. ,,PCR).

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO NE

Je napséan srozumiteln€? ANO NE

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE
Uvod se zabyva mnoha faktory, které ovliviwuji pribéh parodontdzy, coz je cenné pii
uvazovani o vybéru pacientli a diskuzi vysledkti. Uvod je napsan velmi p&kng, &iteln& a
srozumitelné.
V préci je pouzito 132 citaci, vzhledem k tématu nechybi ani zédkladni ucebnice (Slezak,
Skach), coz je v pofadku. Neprovadél jsem analyzu podilu citaci ,,z poslednich deseti let*,
protoZze by to bylo zavadégjici. Jde o téma hodné obtizné, u kterého je v podstatnych oblastech
(druhy a jejich zatazeni do ,,zdravi nebo nemoci“) malo shrnujicich praci. Je podstatné, ze
jsou dobfe vyuzity komplexni prace, které ptifazuji bakterie oralni mikrobioty zdravi nebo
nemocil.




Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO NE

Kolik metod bylo pouzito?
Byly odebirany vzorky bakterii ustni dutiny pacientd, extrahovana DNA, Gseky 16S rRNA
amplifikovany pomoci PCR, izolovany elektroforézou, ptecistény a sekvenovany. Vysledky
sekvenace metodou Illumina MiSeq byly statisticky vyhodnoceny, porovnavany
s databazemi, vytvoreny OTU a CT.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE

Poznamka: vzdy je otdzka, pro jaké Ctenaie je prace psana. Podle mého soudu je metodika
analyzy sekvenci popsana piili$ stru¢né. Je tieba myslet na to, ze DP neni asi psana pro
zkuSené genomiky, je to ale véc k ivaze. V nasi pracovni skupiné naptiklad piSeme o
principu pouzitych fluorescenc¢nich metod, pokud se v praci vyskytuji. Podrobné;si
vysvétleni analyzy sekvenci by praci pomohlo (muj ndzor).

Poznamky:

V metodice jsou Vv tabulce zminény pouzité programy pro vyhodnoceni sekvenac¢nich dat (str.
71). Je tam jen jejich nazev a odkaz. Podle mé by tam mél byt také popis, k ¢emu jednotlivé
programy slouzi a kde byly v praci pouzity.

U odbérti by mohla byt uvedena nemocnice nebo klinika, pokud je tam uveden odebirajici
1¢kat.

U pfistroje ,,Qubit® 2.0 Fluorometr* .... Spravné ,,Fluorometer* (str. 74)

Nekteré postupy prodramu SEED jsou patrné intuitivné, nékteré by se patfilo vysvétlit -

bylo by 1épe vysvétlit krok: ,, V tomto kroku byly také automaticky odstranény chiméry * (str. 74)
Véta: ,,V nekterych pripadech nebylo mozné na urovni identity 98,5 % priradit jednoznacné
prave jeden HOT....“ je dlouha a nepiehledna, piestoze je velmi podstatna — definuje pojet ,,CT*
Podstatny statisticky test Procrustes neni uveden v pouzitych programech.

Pojmy jako ,, matice relativnich abundanci* (str. 76) by mély byt vysvétleny, protoze obvyklému
¢tenafi neni piili$ jasné, jak jsou reprezentovana data pro OTU nebo CT po statistické analyze.
Slo by odkazat na List 8 z Piilohy a odtud vyjit.

Pojen ,,HEAT MAPA* je z hlediska ¢estiny odpudivy. Je to spojeni ¢eského a ciziho pojmu.
Misto néj by bylo moZzné pouzit pojem ,,mapa relativnich abundanci®, ktera je jen jinou
reprezentaci sloupcového grafu.

Analyza NMDS (str. 77) je vysvétlena nepochopitelné, napt. bez definice poymu ,,ekologicka
vzddlenost“. Kdyby aspon bylo uvedeno, ze jde o klastrovaci analyzu, ¢tenaf by byl klidné&jsi.
Ale napt. vysvétleni .,V této praci byla pouzita NMDS analyza ekologické vzdailenosti vzorkii
spoctené metodou Bray-Curtis. * bez odkazu, pouze s odkazem na program Past 3 je
nedostatecné, prestoze mu predchazi mnohoslibny uvod: ,, Metoda NMDS (z anglického
Nonmetric MultiDimensional Scaling) analyzuje libovolnou metrickou nebo semimetrickou
matici vzdalenosti nebo podobnosti (nepodobnosti). NMDS zobrazuje pozorované
vzdalenosti/podobnosti mezi objekty v euklidovském prostoru. *

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE

Je dokumentace vysledka dostacujici?  ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Poznamka:
Préace obsahuje pro ¢tenafe jeden podstatny problém — neni jasny vztah ¢asti ,,Dosavadni
vysledky“ v Uvodu (str. 58-63) k DP autorky. Evidentné jde o pacienty, jejichz data
jsou/nejsou? v DP pouzita a kde se na souboru téchto pacientti definuji pojmy jako R/G
koeficient a zelené/Sedé/Cervené skupiny, které jsou dale v DP pouzity. Neni uveden zadny
literarni odkaz vztahujici se k datiim skupiny v ¢asti ,,Dosavadni vysledky*. To je matouci.




Postacuje mnozstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Téma je tak komplexni, ze samotné systematické uchopeni tématu tak, jak ho predvedla
autorka, je velmi cenné. K nékterym zavértiim by bylo zapotiebi vice dat, coz autorka sama
uzavira.

Vyhrady mam k legendam obrazk. I u jednodussich obrazkt v jinych pracich a
publikovanych ¢lancich jsou legendy daleko podrobnéjsi. Pfedevsim by mély byt v legendé
vysvétleny oznaceni vzorku: ,,pacient-rok odbéru-pfitomnost parodontalniho chobotu®.
Vysvétlit také vyznam Cervenych Sipek. Véta v legendé€ ,,Hodnoty pro jednotlivé osoby jsou
rozliSeny barevné® je matouci u obr. 9B, kde jsou néktefi pacienti vybaveni pouze hodnotou
,,0%, ktera ovSem nemuize mit ve sloupci zadnou barvu. Navrhoval bych u A i B oddélit
jednotlivé pacienty svislymi carami.

U obrazku 10 (vyvoj mikrobioty u pacienta H5) neni pfimo v obrazku ani legend¢ nic o
vyvoji par. chobotu a v grafu neni jeho pfitomnost naznacena na rozdil od obr. 9. Je tam zato
hvézdicka, jejiz vyznam neni vysvétlen.

Na obr. 11 je vidét, ze kdyz jsou sloupecky u jednoho taxonu podobné vysoké ve dvou
nasledujicich odbérech, nelze vysky sloupct stanovit. To je nevyhoda 3D grafti s mnoha
daty.

Na stran¢ 88 by m¢ély byt oznaceny osoby nové zahrnuté do experimentu (tedy jejich Sifry
Hxxxx*).

Na obr. 13 jsou zahrnuta data pouze za rok 2016 a nalezeno pro H maximum 30% bakterii
cerveného komplexu u pacienta H4. M¢lo by se ale zaroven piipomenout, Ze tento pacient
startoval o Ctyfi roky dfive s hodnotou kolem 2%. Kdyz jsou ¢asova data k dispozici, méla by
se hodnota 30% nebrat automaticky, ale jako extrém s ¢asovym vyvojem.

Obrazky 11-16: v legendé by mély byt vysvétleny zkratky ,,CT* a ,,HOT*.

Orientaci v Obr. 17 by pomohl rastr pro piipad, Ze by chtél n€kdo pfi analyze obrazku jit za
prvni dojem (=hodné bakterii cerveného komplexu u agresivni formy choroby) a analyzovat
jednotlivé pacienty, coz je z obrazku technicky obtizné. Legenda by mohla byt rozsahlejsi, i
kdyZ je obrazek vysvétlen v textu (nebo se alesponl na text odvolat — takhle zistava legenda
v puli cesty).

Teoretické pozadi obrazku 18 mi pfipada vysvétlené nedostatecné, 1 kdyz je intuitivné
pochopitelny.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkii? ANO NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE

Diskuse je skute¢né silnou strankou této prace a pfipadd mi vyborna. Autorka se vSestranné
snazi urovnat velmi slozita a nékdy mnohoznacna data a porovnat je s literaturou.

Cenna mi tfeba ptipada ¢ast na str. 108, kde je zpochybilovana racionalita vyuziti nékterych
souprav k charakterizaci mikrobiomu tstni dutiny, pravé na zakladé vysledku autorky.

Jsou zajimavé diskutovana data jednotlivych pacienti, ktefi néjak vybocuji
zZ charakteristické skupiny.
Je otazka, zda na zaklad€ dvou pacientt ze skupiny H, ktefi udrzovali vysoky pomér R/G a
kteti byli oznaceni jako osoby s vybornou trovni dentalni hygieny (cCit: ,,Toto zlepSeni Casové
ptesné odpovida obdobi kdy osoba H17 zacala pravideln€ navstévovat dentalni hygienu a
celkové zintenzivnila dentalni péci.” (str. 104) nebo ,,Tato osoba potvrzuje vyznam prevence a




v€asné diagnostiky, nebot’ se jedna o pracovnika ve stomatologii, u kterého je standardem
vynikajici uroven dentalni hygieny.(str. 104) ) je mozné odvazné uzavirat v Souhrnu (str. 111) ,
ze ,,Pravidelnou a precizni dentalni hygienou lze i v ptipad¢ velice neptiznivého slozeni oralniho
mikrobiomu nastup onemocnéni oddalit ¢i mozna dokonce zastavit.“ Ale vzhledem k omezené
velikosti souboru pacientd a jejich datlim se to samoziejmé nabizi.

Byl bych trochu skepticky ke tvrzeni autorky z Vysledk (str.94).

wZaroven lze pozorovat pomérné velké mnozstvi taxonti, které prozatim nebyly prirazeny k
parodontdlnimu zdravi ani k parodontitide. Pri vétsim poctu vzorkii v jednotlivych skupindach
bude casem jiste mozné priradit mnohem vice taxonii k jednomu ¢i druhému stavu.” — jde 0
vyhled autorky do budoucna ohledné charakterizace Sedé zony, ktera podle mého zustane Seda a
Spatné definovana.

Realnéji autorka vystihuje komplikovany vztah druht a nemoci v Diskuzi (str. 109)

., Zcela jisté nejsou aktudalné definované skupiny taxonii prirazenych k parodontalnimu zdravi ¢i
parodontitidé definitivni, ovSem s ohledem na metodiku pouZitou pro definovani téchto skupin lze
predpokladat, Ze dojde pouze k jejich rozsireni o dalsi taxony, ale nikoli ke kvalitativnimu
posunu.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni tirovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):
Ptes vyhrady k nékterym rysiim prace je jazykova uroven velmi dobra az na necetné
anglizmy. Text se velmi dobie ¢te.

Ostatni vyhrady byly uvedeny vyse.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Praci povazuji za nesmirné cennou. Pti podrobném studiu prace je vidét, nakolik je tézké
problém bakterii a nemoci parodontu spravné uchopit, protoze se obdobné prace provadéji na
nesrovnatelnych skupinach pacientt a s riznych roziazenim bakterialnich druhti do skupin
,hemoc* a ,,zdravi®. Postup, ktery pouZziva autorka, je konzistentni a velmi cenny.

Cile prace byly splnény a prace rozhodné splnila svij ucel.

Otazky a pripominky oponenta:
ve Vasi praci?

2) Které metody provadéla autorka a které nékdo jiny (kromé klastrovaci analyzy a
odbérd, kde je to uvedeno)? Kdo napiiklad provadél sekvenaci metodou Illumina
MiSeq, ktera byla provedena v jiné laboratofi?

3) Nakolik mohou byt vysledky R/G poméru u pacientt urcitou tautologii — nakolik byl
R/G pomér definovan pravée na téch datech, ktera se prezentovala v praci? Pokud by
to tak bylo, nebylo by divu, ze R/G pomér vychazi pékné a logicky.

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucésti zvetejnénych informaci)

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

Podpis oponenta:




