Jihoteska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Molekularni diagnostika fungalnich patogent
zZ Klinickych vzorkiu

Diplomova prace

Bc. Jana Cimicka

Skolitel: RNDr. Katefina Cerna, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2020



Cimicka, J. 2020: Molekularni diagnostika fungélnich patogenti z klinickych vzorkda.
[Molecular diagnostic of fungal pathogens from clinical samples. Mgr. Thesis, in Czech] —
57 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech
Republic.

Annotation:

This study is focused on optimization and use of molecular methods in mycological
diagnostics. The patient's life often depends on early diagnosis, which current culture
methods cannot provide. The solution is based on pan-fungal primers of ITS region and
next generation sequencing (NGS). These methods were used for fungal detection from
FFPE tissue samples from patients with ulcerative colitis (UC), Crohn disease (CD) and

10 controls without chronic inflammatory changes in the intestine.

Results of this study have three levels. Firstly, the process of optimization highlights the
importance of sterile DNA isolation in a laminar box which can prevent contamination by
Malassezia spp. Secondly, raw data showed balanced rate of Ascomycota and
Basidiomycota in CD samples similar to negative controls, while UC samples indicated
higher representation of Ascomycota than other groups. Thirdly, detailed data showed
fungal genera Malassezia, Cladosporium and Toninia in all groups, while genus Candida
was found only in UC samples and genera Engyodontium and Ramularia were found in
CD samples.

In conclusion, mycobiome plays a role in inflammatory bowel diseases; however, its
compartments are still questionable. The optimization of pan-fungal nested PCR and NGS
helped with introduction of mycological diagnostics from FFPE samples to Biopticka

laborator s.r.o. and is used for differential diagnostics.
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1 Uvod

Mykologické infekce jsou nejvice zanedbavanou oblasti diagnostiky infekénich
onemocnéni pomoci molekularné biologickych metod, avsak v posledni dobé poticba
v¢asného a piesného urceni kauzalniho mykotického agens nabyva na vaznosti. Vzhledem
K narustajicimu poCtu pacientd S oslabenou imunitou vznika ,Grodna puda“ pro
mykologickd onemocnéni. Ohrozeni jsou hlavné pacienti s AIDS, autoimunitnim

onemocnénim, PO organové transplantaci a pacienti v 1é¢bé nadorového onemocnéni.

Pacientv zivot mnohdy zavisi na rychlé diagnostice, coz nyngj$i metody uplné
neumoziuji. Dostupné techniky prukazu mykologické infekce jsou pomalé, nedostate¢né
citlivé a malo specifické. Dale jsou také naro¢né pro persondl a zatizené osobni

interpretaci.

Urcovani zavaznych mykologickych druhit pomoci molekuldrnich metod zaloZenych na
stabilnich genotypovych charakteristikach je nejrychlejsi cesta ke specifickému vysledku
(Shadrivova a kol. 2019). K rychlosti testu pfispiva hlavné moznost analyzovat DNA
pfimo ze vzorku tkané nebo télnich tekutin, namisto cekdni na vysledky z kultivace, ktera
mize trvat az n€kolik tydna (Votava a kol. 2010). Zaroven mykologicka kultivace nemtze
zastihnout vSechny fungalni druhy najednou, jelikoz kazdy druh méa specifické kultivaéni
podminky a mnohé z nich jsou nekultivovatelné. Vznikaji tak faleSné negativni vysledky,

které ohrozuji pacientiiv Zivot.

Mezi onemocnéni, které nemaji zcela objasnénou pfi¢inu vzniku, mizeme najit i
idiopatické stfevni zancty (IBD). Crohnova choroba a ulcerézni kolitida jsou typicti
zastupci této skupiny. Etiologie téchto onemocnéni je velmi bohata a zaznamendva zmény
na genetické, imunologické i histologické tirovni. V poslednich letech byl také intenzivné
zkouman stfevni mikrobiom a jeho tloha v patogenezi IBD. Podle Ramos a Papadakis
(2019) a dalsich, mykobiom ma svou ulohu Vv patogenezi IBD, avsak jeho slozeni a role

ur¢itych komponent je velmi diskutabilni.

V nasem retrospektivnim vyzkumu se proto zaméfujeme na optimalizaci molekularnich
metod pro prikaz klinicky zavaznych mykologickych druhti zpGsobujici komplikace

pacientim s Crohnovou chorobou nebo ulcer6zni kolitidou.



1.1 Fungi

Fungi neboli houby, jsou skupinou heterotrofnich eukaryotnich organismu. Maji
dynamicky metabolismus, vysokou schopnost adaptace a moznost pohlavniho i
nepohlavniho rozmnozovani. Diky témto mechanismim rychle kolonizuji prostiedi.
V ptipad¢ vzniku nepiiznivych podminek maji moznost pieziti v podob¢ velice odolnych
spor. Vyjimecnym obrannym zplsobem fungalnich spor je obsah cerného barviva
melanoidni povahy ve stén¢ endospory. Toto barvivo chrani spory pfed ucinky slunecniho
a UV zafeni. Klienim spory vznikd hyfa (vlakno), kterd se mize vétvit v pfiblizné
pravém thlu. Hyfy rostou apikaln¢, proplétaji se mezi sebou a vznika tak mycelium. Mezi
jednotlivymi hyfami muze zaroven vznikat propojeni slouzici k vyméné obsahu hyf. Pfi
rustu dochdzi k selekei, kdy substratové mycelium mé za ukol piijem Zivin a exkreci
metabolitl, zatimco vzdusné mycelium je hydrofobni a zajiStuje reprodukci. Na
morfologii substratového a vzdusného mycelia je zalozena mikroskopicka diagnostika

(Némec a Matoulkova 2015).

V lidském mykobiomu se obvykle vyskytuji kvasinky, vldknité houby (mikromycety) a
dimorfické mikromycety. Pro lékatské ucely se houby dale tfidi na pivodce systémovych
onemocnéni, onemocnéni podkozi ¢i povrchovych onemocnéni kize (Schindler 2014).
Nejvyznamnéj§i mykobialni druhy patii do oddéleni Ascomycota, Basidiomycota,

Zygomycota a Mucoromycotina.

Fungalni klasifikace se potyka se dvéma hlavnimi problémy. Za prvé, nékteré houby jsou
dimorfni, neboli majici schopnost morfologické zmény mezi hyfoidni a kvasinkovou
formou. Tento pfesmyk je zavisly na podminkach okolniho prostiedi. Za druhé, fungi ve
svém zivotnim cyklu prochazeji urcitymi fazemi pohlavniho a nepohlavniho stadia, které
maji odlisny vzhled. Tyto dva faktory v minulosti zptsobily oznaceni jednoho fungalniho
druhu za dva odlisné a kvuli pretrvavajicim misidentifikacim ve fungalnich databazich

ovliviuji fungalni klasifikaci dodnes (Nash a kol. 2017).

V soucasnosti jiz existuji online servery (napf. https://www.uniprot.org/), které uspofadaly

dostupné data a neustéle sjednocuji fungéalni nazvy a klasifikaci.


https://www.uniprot.org/

1.1.1 Stavba fungalni bunky
Fungélni bunky se morfologicky nijak zasadné neodliSuji od ostatnich eukaryotickych

bunék. Maji vSak n€kolik modifikaci, které je ¢inni zna¢né odolnéjsi.

Bunécéna sténa je velmi pevnd a tvofend vrstvami semikrystalickych chitinovych
mikrofibril, které jsou zanofeny do amorfni matrix B-glukanu. Dale se zde vyskytuji
manany, polysacharidy slozené =z glukdézaminu, latky podobné ligninu, celuloza,

enzymaticky aktivni i strukturdlni bilkoviny a vosky, které zarucuji hydrofobni vlastnosti

hyf.

Cytoplazma odpovida chemickym slozenim eukaryotnim bunkam, avSak vyskytuje se
vni vétsi mnoZstvi tukovych kapének, které slouzi jako hlavni zasobni latka. U
mikromycét se v cytoplazmé mohou hromadit rizné metabolity 1 antibiotické povahy,

steroidy, alkaloidy nebo terpeny.

Vakuola je zéasobni organela fungalni bunky, ktera se zaroven vyznamné podili na
udrzovani intracelularniho pH (6,2-6,4). Také se vyznaCuje znacnou hydrolytickou
aktivitou a obsahuje protedzy, esterdzy a endonukledzy, takze zéaroven plni funkci

lysozomu.

Ribozomy se nachazeji v cytozolu a skladaji se ze dvou podjednotek a pridavnych
bilkovin. Mala podjednotka je tvotend z 18S rRNA a velka podjednotka je tvofena z 5SS,
5,8S a 28S rRNA.

Jadro je vétSinou haploidni s rozmezim chromozoml od 3 do 20 ohrani¢ené jadernou
membranou S velkymi jadernymi pory. Buiiky hyf vétSinou obsahuji vétsi pocet jader

(jsou tzv. cenocytické), kdezto buiiky konidii jsou jednojaderné.

(Némec a Matoulkovéa 2015)



1.1.2 Fungailni genetické markery

Pro efektivni klinickou diagnostiku je tfeba najit dostate¢né variabilni usek DNA
ukotveny konzervovanou oblasti, ktera zajisti, Ze se tento usek ¢asem neztrati. Variabilita
usekU umoziuje rozliSovat mezi jednotlivymi mykobidlnimi druhy. Pro tyto ucely bylo

vybrano nékolik moznych DNA regiont.

24

v oblasti DNA kodujici ribozomalni RNA. Eukaryoticky rRNA cistron je piepisovan RNA
polymerazou 1. a sklada se ze tii exonid: 18 S — mala ribozomalni podjednotka (SSU), 5.8
S, 28 S — velka ribozomalni podjednotka (LSU) a dvou intrond: ITS1 a ITS2, které jsou
pfi posttranskripénich Gpravach vystiizeny. V mykobidlni fylogenetice se bézn¢ pouziva
gen pro malou ribozomalni podjednotku (18 S), stejné¢ jako se v bakterialni fylogenetice
pouziva SSU (16 S). ITS je vzdy pfitomny a jeho délka je relativné limitovana, proto je
oznac¢ovan jako univerzalni geneticky marker (Schoch a kol. 2012).

ITSS,
ITS1F,

&SRGR
B0, ST, =Sy
I ssu 5.85 tsu |
ITS1 <= ITS2  <al?’

c T2

Obr. 1. ITS regiony s mozZnostmi volby primeru. ITS1 region ma okolo 300 bp a ITS2 region je
o velikosti ptiblizné 300 bp (ptevzato z Irinyi a kol. 2016).

Dal$im moznym genetickym markerem mize byt mitochondrialni gen pro podjednotku

1 cytochromoxidazy C (COl). Jelikoz CO1 je nepostradatelnym enzymem oxidativni
fosforylace, jeji DNA se sklada z konzervovanych genti. Nevyhodou tohoto useku je, ze
obsahuje mnoho introntl, které nejsou konzistentné zachovany u vSech druhii. Ve srovnani
s ITS regionem, mitochondridlni CO1 poskytuje horsi taxonomické vysledky a nehodi se

jako univerzalni fungalni marker (Gilmore a kol. 2009).

Protein kodujici geny jsou vétSinou piimo specifické pro urcity rod, nikoliv vSak pro celou
fisi. Naptiklad B-tubulin je specificky pouzivan pro rod Penecillium a translacni elonga¢ni

faktor 1-a je specificky pro rod Fusarium (Schoch a kol. 2012).

V klinické diagnostice se nejcastéji vyuziva ITS region jako univerzalni marker, ktery
mize byt nasledné doplnén o specifickou detekci primery cilenymi na konkrétni fungalni

rod.



1.2 Stfevni mykobiom

Stievni mykobiom je velice proménlivy systém, méné stabilni nez systém bakterialni. Je
velmi zavisly na okolnim prostiedi ¢lovéka a na zplsobu stravovani. Pravé z téchto
davodu je mykobiom, v ramci jednoho pacienta, proménny v Case. Jeho soucasti se daji
rozdélit na fungi rezidentni a nerezidentni. Fungi rezidentni musi byt schopny rast pfi
37 °C 1 bez pfistupu kysliku a musi byt schopné piezit vykyvy pH (kyselé v zaludku,
alkalické v duodenu). Naopak fungi nerezidentni tyto schopnosti nemaji, a tak

gastrointestinalnim traktem pouze prochazeji (Hallen-Adams a Suhr, 2017).

1.2.1 Zdravy stfevni mykobiom

VétSina studii majicich za cil urit zdravy stfevni mykobiom c¢lovéka je provadéna ze
vzorku lidské stolice. Dominantni zastoupeni v téchto vzorcich maji rody Saccharomyces,
Malassezia a Candida. Méné casto potom Penicillium, Aspergillus, Galactomyces,
Debaryomyces, Cladosporium, Trychosporon a Cryptococcus (Nash a kol. 2017,
Hoffmann a kol. 2013).

Za zvazeni vsak stoji, zdali tyto rody jsou schopny rust pii teplot¢ lidského téla. Rody
Malassezia a Cladosporium mohou potencialné kolonizovat gastrointestinalni trakt (GIT),
ale napft. rody Penicillium a Debaromyces nemohou rust pii lidské teploté téla a nemohou
tak ani kolonizovat GIT. Ostatni druhy jako Saccharomyces cerevisiae nebo Aspergillus
sp. se obvykle vyskytuji v potravinach rizného druhu nebo ptimo v prostfedi a nelze tak

piesné urcit jejich ucel v GIT (Hallen-Adams a Suhr 2017).

1.2.2 Stfevni mykobiom u pacientii s IBD

Fungalni a bakteridlni stfevni mikrobiom jsou Uzce propojeny. Zatimco bakterialni
biodiverzita u pacientd s Crohnovou chorobou klesa, fungalni biodiverzita vyznamné
narista. Slozeni bakterialniho mikrobiomu je modifikovano redukci rodi Firmicutes a
Bacteroidetes, a naristem Proteobakterii, které jsou potencialné zodpovédné za prijem
(Mukhopadhya a kol. 2012). Zdanlivy nartst fungalni biodiverzity mize byt zptisoben
jevem, kde mykobiom nezanétlivé a zanétlivé tkané se lisi svym sloZzenim v jednom
pacientovi. Napiiklad druhy Saccharomyces cerevisiae a Filobasidium uniguttulatum jsou
asociovany s nezanétlivou tkédni, zatimco fad Xalariales je asociovan se zanétlivou tkani

(Liguori a kol. 2016).



1.2.3 Uloha fungalnich druhi ve stfevnim mykobiomu

Saccharomyces sp.

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), neboli pekaiska, pivni ¢i vinna kvasinka
vyuzivana ke kvasnym procesim v potravinaistvi je zaroven nejCastéji detekovanou
soucasti sttevniho mykobiomu ze vzorkl stolice. Hojné vyuzivany je také kmen S.
boulardii tohoto druhu (S. cerevisiae). S. boulardii je vyuzivan jako probiotikum hlavné
K prevenci a 1é¢bé prujmovych onemocnéni (Moré a Swidsinski 2015, Richard a kol.
2015). Pozitivné ovliviiuje stfevni mikrobiom produkci proteaz snizujicich pocet
patologickych bakterii (z ¢eledi: Enterobacteriaceae, Bifidobacteriaceae a Clostridiaceae)
a naopak podporuje rust bakterii, které produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidaceae a Prevotellaceae). Mastné kyseliny
S kratkym fetézcem pfirozené stimuluji imunitni systém a chrani sliznici proti pristupu
patogenti modulaci tvorby mucinu v enterocytech (Rios-Covian a kol. 2016). Zaroven S.
boulardii ptisobi protizanétlivym efektem inhibici signalni cesty nuklearniho faktoru kB
(NF-kB) a to ma za nasledek blokovani sekrece prozanétlivych cytokind, napt. IL-8

(Pothoulakis 2009; Mor¢ a Swidsinski 2015).

Malassezia sp.

Kvasinky rodu Malassezia nemaji vlastni syntézu lipidd a jsou tak zavislé na savcich.
Bézné se vyskytuji na kizi a jsou hlavni soucasti kozniho mykobiomu. Vzhledem
k tomuto faktu neni znamo, zdali Malassezia sp. opravdu kolonizuji lidské télo i zevnitf,
nebo zda se jednd o kontaminaci pii procesu odebirani vzorku ¢i pifi jeho zpracovani.
Genom Malassezia sp. vSak ukazuje pfitomnost genl kodujicich sekreéni enzymy
podobné enzymum znamého lidského patogena Candida albicans. Konkrétnim piikladem
je Malassezia sympodialis, ktera je schopna secernovat potencionalni alergen, ktery mutize

zvySovat lokalni zanét v postizené ¢asti stfeva u pacientt s IBD (Buentke a kol. 2002).

Candida sp.

Candida albicans je nejcastéjsim zastupcem ve sttevnim mykobiomu. Vyskytuje se jako
komenzal u zdravych jedincli, ale muze se stdt i oportunnim patogenem u jedinci
s oslabenou nebo poskozenou imunitou. C. albicans je dimorfni houba a patogenita je
zavisla na jeji formé. Hyfoidni forma C. albicans dokaze sekretovat amfipaticky
cytolyticky peptid (candidalysin), ktery narusuje membrany epitelidlnich bunék a

zpusobuje tak invazivni onemocnéni (Moyes a kol. 2016).



Ostatni

Vliv nasledujicich fungalnich druht v GIT jes$t€¢ nebyl pfesné studovan, avsak jsou
dostupné zakladni piedpoklady. Zastupci rodt Cladosporium, Aspergillus a Penicilium
jsou vlaknité houby (plisn€), na rozdil od vySe zminénych kvasinek. Zaroven se ve vétsi
mife vyskytuji v okolnim prostedi nezli v lidském zazivacim traktu, a z tohoto divodu
Jim doposud nebyla pfisuzovana zadna vétsi Gloha. Nejbéznéji zachycované druhy ve
sttevnim mykobiomu jsou C. herbarum, C. cladosporioides, Wallemia sebi, W. muriae,

jedlé houby a rostlinné patogeny (Hallen-Adams a Suhr 2017).

1.2.4 Vliv nékterych 1éku na stifevni mykobiom

Jakékoliv podani 1é¢ivych prostiedkil per os vyznamné ovlivituje sloZeni stievniho mikro i
mykobiomu. Ve véts$ing€ piipadt dochéazi k disbidze a expanzi nekterého fungalniho rodu.
Naptiklad uzivani ordlnich antibiotik mize zpusobit expanzi populace candidy ve stieve.
Uzivani fluconazolu (ordlni antimykotikum) vede ke snizeni prevalence nékterych
fungalnich rod®, ale naopak zvySuje rust rodd, jako jsou Aspergillus, Wallemia a
Epicoccum. NaruSeni fungalni rovnovahy ve stfevé se projevi systémoveé v imunitnim
systému produkci protilatek tfidy IgE, Th2 cytokind a zvySenim hladiny eozinofili
(Wheeler a kol. 2016).



1.3 IBD

Zkratka pochazejici z anglického ,,Inflammatory bowel disease” znamena v piekladu
»zanétlivé stfevni onemocnéni. IBD je typ chronického zanétu zazivaciho traktu, ktery
ma relaptické tendence. Mechanismus vyvoje tohoto onemocnéni je komplexni zalezitost
ovlivilovand mnoha faktory, jako jsou imunitni systém, genetika, mikrobiom a vnéjsi
vlivy. Nejcastéjsimi zastupci spadajicimi do kategorie IBD jsou Crohnova choroba (CD) a
ulcer6zni kolitida (UK).

1.3.1 Obecna genetika

Genetika IBD onemocnéni je charakterizovana polymorfizmy na 201 lokusech. Ptiblizné
137 z nich je spole¢nych pro CD i UK, 41 lokusi je specifickych pro CD a 30 pro UK
(Franke a kol. 2010, Anderson a kol. 2011). Zaroven 70 % z téchto lokusu je spole¢nych
pro mnohé autoimunitni a imunodeficientni poruchy. I ptes vySe zminéné, pouze 25 %

IBD dédi¢nosti bylo objasnéno pomoci genetickych vyzkumt (McGovern a kol. 2015).

1.3.2 Environmentalni vlivy

Mezi vlivy z prostiedi fadime: koufeni, typ vyzivy, pisobeni 1é¢iv a mikrobiom. Nejvice
zkoumanym faktorem bylo koufeni cigaret, u kterého byl prokdzan poskozujici ucinek u
pacientli s CD, av$ak u pacientd s UK byl zaznamenan spiSe protektivni u¢inek (Khor
a kol. 2011). Dieta bohata na nasycené mastné kyseliny a maso zvySuje riziko vzniku IBD.
Naopak dieta bohatd na vlakninu toto riziko snizuje o 40 %; pravdépodobné diky stievnim
bakteriim, které vlakninu rozkladaji na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které maji

protizanétlivy u¢inek (Ramos a Papadakis 2019).

Dulezitym faktorem s vyraznym vlivem na stfevni sténu je pusobeni 1éCiv, obzvlasté
antibiotik. Pisobeni antibiotik zna¢né ovliviiuje pfirozenou stievni floru a stane-li se tak
v détském veéku, je mozZné, Ze neprob&hne spravné adaptace imunitnich bunék na tyto
antigeny a pozdéji vznikd IBD. Zarovein u IBD pacientd byla prokazdna nerovnovaha
bakterii stfevniho mikrobiomu. Bakterie vyvolavajici zanétlivé projevy byly u pacientd
s IBD zvyseny na ukor bakterii se schopnosti syntetizovat mastné Kyseliny s kratkym
fetézcem (protizanétlivych bakterii) ve srovnani se zdravymi jedinci (Frank a kol. 2007).
Také byly prokazany konkrétni bakteridlni druhy, které zvySuji riziko vzniku IBD.
Naptiklad mukolytické bakterie nebo bakterie redukujici sirany na hydrogensirany, které

poskozuji stfevni st€nu a spoustéji tak zanétlivou reakci.



1.3.3 Bariérni funkce stieva

Stievni bariéra je nepostradatelnou mechanickou, ale i funk¢ni obranou. Obsahuje né¢kolik
typti bunék s velmi specifickymi funkcemi. Bunky zajist'ujici transport Zivin a vody
(enterocyty), poharkové bunky produkujici ochranny hlen mucin (Gobletovi bunky),
bunky sekretujici antimikrobialni peptidy (Panethovi butiky), buiiky prezentujici antigeny
ze stfevniho lumen (M burniky), enteroendokrinni butiky produkujici hormony a prekurzory

prostaglandind. DuleZitym pojidlem mezi témito buikami jsou E-kadheriny.

V jakémkoliv z téchto systémit mize vzniknout mutace a pro IBD je jich popsano hned
nékolik. Mutace ovliviiujici strukturu E-kadherind zpisobuji $patné spojeni bunék a vznik
mezer, mezi kterymi mohou snadno pronikat infekéni agens do submukozy. Jejich prostup
je zaroven usnadnén v piipadé mutace genu muc2 v Gobletovych bunkach, kterd zptisobi

inhibici syntézy mucinu a zeslabeni ochranné vrstvy sliznice (Ramos a Papadakis 2019).

Genetické mutace v Gobletovych buiikach jsou spojovany se vznikem UK, kdezto mutace
vzniklé v Panthovych bunkach jsou spojovany se vznikem CD. Tyto mutace nejcastéji
postihuji NOD2 receptor (z anglického nucleotide-binding oligomerization domaine -
containing protein 2). Spole¢né s mutaci NOD2 receptoru se u Pantehovych bun¢k
vyskytuje 1 mutace zpusobujici defekty v autofagii, coZz vede k selhani anti-mikrobialni

funkce (Ferrand a kol. 2019).

1.3.4 Mechanismus a mutace NOD?2 receptoru

Mutace genu NOD2 na chromosomu 16ql2 je nejcastéji spojovany polymorfismus
s Crohnovou chorobou. Tento gen koduje vznik stejnojmenného receptoru
rozpoznavajiciho N-glykolyl-MDP (muramyl dipeptid). Chen a kol. v roce 2015 prokazali,
ze praveé glykol (substituent v molekule N-glykolyl-MDP) signifikantné zvySuje NOD2
stimulaéni aktivitu. N-glykol-MDP se vyskytuje v bun&tné sténé mykobakterii a
aktinomycet. BéZna degradace bun&tné stény uvolni MDP, které jsou zachyceny NOD2
receptorem. Ten spusti obranu hostitele pomoci produkce -cytokinti, chemokinii,
antimikrobialnich peptidd, sekreci mucinu a aktivaci pfirozené i adaptivni imunity

(Ferrand a kol. 2019).



1.3.5 Imunitni odpovéd’

U pacientii s IBD je poSkozeny nespecificky imunitni systém. Pacienti maji celkové
oslabenou aktivitu makrofagh a neutrofill a normdlni funkce Panethovych bunck je
znacn¢ omezena nefunkénim NOD2 receptorem. Dale se ve stievni sliznici také vyskytu;ji
makrofagy CD14+, které zaujimaji funkci dendritickych bun¢k a prezentuji antigeny.
Zaroven tyto CD14+ makrofagy produkuji velké mnozstvi prozanétlivych cytokint,
konkrétné TNF-a a IL-6. V mutovanych Panethovych buiikach je tento nadbytek TNF-a
vyuzivan (namisto signalni cesty od receptoru NOD?2) k aktivaci kaskadové reakce
NF-kB, ktery vede k uvolnéni a-defensind do stievniho lumen (Kamada a kol. 2008;
Ferrand a kol. 2019).

Cytokinovy obraz IBD se sklada z TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 a interferonu y.
Tyto cytokiny umocnuji zanétlivou reakci a jsou produkovany antigen prezentujicimi
bunkami, makrofagy, endotelialnimi buiikami a fibroblasty (Nanau a Neuman 2012, M. F.
Neurath 2014).

Specifickd imunitni odpovéd’ je v obou piipadech (CD 1 UK) zprostfedkovana

T lymfocyty. Rozdil je az v jednotlivych frakcich, kdy UK je spojovana s aktivitou Th2,
kdezto CD je spojovana s Thl (Bouma a Strober 2003). Regulaci imunitni reakce by mély
zajiStovat T regulacni lymfocyty, avSak v nich se miiZe objevit mutace v transkripénim
faktoru FOXP3. Zanétliva reakce pak neni regulovana a dochazi k imunopatologickym

reakcim (Baumgart a Sandborn 2012).

Shrnuti problematiky IBD vystizné¢ zobrazuje obr. 2, ktery porovndva zdravou a

zanétlivou stfevni tkan 1 se zakladnimi imunitnimi mechanismy.
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Obr. 2. Porovnani zdravé stirevni tkané s IBD. (A) Zdrava stievni tkaf je slozena z uzce
propojenych bunék E-kadheriny, Cetnymi Gobletovymi buiikami produkujicich hlen chranici
sliznici a Panethovymi buitkami produkujicich antimikrobialni latky. V lumen stfeva se vyskytuje
dostatek mastnych Kkyselin skratkym fetézcem (SCFA). Imunitni systém je v rovnovaze.
(B) Naopak integrace sliznice u IBD je naruSena nefunkénimi E-kadheriny, pocet Gobletovych
bunék je nizsi a produkce ochranného hlenu také. Panethovi butiky produkuji antimikrobidlni latky
alternativni cestou stimulovanou nadbytkem TNF-a produkovanym makrofagy. Imunitni reakce je

neregulovana s nadbyte¢nou produkci prozanétlivych faktorii (ptevzato a upraveno podle Ramos

a Papadakis 2019).
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1.3.6 Crohnova choroba

Crohnova choroba je nespecificky chronicky zanét, ktery se muze vyskytovat v celé délce
travici trubice. NejCastéji se objevuje v terminalnim ileu a vzestupném tracniku. Typickym
ukazem pro Crohnovu chorobu je segmentalni usporadani v pribéhu celého zazivaciho

ustroji, tj. sttidani zdravé a poskozené tkan¢ (Baumgart a Sandborn 2012).

Subjektivné se tato nemoc projevuje bolesti v pravém hypogastriu (pravy dolni kvadrant
bticha), hubnutim, recidivujicimi horeckami a prijmem s piidavkem krve. U déti se mize
objevit opozdéni rastu. Jelikoz je Crohnova choroba zaroven systémové onemocnéni,
piiznaky se objevi také na kiizi, ocich, jatrech, ledvindch, pankreatu a cévnim systému

(Klener 1997).

Principem rozsahlého poskozeni celé stfevni stény je prinik mikrobil skrz epitelialni
vrstvu do submukozy, kde se spusti neregulovana imunitni reakce a vytvoii se granulom
(nakupeni polymorfonuklearnich leukocyti). Produkce zanétlivych latek v granulomu a
jeho okoli se stale stupiiuje, az nakonec poskodi veskerou pfilehlou tkan a vytvofi se vied,
ktery prochazi celou stfevni sliznici az do serozy. V nékterych ptipadech miize vzniknout
absces nebo pistél. Z takto masivniho poskozeni sliznice vyplyva, ze ve stolici pacienta
nalezneme krev. Zaroven se ztraci schopnost stieva vstiebavat vodu i ziviny a to se projevi

fidkou stolici a malnutrici (Baumgart a Sandborn 2012).

Lécba je mozna antibiotiky, kortikosteroidy, protizanétlivymi léky, enterdlni vyzivou
(bohuzel po ukonceni terapie dochéazi k relapsu), chimérickou protilatkou proti TNF-o,

nebo chirurgickym odstranénim poskozenych usekil.

1.3.7 Ulcerézni kolitida

Ulcerdzni kolitida je nejcastéjSim zastupcem zanétlivého onemocnéni stfeva. Vyskytuje se
vyhradné v kone¢niku a tlustém stfevu. Pficinou tohoto onemocnéni je autoimunitni
hemoragicko-hnisavy az ulcer6zni zanét tlustého stieva. Zanét ¢i vied vzdy zasahuje jen
sliznici a submukoézu, nikoliv celou strukturu stfevni stény, jak tomu je u Crohnovy
choroby. Vyvoj nemoci postupuje kontinualn€ od distalni €asti tlustého stteva, tj. rekta

(Klener 1997).
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Molekuldrnim principem UK je reaktivita cytotoxickych T lymfocyti a p-ANCA
protilatek proti vlastnim builkkdm sliznice. V séru pacienti jsou prokazatelné protilatky
p-ANCA, které jsou primarn¢ zaméiené proti vnitinim antigenim kolem jadra neutrofilt.
Predpoklada se, ze tyto protilatky prvotné reaguji se stfevnimi mikroby, které obsahuji
podobné antigenni struktury jako nase bunky, a nasledné cross-reaguji s vlastnimi
bunikami. ANCA protilatky jsou prokazatelné obzvlaste u tézkych forem UK. V tésné
blizkosti viedu bylo také nalezeno neobvyklé mnozstvi cytotoxickych T lymfocyti (Lee a
kol. 2019).

Pacienti pocit'uji bolest v levém hypogastriu (levy dolni kvadrant bficha). Zaroven mivaji
bolestivé nutkani na stolici, které po vyprazdnéni neptestava. Stolice je fidka az vodnata
s ptidavkem krve a hlenu. Z mimo stfevnich pifiznakd se objevuji bolesti kloubti, kozni
projevy pievazné na dolnich koncetinach (erythema nodosum, pyoderma gangrenosum) a

aftozni ulcerace dutiny tstni (Klener 1997).

-----

chimérickou monoklonalni protilatkou proti TNF-o. V nejzaz§im ptipad€ se vyuziva

chirurgicka 1é¢ba, ktera pii spravném provedeni odstrani UK z t¢la (Ross a kol. 2014).

1.3.8 Epidemiologie Crohnovi choroby a ulceroézni kolitidy

Prevalence téchto onemocnéni je mnohem vyssi ve vyspélejSich zemich (Severni Amerika
a Evropa) nez vrozvojovych zemich (Jizni Amerika, Afrika). Naptiklad 1,6 milionu
obyvatel z USA se potyka s IBD, z toho 785 000 obyvatel ma diagnostikovanou Crohnovu
chorobu a 910 000 obyvatel ulcerozni kolitidu (Aniwan a kol. 2017).

Tento fakt potvrzuje celosvétova reSers$ni studie prof. Ng a kol. z roku 2017. Ptinosem této
studie je zjisténi: ,, Od roku 1990 se vyskyt zanétlivého onemocnéni stiev v zapadnim svété
stabilizoval, ale prevalence zistiva vysokd.” Nové industrializované zemé nyni celi
vzrustajici incidenci IBD stejné, jako tomu bylo ve 20. stol v zapadnich zemich. Pfiloha

¢. 1 a ¢. 2 prehledné shrnuje tématiku prevalence a incidence CD a UK na svétové mapé.
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2 Cile prace

Cile této diplomové prace jsou:

1. Optimalizovat metodu NGS pro analyzu mykobiomu z FFPE vzorki.
e Stanovit vhodny izola¢ni kit a zptisob izolace DNA.
e Optimalizovat metodu PCR pro mykobialni DNA.
e Nastavit vhodné podminky pro ptipravu vzorku pro NGS (vstupni a
vystupni koncentrace vzorku/knihovny, délka DNA fragmentu, pocet cyklt
PCR k amplifikaci DNA ve vzorku).

e Analyza dat ze sekvenatoru a interpretace vysledki.

2. Zmapovat spektrum fungdlnich patogeni u definovanych skupin pacientl s
oslabenou imunitou na zakladé histologické a molekularné-biologické analyzy
klinickych vzorkd.

e U pacientti s Ulcerdzni kolitidou.

e U pacientt s Crohnovou chorobou.

3. Vybudovat interaktivni databazi fungéilnich patogenti ve vztahu ke klinické

diagnoze pacienta.
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3 Material a metody

3.1 Vybér a odbér vzorkii

Pro vyzkum byly pouzity FFPE vzorky (formalin-fixed, parafin-embedded). Vzorky tkani
z oblasti zazivaciho traktu (konkrétné ztenkého stieva, tlustého stfeva a rekta) byly
odebrany z pacientii trpicich Crohnovou chorobou, ulcerézni kolitidou i osob bez
zjisténych patologickych diagnéz. Vyjmuta tkan byla ihned po odbéru fixovéna v 10%
formolu (= 4% formaldehyd) a nasledné ptepravena do histologické laboratote. Zde byla

tkan odvodnéna, prosycena parafinem a zalita do parafinového blocku.

3.2 1zolace DNA

Parafinové blocky byly nakrajeny na rotatnim mikrotomu (RM 2125 RT, Leica
biosystems, USA). Mezi kazdym vzorkem se mikrotom dekontaminoval Termi-DNA-
torem (Biotools B&M Labs S.A.) a z kazdého vzorku se nejprve odkrojil prvni fez, ktery
byl zlikvidovan. Nasledné bylo odkrojeno 5 fezt tloustky 5 um do jedné mikrozkumavky
a poté byla ze vzorkll izolovana deoxyribonukleovéd kyselina (DNA) nékolika raznymi
komer¢nimi kity. Izolace probihala v laminarnim boxu (BIO 130A2, Alpina, Polsko). Pro
ziskani mykobialni DNA z FFPE vzorkt byly pouzity nasledné kity: BiOstic® FFPE
Tissue DNA Isolation Kit (MO BIO laboratories, Inc., USA); QIAamp® DNA mini kit
(QIAGEN, Germany); EliGene® FFPE DNA Isolation Kit (Elisabeth pharmacon, Ceska
republika); GeneAll® Exgene FFPE Tissue DNA (GeneAll Biotechnology co., LTD,
Korea). Izolace DNA probihala piesné¢ podle pokynt vyrobce. Prakticky princip izolace
DNA je u vsech kit velice podobny, li§i se hlavné ve zplsobu odstranéni parafinu ze
vzorku. U izola¢niho kitu QIAamp® DNA mini kit bylo tfeba pouZzit deparafinizacni
roztok a ATL pufr (QIAGEN, Germany) pro odstranéni parafinu ze vzorku. Cely proces

izolace probihal v laminarnim boxu.

Koncentrace ziskané DNA byla méfena na spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific, USA). Vzorky s koncentraci DNA > 2 ng/ul a Cistotou izolované DNA
(A260/280) > 1,8 byly pouzity do dalsich analyz, do té doby byly uskladnény pti -20 °C.
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3.3 PCR a jeji modifikace

3.3.1 Design primeri
V tabulce ¢. 1 jsou pichledné vypsany nejpouzivanéj$i primery, konkrétni poifadi bazi

primert, lokalizace v genomu a zdrojova publikace.

Tab. 1. Primerovy piehled

N;_lzev Sekvence 5'- 3° usek zdroj

primeru

ITS1 TCC GTAGGT GAACCT GCG G 1773-1791 White a kol. 1990
(18S)

ITS1-F | CTT GGT CAT TTAGAG GAAGTA A | 1735-1756 Gardes & Bruns
(18S) 1993

ITS2 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 53-34 White a kol. 1990

ITS3 GCATCG ATG AAG AACGCAGC 34-53 White a kol. 1990

ITS4 TCCTCC GCT TAT TGA TAT GC 57-38 (28S) White a kol. 1990

ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G | 1749-1770 White a kol. 1990
(18S)

3.3.2 PCR useku ITS 2
Prvotni pokusy probéhly s kombinacemi primerti z originalni publikace podle protokola
White a kol. 1990. PCR reakce byla zalozena na amplifikaci tseku ITS2 mezi primery
ITS3 a ITS4. PCR mix byl pfipraven podle tab. 2. Vlastni reakce probihala v termocykleru
SympliAmp™ (Thermofisher Scientific, USA).
Pouzité reagencie ve vSech PCR reakcich:

e HotStarTaq Master Mix Kit (1000 U), Qiagen, Germany.

e Primery (Generi Biotech, Cesk4 republika) nasledné fedéné na koncentraci 10 uM.

Tab. 2. Piiprava PCR mixu pro usek ITS 2

Reagencie [ul]

MM Hot Star | 12,5

Primer ITS3 | 1,0

Primer ITS4 [ 1,0

H,O 5,9

DNA 2,0

Celkem 25 pl (23 pul PCR Mixu + 2 pul DNA)

Program: 95 °C/14min; 40x (94 °C/Imin, 51 °C/1min, 72 °C/1min); 72 °C/10min; 4 °C/c0.
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3.3.3 Nested PCR tiseku ITS1-1TS 2
Nasledné pokusy se zaméfily na specifi¢téjsi a citlivéjsi amplifikaci pomoci semi-nested
PCR (nPCR). V prvni fazi se amplifikoval cely usek DNA mezi oblastmi pro malou a

velkou ribozomalni podjednotku.

Tab. 3. PCR mix 1. kolo (primer ITS 1) Tab. 4. PCR mix 1. kolo (primer ITS 5)
Reagencie [ul] Reagencie [ul]

MM Hot Star | 12,5 MM Hot Star | 12,5

Primer ITS1 | 1,0 Primer ITS5 | 1,0

Primer ITS4 | 1,0 Primer ITS4 | 1,0

HZO 8,5 Hzo 8,5

DNA 2,0 DNA 2,0

Celkem 25 pl (23 pul PCR Mixu Celkem 25 pl (23 ul PCR Mixu

+2 ul DNA) +2 ul DNA)

Program: 95 °C/14min; 40x (94 °C/30s, 50 °C/1min, 72 °C/Imin); 72 °C/10min; 4 °C/c0.

Nésledovala PCR s primery amplifikujicimi v tseku ITS 2. PCR mix byl pfipraven
v preamplifikacni €asti laboratofe a DNA z prvniho kola reakce byla ptidana do téchto

zkumavek v boxu (Aura PCR, Bioair S.p.A. Italy) v postamplifika¢ni ¢asti laboratofe.

Tab. 5. PCR mix 2. kolo

Reagencie [ul]

MM Hot Star | 12,5

Primer ITS3 | 1,0

Primer ITS4 | 1,0

H,O 9,5

DNA 1,0

Celkem 25 pl (24 pl PCR Mixu + 1 pl DNA)
Program: 95 °C/14min; 40x (94 °C/Imin, 51 °C/1min, 72 °C/1min); 72 °C/10min; 4 °C/s.

3.3.4 Vizualizace produkti

PCR produkty byly vizualizovany v 2% agar6zovém gelu pfipraveného z 3 g agarozy
(Sigma-Aldrich, USA) rozpusténé ve 150 ml TAE pufru (Sigma-Aldrich, USA; fedéno
z koncentratu 50x) s piidavkem 3,2 pl Ethidium Bromidu (Top-Bio, Ceska republika).
Vzorky Dbyly smichany s5 pl nanaseciho barviva pro gelovou elektroforézu
(ThermoFisher Scientific, USA) a naneseny do gelu. Ke kazdé fad¢é v gelu byl nanesen
leader (molekularni marker), slouzici k uréeni délky PCR produktu. Elektroforéza

probihala pfi konstantnim nastaveni 400 mA a 150 V po dobu 20 minut.
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3.3.5 Precisténi PCR reakce

25 ul PCR produktu bylo smichano s 36 ul AMPure magnetic beads (Beckmancoulter,
USA) a inkubovano pii pokojové teploté¢ po dobu 5 minut. Zkumavky byly pfeneseny na
magnetickou desti¢ku, kde se magnetické kuli¢ky s navazanou DNA pfichytily ke sténé
Zkumavky, a ¢iry roztok byl odsat. Nasledné byly kulicky 2x promyté 200 pl 70% etanolu.
Poté se nechal zbyly etanol odpatit 5 min pfi laboratorni teploté a nasledné bylo pfidano
mimo magnetickou desti¢ku 40 ul elu¢niho pufru (10mM) pro uvolnéni DNA z vazby na
magnetické kulicky, a smés se nechala 5 minut inkubovat pii laboratorni teploté.

Precisténé PCR produkty byly pouzity do sekvenacénich reaket.

3.4 Sekvenacni reakce — Sangerovo sekvenovani
Do plata mikrozkumavek byla namichana sekvenaéni reakce podle nasledujici tabulky.

Tab. 6. Mix pro sekvenaé¢ni reakci

Reagencie 10 [ul]
BigDie 1.1 Mix 1,0
SEQ pufr 1,5
H.O 55
Primer ITS 3 (3,2 uM) 1,0
Piecistény PCR produkt | 1,0

Program: 96 °C/1min; 25x (96 °C/10s; 50 °C/5s; 60 °C/19s); 4 °C/w

Sekvenacni reakce probihala ve forward sméru od primeru ITS3 za pouZiti BigDye
reagencii (Applied Biosystems, USA). Spolu se vzorky byla pfipravena i pozitivni

kontrola sekvenace (pUC).

3.4.1 Precisténi sekvenacni reakce

Do kazdého vzorku bylo pfidano 10 pl magnetickych kulicek CleanSEQ
(Beckmancoulter, USA) a 42 ul 85% ethanolu, dikladné promichano pipetovanim.
Vzorky byly pfeneseny na magnetickou desticku a nechdny 5 minut separovat. Nasledné
byl odstranény Ciry roztok a vzorky byly 2x promyty 100 ul 85% etanolu. Zbytky etanolu
byly vysuSené na vzduchu po dobu 10 minut. Nasledné bylo ptiddno 60 ul elu¢niho pufru
(0,ImM EDTA) mimo magnetickou desticku a inkubace probihala 5 minut. Nasledné se
od DNA vzorku odd¢lily magnetické kulicky na magnetické desti¢ce (Cas separace 5

minut) a do specidlni sekvenac¢ni desticky bylo ptepipetovano 20 ul vzorku.
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Vlastni sekvenacni reakce probihala na sekvenatoru ABI 3130XL (16 kapilarovy
sekvenator) v Bioptické laboratofi. Datové vystupy byly analyzovdny programem

Chromas a porovnany s databazi NCBI.

3.5 Sekvenovani nové generace (NGS)

3.5.1 Vstupni uprava vzorki

Priprava vzorkd na sekvenovani nové generace probihala z tentychz piecisténych PCR
reakci jako Sangerovo sekvenovani, a to pomoci kitu KAPA Hyper Plus (KHP, Roche).
Aby byla knihovna vzorki pro NGS vyvazena, bylo nutné mit vzorky s podobnymi
koncentracemi DNA. Proto je nutné pfed zahajenim samotného KHP protokolu piesné
zméfit koncentrace vSech vybranych PCR produkti pfesnym fluorometrickym métenim
(Qubit® Ds DNA BR Assay kit, Thermofisher Scientific, USA). Na jeden vzorek je tfeba
si nejprve pripravit barvici roztok ze 199 pl BR pufru a 1 pl BR koncentratu.
Fluorescencni barvivo se na svétle rozklada, a tak je tfeba drzet tento roztok v temnu.
Nasleduje piiprava roztoku pro méfeni ze 198 pl pfedem piipraveného barviciho roztoku a
2 pl vzorku. Pro toto meéfeni je nutné pouzivat specidlni Qubit mikrozkumavky
(Thermofisher Scientific, USA). Na pfistroji Qubit® 2.0 (Thermofisher Scientific, USA)
byla méfena dsDNA v jednotkdch [ng/ul]. Pokud jsou rozdily koncentraci soubé&zné

pripravovanych vzorkt vétsi nez 20 ng/ul, je tieba je upravit fredénim.

3.5.2 Fragmentace

Od tohoto kroku probihala dalsi pfiprava na ledu. Prvnim krokem pro KHP protokol byla
fragmentace, na kterou bylo pouzito 35 pl precisténého PCR produktu bez EDTA, 5 pl
KAPA frag pufru (10x) a 10 ul KAPA frag enzymu. Tato smés byla nasledné inkubovana
v termocykleru  SympliAmp™ (Thermofisher Scientific, USA) po dobu 15 minut
pti 37 °C pro dosazeni optimalni délky fragmentu 270 pb (Tang a kol. 2015).

3.5.3 ENnd Repair & A-Tailing

Nasledovalo opraveni konc vldken a navadzani adeninové baze. Do zkumavky
s fragmentovanou DNA (50 pl) bylo ptidano 7 ul End Repair & A-Tailing pufru a 3 pl
End Repair & A-Tailing enzymu. Nasledovala inkubace v termocykleru pii 65 °C po dobu

30 minut.
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3.5.4 Adaptorova ligace

Vzorek (60 pl) byl takto ptipraven k adaptorové ligaci, na kterou bylo pouzito 30 ul
ligatniho pufru, 10 pl enzymu DNA ligazy, 5 ul vody a 5 ul KAPA Dual-indexes
Adapters. Smés byla inkubovana 15 minut pii 20 °C. Oznaéeni pouzitého adaptéru bylo

zaznamenano do protokolu k pfislusnému vzorku.

3.5.5 Postliga¢ni CiSténi

K 110 pl ligovaného produktu bylo ptidano 88 pl AMPure magnetickych kulicek,
promichano a inkubovano pii laboratorni teplot¢ po dobu 10 minut k navazani DNA na
magnetické kulicky. Zkumavky byly poté pfemistény na magnetickou desticku, ze které
byl po vycefeni roztoku, Ciry roztok odsat a vzorek byl 2x promyt 200 ul 80% etanolu.
Zbytky etanolu byly nechany odpafit pfi 5 minutové inkubaci Vv laboratorni teploté. Mimo
magnet bylo poté do vzorku ptidano 25 pl elu¢niho pufru (10 mM Tris-HCI, pH 8,0-8,5)
a smes byla 2 minuty inkubovana pii laboratorni teploté. Nasledné byly zkumavky opét

pfesunuty na magnet a do ¢isté zkumavky bylo pteneseno 20 pl ¢irého roztoku.

3.5.6 Amplifikace knihovny

K 20 pl vzorku snavdzanymi adaptory bylo pfidano 25 pl KAPA Hifi HotStart
ReadyMixu (2X) a 5 ul Primer Mixu (10X). Amplifikace probihala v termocykleru
SympliAmp™ (Thermofisher Scientific, USA) pfi programu: 98 °C/45s; 6x (98 °C/15s,
60 °C/30s, 72 °C/30s); 72 °C/1min.

3.5.7 Postamplifikac¢ni ¢iSténi
Postup byl shodny s postliga¢nim ¢isténim. Eluce probéhla piidanim 25 pl 10 mM Tris-
HCI (pH 8,0-8,5) a inkubaci 2 minuty mimo magnet. Nasledn¢ byly zkumavky opét

pfesunuty na magnet a do €isté zkumavky bylo pfeneseno 20 pl ¢irého roztoku.

3.5.8 Finalni uprava knihovny

Pied vlastnim poolovanim knihovny bylo tfeba opét zméfit koncentraci produkti na
Qubitu (viz vyse) a fedénim ji upravit do 16 nM (5 pl vzorku + x pl H»0). Kdyz jsou
vSechny vzorky ekvimolarni, z kazdého se odpipetuje 30 ul do spole¢né zkumavky a takto

pfipravena knihovna se miize nechat zamrazit a uschovat pro pozd¢jsi sekvenaci.
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3.5.9 Parametry sekvenovani

K sekvenaci byla pouzita sekvenacni chemie na 300 cykld (Illumina, USA), 2 nM
knihovna, 0,2 M roztok NaOH slouzici k denaturaci knihovny a 5% PhiX (lllumina, USA)
jako vnitini kontrola sekvenace. PhiX mé znamou sekvenci a na zaklad¢ jeho soubézného
sekvenovani s ostatnimi vzorky se vypocitava tzv. Q skore, které urcuje kvalitu sekvenace.

Vyrobce doporucuje dosahovat hodnot Q skore nad 85 %.

Vlastni NGS analyza probihala na piistroji Next seq 550 (Illumina, USA) a vSechny

provedené sekvenace splnily podminky validity vyrobce.

3.5.10 Prace s datovymi vystupy
Ziskana data ze sekvenovani ve formé FASTQ soubort byla nahrdna na basespace serveru
od [Nluminy®, kde nasledné probihala bioinformatick4 analyza pomoci aplikace [llumina®

ITS Metagenomic.

3.6 Statisticka analyza
Vsechna data byla zpracovana v programu Microsoft Excel 2010. Obr. 8 byl zpracovan

v programu GraphPad Prism 8 a porovnani diagnéz v Obr. 9 bylo provedeno pomoci
mnohonasobného Box-Whisker plot v programu STATISTICA (Anonymous 2012), kde
byl pouzit F test a p (ANOVA) a také Kruskal-Wallis test, ktery testuje shodu
distribu¢nich funkci. Jako zéavislé proménné byly pouZity skupiny hub — Ascomycota,
Basidiomycota a Neklasifikovano, jako nezavislé proménné byly pouzity diagnozy (UK,

CD, NK).

21



4  Vysledky

4.1 Porovnani izola¢nich Kiti

Izolace fungéalni DNA je komplikovana zélezitost vzhledem k velice odolné bunécné
stén¢. Proto bylo nejprve nutné nalézt optimalni izolacni kit, ktery si dokdze poradit
s FFPE tkani a zaroven dokaze prolomit odolnou fungéalni bunéfnou sténu. Na péti
vzorcich byly otestovany 4 mozné izolacni kity. Naméfené koncentrace extrahované DNA

byly shrnuty do Obr. 3.

180,0 -
160,0 -
140,0
120,0 A

100,0
80,0 - W Qja mini kit

H BiOstic kit

¢ [ng/ul]

60,0 - H EliGene kit
40,0 A W GeneAll kit
20,0

0,0

vz¢. 1 vz¢E. 2 vz¢. 3 vz¢. 4 vz¢. 5

Cislo vzorku

Obr. 3. Porovnani vytéZnosti DNA izola¢nich kiti. Rozdily mezi koncentracemi
extrahované DNA mezi vzorky jsou zpusobeny velikosti tkané zalité¢ v parafinovém
bloc¢ku. Bloc¢ek vzorku €. 1 a 4 obsahoval malé ¢asteCky stieva ziskané z endoskopie, na

rozdil od vzorki €. 2, 3 a 5, které obsahovaly vétsi ¢asti stfeva ziskané z resekatu.

Nejvhodnéjsim kitem pro izolaci fungalni DNA je BiOstic® FFPE Tissue DNA Isolation
Kit, ktery prokazal vysokou vytéznost i specifitu izolované fungalni DNA. Pfijatelnou
moznosti je také EliGene® FFPE DNA Isolation Kit, ktery mé srovnatelnou specifitu
izolované fungalni DNA, avSak nizkou vytéZnost. QIAamp® DNA mini kit ma sice
vysokou vytéznost izolované DNA, ale mé nizkou fungalni specifitu, kterd se projevuje
hlavné pii sekvenovani. Vzorky izolované kitem od spolecnosti Qia pfevazné neSly
analyzovat ani sangerovym sekvenovanim, ani NGS. Poslednim testovanym kitem byl
GeneAll® Exgene FFPE Tissue DNA Kkit, ktery prokazal vhodnou vytéznost DNA, ale
naslednéd sekvenace ukazala zaméfeni kitu spi§ na bunky rostlinné nezli bunky fungalni.

Proto vSechny dalsi vzorky byly izolovany BiOstic® FFPE Tissue DNA Isolation Kitem.
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4.2 Analyza primeru

Cilem této analyzy bylo vybrat idedlni primer pro prvni kolo nPCR. Na zaklad¢ studie
Flury a kol. (2014) byly testovany primery ITS1 a ITSS. Primery pro druhé kolo nPCR
(ITS3 a ITS4) byly ovéteny mnohymi studiemi (Gomez a kol. 2017, Irinyi a kol. 2016,
Flury a kol. 2014, Schoch a kol. 2012) a oznac¢eny za vhodné i specifické.

Na Obr. 4 a 5 si lze povSimnout vyrazného rozdilu mezi produkty 1. kol nPCR, kdy u

primeru ITS1 nejsou viditelné produkty, avSak u primeru ITS5 jsou mnohé z produktii jiz

viditelné.
1. Rl | 1. Aler
2 " ' - -
1 2. Ade
loua N T A { !8“ aa
123456 uuuﬁzh(iia 41&«:613‘\1."42}&',',&
Obr. 4. Produkty s primerem ITS1 Obr. 5. Produkty s primerem ITS5

Po sekvena¢ni analyze produktli se ukazala 50% discrepance fungalnich druhi mezi
jednotlivymi primery (n=22 vzorkl). Po vizudlni strdnce odecitani sekvenci, byly snaze
odecitatelné vystupy produkti primeru ITSS. VSechny nasledné analyzy byly provadény
vV kombinaci primerti ITS5 a 4, ITS 3 a 4.
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4.3 Vliv zpisobu izolace na vysledek

Izolace DNA zpocatku probihala v mistnosti ur¢ené k izolaci DNA za standardnich
podminek genetické laboratoie. Tedy v ochranném odévu a rukavicich, na plochach denné
CiSténych prostfedkem likvidujicim nukleové kyseliny, v mistnosti pravidelné

dekontaminované UV svétlem.

Po zhodnoceni prvni ¢asti vysledki bylo vysloveno podezieni na kontaminaci sporami
rodu Malassezia z prostiedi, proto dalsi vzorky byly izolovany za zpfisnénych podminek

V laminarnim boxu.

100% -
80% -
60% - 89% Malassezie
Ostatni
40% - 62%
20% / 8% y
11%
0% . .
pavodni zplisob optimalizovany zpUlsob

Obr. 6. Porovnani piivodniho zpiisobu izolace a identifikace s optimalizovanym
zpusobem izolace a identifikace. Do pokusu bylo zapocitano 27 vzorku izolovanych
fungalné specifickym kitem BiOstic® FFPE Tissue DNA. U ptvodniho zplisobu izolace a
identifikaci PCR s primery ITS3 a 4 byla prokazana pfitomnost kvasinek rodu Malassezia
vV 62 % vzorku. Izolaci totoznych vzorkt stejnym kitem v laminarnim boxu a identifikaci
specifi¢téjsi nPCR s primery ITS5 a 4 a ITS3 a 4 se podafilo snizit zachyt rodu Malassezia
na 11 % ze vSech vzorku. Pojem ,ostatni shrnuje zachycené fungalni druhy:
Cladosporium sp., Engyodontium album, Wallemia sp., Aletrnaria sp., Sacharomyces sp.,
Intersonilia sp., Leptosphaerulina sp., Cryptoccocus sp., Epicoccum nigrum, Lachnum sp.,

Penicilium sp.
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4.4 Porovnani Sangerovi sekvenace s NGS

40 vzorkld bylo analyzovano nejprve Sangerovo sekvenaci a nasledné pomoci NGS.
Jiz v elektroforéze bylo viditelné, Ze vSechny vzorky obsahuji vice nez jeden fungalni rod
a NGS tento trend potvrdilo. Porovnani sekvenaci ukazalo shodu v 72,5 % ze vSech
analyzovanych vzorkli. Rozdilné vysledky ve 27,5 % vzorkii mohou byt zplsobeny
nedokonalostmi v Sangerovo sekvenovani tzv. prioritnim sekvenovanim, prekryvem bazi

a zaménéni sekvence jednoho fungélniho rodu za jiny.

M rozdil

shoda

Poéet vzorku

UK CcD NK PK

Skupina vzorka

Obr. 7. Porovnani sekvenaci ve specifickych skupinach vzorki. (UK = ulcerézni
kolitida, CD = Crohnova choroba, NK = negativni kontrola, PK = pozitivni kontrola)

Metody se shoduji, jestlize identifikovaly stejny fungalni rod.

Negativni kontroly vétSinou obsahovaly vétsi mnozstvi fungalnich roda na jeden vzorek
nez ostatni skupiny vzorkd, a proto odecitani fungélnich rodt ze Sangerovo sekvenovani

bylo zatizeno velkou chybou smésného vzorku a komplikovaného odecitani.

Proto byly na zaklad¢ elektroforézy vybrany vzorky s jednim silnym bendem jako
pozitivni kontroly a byly osekvenovany obéma metodami. Avsak i zde jeden ze vzorki
obsahoval podle NGS ¢tyti pitibuzné fungalni rody, které byly v Sangerovo sekvenaci

zaménény za jeden naprosto odlisny.
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4.5 Fungalni zastoupeni vV diagnozach
Na zakladé piedchozich zjisténi o vyssi etnosti fungalnich rodt ve vzorku byla veskera
data v této sekci vysledka ziskana metodou NGS. Do vysledki byly zaznamenany pouze

fungalni rody s procentem readti vys$sim nez 2 % z celkového poctu readt ve vzorku.

45.1 Hruba analyza fungalnich oddéleni ve vztahu k diagnoze
Pro prvotni orientaci se vyuziva rozdéleni do fungalnich oddéleni k obecnému zjisténi

vyvazenosti mykobiomu. Jestlize negativni kontroly ukazuji rovnovahu fungalniho
mykobiomu Vv nezanétlivé tkani, pak na prvni pohled ma Crohnova choroba velice
podobnou fungalni rovnovahu. Viditelny rozdil je u mykobiomu pacienti s ulcerdzni

kolitidou, kde je fungalni rovnovaha naruSena vyS$§im zastoupenim Ascomycet a zaroven

v

100
=3 Ascomycota
80 B Basidiomycota
=5 B Neklasifikovano
© 604
©
P
2 40+
20
0
CD
Diagnoza

Obr. 8. Zastoupeni fungalnich oddéleni v diagnozach. Vysledky jsou vyjadieny jako
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou (UK = ulcerozni kolitida, CD = Crohnova

choroba, NK = negativni kontrola, % readli = procento readll z vSech readii ve vzorku).
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4.5.2 Detailni statisticka analyza fungalnich oddéleni ve vztahu k diagnéze
Mnohondsobny box-whisker plot (Obr. 9) zobrazuje detailni rozdily mezi fungalnimi
oddé€lenimi a danymi diagndzami. Skupina vzorka od pacientl s UK se vyznacovala
vysSim zastoupenim Ascomycet a niz§im zastoupenim Basidiomycet v porovnani

s negativnimi kontrolami. Vzorky od pacienti s CD ukazovaly velmi vyvazeny pomér
Asco- a Basidiomycet, ale zaroven i vétsi mnozstvi neklasifikovaného materialu.
Negativni kontroly projevovaly niz§i procenta readtt Ascomycet nez Basidiomycet

s celkovym dojmem vysoké variability obou oddéleni.

90

80 s

60

50 -

40 | ‘ -

Poéet readu

30 (m]
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[o ]

20 |

[5] Ascomycota
10 " : o Basidiomycota
UK CD NK 0 Neklasifikovano
Diagnéza * Extrémy

Obr. 9. Podrobnéjsi zobrazeni vztahu fungalnich oddéleni k diagnozam.
non-outlier min a max, 25-75% kvartil, median — ¢tvereéek. Extrémni hodnoty jsou vyznaceny
hvézdickou pro nezkresleni dat celé skupiny. (UK = ulcerdzni kolitida, CD = Crohnova choroba,

NK = negativni kontrola).

Mezi jednotlivymi diagn6zami nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05).
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4.5.3 Prehled nejéastéjSich fungalnich rodi ve vztahu k diagnoze

Detailngjsim pohledem na fungalni rody muzeme zjistit dal$i odliSnosti mezi zdravymi
jedinci, pacienty sCD a pacienty s UK (Obr. 10). Nejcast&ji se ve vzorcich napfic
diagnézami vyskytovali kvasinky rodu Malassezia a houby rodu Cladosporium a Toninia.
Rod Ramularia se v mensi mife vyskytl u vSech diagnoéz, vyraznéji u vzorki s CD. Rod
Candida se podatilo prokazat jenom u vzorki s UK a rod Engyodontium byl prokazan jen
u vzorkl s CD. Obvykle se v jenom vzorku vyskytovalo primérné 4-5 fungalnich rodu,

z nichz v 1/3 vzorki byl jeden majoritni fungélni rod.

m Engyodontium
Candida

W Ramularia

M Toninia

B Cladosporium

B Malassezia

% read( % read( % read(

UK cD

Obr. 10. Rodové zastoupeni v diagnézach. Pomérové porovnani, kolikrat se urcity
fungélni rod vyskytl ve vzorcich s danou diagnézou (n) k jeho procentudlnimu vyskytu u
dané diagnozy (% readd). (UK = ulcerdzni kolitida, CD = Crohnova choroba, NK = negativni

kontrola).
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4.5.4 Fungailni rody u pacienti s ulcerézni kolitidou

Podrobna data fungalnich rodid z 10 vzorkli od pacienti s diagnostikovanou ulcer6zni
kolitidou jsou zobrazena v obr. 11. Celkové bylo nalezeno u pacientd s UK 19 rodd, z nich
nejCastéjsi byly rody Malassezia (nalezena v 8 wvzorcich z10), Toninia (7/10) a

Cladosporium (6/10). Ackoliv se rod Toninia vyskytoval ve vétsiné vzorku, jeho % readt

fv v

byla vzdycky jedna z nejnizSich. Dale pak ve dvou vzorcich mél vyraznou pievahu rod

Candida a u jednoho mél Gplnou ptevahu rod Schizopora.

1

i
I
e

2

% readu n

Obr. 11. Fungalni rody u pacienti s ulcerozni kolitidou. Levy sloupec znazoriuje

procentualni zastoupeni fungéalniho rodu ve vSech vzorcich, zatimco pravy sloupec

doplnuje, v kolika vzorcich se dany rod vyskytoval.
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4.5.5 Fungalni rody u pacientia s Crohnovou chorobou

V 10 vzorcich pacientii s diagnostikovanou Crohnovou chorobou bylo nalezeno celkem 15
fungalnich roda (Obr. 12). Nejcastéji se mezi nimi objevovaly rody Malassezia (6/10),
Toninia (5/10) a Ramularia (4/10). Rod Toninia, stejné jako u UK vzorki, byl vzdy
pfecten v malém procentu readt. Dale nelze opomenout rod Engyodontium, ktery se ve
dvou vzorcich vyskytoval s procentualni pifevahou a rod Wallemia, ktery mél v jednom

vzorku prevahu tplnou.

Corticium

1
1
1
1

Heterobasidion
Xylodon
Paraconiothyrium

1 Neokalmusia

H Descolea

B Peniophora

m Toninia

B Lecanicillium

B Schizopora

® Ramularia

B Cladosporium

B Engyodontium

B Wallemia

B Malassezia

Hm Neklasifikovano

% read( n

Obr. 12. Fungalni rody u pacienti s crohnovou chorobou. Levy sloupec znazornuje
procentudlni zastoupeni fungalniho rodu ve vSech vzorcich, zatimco pravy sloupec

dopliuje Cetnost rodu ve vSech vzorcich.
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4.5.6 Fungailni rody v negativnich kontrolach

Data byla ziskana z 9 vzorki od pacientll bez prokazanych zanétlivych zmén a zobrazena
v obr. 13. V jednom z deseti vzorki nebyly detekovany zadné fungalni agens, i tak bylo u
negativnich kontrol prokazano 17 fungalnich roda. Nejcastéji byly prokazovany rody
Malassezia (6/10), Cladosporium (4/10) a Toninia (4/10). Rod Toninia zaujimal stejné
nizkd % readt jako u vzorkti s UK i CD. Daéle se u jednoho vzorku ve zvysSené mife

objevil rod Aspergillus.

1
- Periconia
1 . = Microidium

B Incertomyces

Ramularia
W Extremus
m Saturnispora
M Penicillium
B Debaryomyces
B Botrytis
m Vishniacozyma
H Peniophora
M Toninia
B Coniosporium
B Hygrophorus
H Aspergillus
B Cladosporium
B Malassezia

B Neklasifikovano

% read( n

Obr. 13. Fungalni rody Vv negativnich kontrolach. Levy sloupec znazorfiuje procentualni
zastoupeni fungalniho rodu ve vSech vzorcich, zatimco pravy sloupec doplnuje, v kolika

vzorcich se dany rod vyskytoval.
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5 Klinické zkuSenosti z praxe

Moderni molekularni metody umoziuji rychlou diagnostiku, ktera zachranuje zivoty. Ne
vzdy vSak 1ékafi urcujici diagnézu védi o téchto moznostech a na fungi jako plvodce
pacientovych komplikaci se prevazné nepomysli. Klinicky obraz mykotické infekce se
muze projevit jako nespecificky granulomatézni zanét a fungalni ptivodce muize byt
snadno zaménén s pavodcem bakterialnim. V mnoha piipadech se mykoticka infekce
muze klinikovi jevit jako zhoubny novotvar ¢i neoplazie (viz nize). Lécba se vSak v obou
pfipadech zasadn¢ 1i8i od 1éCby antifungdlni. Nasazeni antibiotik vétSinou zpusobi
premnozeni kvasinek a zhorSeni pacientova stavu (Parker a kol. 1976). Lécba
kancerogeneze ito¢i na rychle se dé€lici bunky a jako vedlejsi efekt ni¢i pacientiv imunitni
systém, ¢imz otevie dvefe nerozpoznané fungalni infekci a pacientliv zivot je tak opét v
ohrozeni (Donhuijsen a kol. 2008). Vcasna fungalni diagnostika mnohym pacientim
zlepsuje kvalitu zivota a jinym muze zivot zachranit. Nize jsou uvedeny piiklady, kdy
nov¢ zavedend diagnostika fungdlnich agens pomoci molekularné genetickych metod

pomohla s diferencialni diagnostikou bioptovanych vzorkd.

5.1 Kazuistika ¢. 1
Ctrnactilety pacient se suspektni klinickou diagndzou: Onychomykéza s tvorbou

pigmentu, k vylouceni pigmentové neoplazie.

Do laboratofe byly piijaty 2 koZni ¢astky. Prvni pochazejici z nehtové ploténky 5. prstu
pravé dolni koncCetiny o rozmérech 0,5x0,3x0,2 cm a druhd c¢éastka pochazejici z Casti
ploténky ptivracené k nehtovému lizku o rozmérech 0,3x0,2x0,1 cm. Oba materidly byly

zpracovany v celém rozsahu.

Mikroskopickym vysetifenim nebyl viditelny zaddny pigment. Histologické barveni na
zelezo neprokézalo depozita hemosiderinu, ani barveni Masson Fontana neprokéazalo
zadna depozita melaninu. Imunohistochemickym vySetfenim s melanocytarnim markerem
melanem A nebyla prokdzana pfitomnost pravé melanocytarni  afekce.
Imunohistochemické vySetfeni metodou PAS prokazalo c¢etné mykotické struktury
charakteru hyf a spor, které maji oproti béznym sporam vétsi rozmér. Molekularné-
biologickym vysetienim pomoci regionu ITS 2 a NGS byla prokazana fungalni DNA

nalezici druhu Trychophyton rubrum, formé produkujici melanin.

Zavér: Onychomykodza s tvorbou pigmentu zpusobena infekci Trychophytonem rubrum,

formou produkujici melanin (melanonychia). Pigmentova neoplazie vyloucena.
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5.2 Kazuistika ¢. 2
Patnactilety pacient s akutni lymfoblastickou leukémii (euploidni cALL s aberantni

expresi CRLF2, CD66c, CNSI1, negativni fizni geny; chemoterapeuticky léeno Vv
poslednich 7 mésicich), obezitou, Pickwickovym syndromem, aterosklerozou Il. stupné,
septickym Sokem, multiorgdnovym selhdnim, sepsi zptisobenou jinymi gramnegativnimi
organismy Klebsiella pneumoniae, akutnim respiraénim selhanim typu I (hypoxické),
akutnim selhdni ledvin, ascitem, toxickou nemoci jater s cholestazou, koagulopatii a
neuropenii zemfel na celkovou sepsi. Pitva prokazala invazivni diseminovanou mykoézu
S postizenim cév tenkého stfeva a nadledvin, s loziskovymi ischemickymi nekrézami

stfevni sliznice a nadledvin.

Histologické vySetfeni prokazalo Vtenkém stievé autolyzovanou sliznici s lozisky
nekrotické sliznice kryté pseudomemebarnou. V cetnych cévach, ve svaloviné a
v submukoéze i v subseroze byly nalezeny opticky duté hyfy vypadajici na fungalni rod
Aspergillus. Dalsi mykotické lozisko bylo nalezeno v nadledving v rozsahlé hemoragické

nekroze i v tromboembolech v ptilehlych cévach.

Genetickd analyza i mikroskopicky obraz potvrdily masivni vyskyt fungélni infekce a

ur€ily fungalni druh Rhizopus microsporus (Zygomycotina, Mucorales, Mucoraceae).

Pacientllv stav byl vcetné vySe zminéného komplikovany: hypertrofii levé srde¢ni
komory, trombdzami, embolizaci vétvi a. pulmonalis, koagulopatii (intracerebralni
hemoragie, fokalnim prokrvéaceni organii dutiny bfisni, ledvinné panvicky, mocovodi a
plic), hydrothoraxem (vol. 100 ml), steatofibrozou jater téZkého stupné s loziskovymi
nekrézami hepatocytll, intrahepatalni cholestdzou, ascitem (vol. 4000 ml), ikterem sklér,

hemoragickou induraci sleziny a akutnim selhanim ledvin.

Zavér: Pacient zemiel na mykotickou sepsi druhem Rhizopus microsporus.
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5.3 Kazuistika ¢. 3
TtiaSedesatileta pacientka s Klinickou diagnézou chronické Lymphadenopatie colli a

podezienim na lymfom ¢i metastatické poskozeni uzliny u melanoblastomu.

Pacientce byla odebrana lymfatickd uzlina (LU) z jugulodigastrické oblasti vpravo a
zaslana na histologické vySetieni. Kompletné zpracovana LU rozmérii 4x2x2 cm poskytla
potvrzeni diagnézy chronicka nespecificka lymfadenitida a vyvratila podezieni na nador i

granulomatdzni zanét.

Genetické vySetfeni ztkané LU wvyvratilo sexualné pienosné infekce (Chlamydia
trachomatis LGV, Heamophilus ducreyi, Treponema pallidum, CMV, lidsky herpesvirus 1
a 2, virus Varicella-zoster) zoondzy (Bartonella sp., Borrelia burgdorferi, Brucella sp.,

Francisella tularensis, Chlamydophila psittaci) a Toxoplasma gondii.

Orientacni geneticka analyza 1TS2 regionu mykotického agens poukazala na pfitomnost
houbového oportunniho patogena Alternaria infectoria. Tento druh je saprofytem c¢i
ptilezitostnym parazitem na rostlindich a skladovaném obili. Stejny druh byl také
identifikovan s 99% pravdépodobnosti i ze zaklonovanych PCR produkti. Déle byla
provedena orientacni analyza aktinomycet, ktera potvrdila pfitomnost bakteridlniho agens

Actinomyces graevenitzii.

Zaver: Chronickd lymphadenopatie zplisobend infekci houbového oportunniho patogena

Alternaria infectoria a bakterialnim agens Actinomyces graevenitzii.
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6 Diskuze

6.1 Metodicky rozbor

fungalni spory bézné vyskytuji v jakémkoliv prostedi (de Hoog a kol. 2000), je tieba dbat
na sterilni praci, aby se zamezilo kontaminaci vzorku z prostiedi. Ukolem pro dal3i studie
by mohlo byt zjisténi, v jakych fazich se mize vzorek kontaminovat: napt. pfi odbéru
vzorku nebo pii histologickém zpracovani. NaSe prace provétila ¢ast fetézce zpracovani
vzorku v molekularné genetické laboratofi, tzn. izolaci DNA a jeji analyzu. Jako
kontaminujici DNA byl opakovan¢ prokazan rod Malassezia, ktery je takto skloniovan i ve
studii Flury a kol. (2014). Dulezitym zjisténim na$i prace je, ze i v germicidné ¢isténé
mistnosti se stdle mohou vyskytovat fungalni spdry a je nutné pracovat v laminarnim

boxu.

Dulezitym krokem v izolaci fungalni DNA je prolomeni fungélni bunécné stény, ktera je
bézn¢ velmi pevna. Histologické zpracovani zarucuje fixaci struktur, které zaroven
castecné narusuje, jelikoz i nizké koncentrace formaldehydu zpisobuji lyzi bunééné stény
(Denyer a Russel 2004). Komplikaci pouziti formalinu (4% formaldehydu) je poskozeni
DNA. Formalin mize zpisobovat cross-link cytozinu, ktery tak nemuze byt rozpoznan
DNA polymerazou a ta namisto guaninu vlozi adenosin a vznika tak uméla C>T nebo
G>A mutace (Oh a kol. 2015). Jelikoz ale tento fakt nevadi pii onkologické diagnostice,
kde se prokazuji bodové mutace, tak ve fungalni diagnostice je tento fakt znacné

zanedbatelny.

Pomoci specializovanych kit na izolaci fungalni DNA z parafinovych vzorka lze ziskat
dostate¢né kvalitni DNA pro PCR a sekvenacni analyzy. Prvnim dualezitym faktorem je
schopnost kitu izolovat DNA z parafinovych vzorkd. Druhym faktorem je schopnost kitu
dokoncit rozpad fungalni bunécné stény a vyizolovat fungalni DNA ze smésného vzorku
(Vesty a kol. 2017). Tyto schopnosti ma izola¢ni kit od firmy MoBio laboratories,
BiOstic® FFPE Tissue DNA Isolation Kit, ktery vySel z nasich dat jako nejlepsi varianta.

Dale je tfeba odliSit oportunni fungélni patogeny od béznych hub obsazenych v potravé.
Studie Hallen-Adams a Suhr (2017) rozd€luje fungi na rezidentni a nerezidentni podle
jejich schopnosti piezit podminky panujici v lidském zazZivacim traktu. I kdyz fungi

nerezidentni nejsou schopny prezit tyto podminky, jejich DNA se muze ve vzorcich
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vyskytovat, avsak v poskozeném stavu. Na této teorii je postaveno pouziti nPCR, ktera
v prvnim kole zachycuje isek DNA o velikosti pfiblizn¢ 600 bp, ktery by vcelku méla
obsahovat jenom neposkozena DNA hub rezidentnich. Tento krok by m¢l eliminovat
zachyt hub nerezidentnich. Pro tyto ucely byla na zaklad¢ studie Irinyi a kol. (2016)
vybrana a ovéfena kombinace primerd v prvnim kole ITS5 a ITS4, v druhém kole pak

ITS3 a ITS4.

Kratsi usek fungalni DNA o velikosti ptiblizn¢ 300 bp vymezeny primery ITS3 a ITS4 ma
optimalni délku pro sekvenacni analyzu. Vysledky ziskané ze Sangerevova sekvenovani
mohou slouzit jako orienta¢ni, ale za smérodatné by mély byt spiSe pokladany vysledky

ziskané z NGS.

Vzorky z GIT standardné obsahuji vice nez jeden fungalni rod (Sokol a kol. 2017).
Nekteré fungalni rody maji velmi podobnou velikost produktti v elektroforéze a je tak
obtizné je od sebe odlisit a spravné manualné oddélit. Tento fakt potom radikalné
ovlivituje vysledky ze Sangerova sekvenovéni, kdy dochézi k typickému diagramu
smésn¢ho vzorku a Castému piekryvu bazi. Takto mize byt snadno jeden fungalni rod
zaménén za jiny a celkové povédomi o fungéalnim zastoupeni ve vzorku je Spatny. Lepsi a
presnéjsi variantou je NGS, protoze zpracovani vzorku obsahujici mnoho fungélnich roda
je manualné jednodussi, jelikoZ neni tfeba ru¢né oddélovat jednotlivé produkty na zakladé

jejich velikosti.

Mensi neptijemnosti ptipravy setu vzorkd na NGS je hlidani koncentraci a fedéni vzork
do ekvimolarni podoby. Bez rovhomérného zastoupeni molit vzorku ve finalni knihovné
neni mozné ziskat dostatek readi u vSech vzorkd a bylo by nutné analyzu méné
koncentrovanych vzorkid opakovat. Pro usetfeni ¢asu a penéz je dobré vytvofit si v excelu

jednoduchou tabulku na ptepocitavani koncentraci vzorkl na moly a tabulku fedéni.

Zaroven u NGS lze mit vysledkové varianty semikvantitativni a kvantitativni. Rozdil je
v pouziti molekularnich barecodli. U semikvantitativni analyzy se pouzivaji pouze
adaptory, které urcuji identitu vzorku. Zatimco kvantitativni analyza ma navic navazané
molekularni barecody, které oznaci pocatecni mnozstvi DNA a po sekvenaci o urcitém
poctu cykld je vypocitano piesné mnozstvi fungalni DNA ve vzorku (Gohl a kol. 2019).

Pouziti molekularnich barecodi ale analyzu vyrazné prodrazuje.
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U vétSiny vzorkli nemalou ¢ast celkového procenta readii tvotil neklasifikovany materidl,
coz by mohlo byt zavislé pravé na zpisobu izolace, podstaté vzorku nebo nekompletni
srovnavaci databazi. Ptiloha ¢. 3 zobrazuje moznost vlivu izolacniho kitu na vysledky
NGS jednoho vzorku izolovaného odlisSnymi kity. Podobnd anomalie se objevila i u
nékolika dalSich vzorkd izolovanych QIAamp® DNA mini kitem. | kdyz je tento kit
povazovan za zlaty standard pro NGS onkologické diagnostiky (Kofanova a kol. 2020),

pro fungalni diagnostiku se dle naSich zkusenosti nehodi.

6.2 Klinicky rozbor

Tenké i tlusté stievo je komplexni biosystém vzhledem k po¢tu mikroorganismii, které ho
obyvaji. Pro objasnéni zahad stievnich chorob je nutné brat na védomi nejenom stfevni
sliznici, bakterie, viry a imunitni systém, ale i mnohdy opomijené houby a kvasinky.
Sokol a kol. (2017) vytvotili sit’ vztah bakterialni a fungalni fiSe pfiloZzenou v ptiloze
¢. 4. Ztéto sité vyplyva odlisna uloha mykobiomu v patogenezi CD a UK. Zatimco
bakteridlni biodiverzita je u obou chorob snizend, u CD fungalni biodiverzita ziistava, a
tak nastava rozvrat mezi interakcemi bakterialniho a fungalniho mikrobiomu. Naopak UK
ma fungalni biodiverzitu zvySenou a vznikaji tak nové interakce mezi fiSemi, které také

mohou vést k zanétu.

Nase vysledky ¢aste¢né potvrzuji vystupy studie Sokol a kol. (2017), kdy Obr. 8 zobrazuje
zvySenou biodiverzitu u UK vzorkl s ptevahou Askomycet, zatimco u CD vzorki je
fungalni biodiverzita zachovana vyvazenym pomérem Asko- a Basidiomycet, podobné
jako u vzorkt negativnich kontrol. Pouzitim statistickych metod F testu, Kruskal-Wallis
testu a ANOVY nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05), avsak

zjisténi téchto trendli mize byt zakladem pro dalsi studie.

Pii prvnim pohledu na rozdé€leni do oddéleni se jevi fungalni biodiverzita u skupiny UK
jako zvySena ve prospéch Askomycet. Pii podrobn&jsim pohledu na biodiverzitu
fungalnich rodl, skupina UK obsahuje nejvice prokdzanych roda (19) ze vSech skupin.

U skupiny NK jsme prokazali 17 rodt a u skupiny CD jsme prokazali 15 rodu.

Ve vSech skupinach vzorka (CD, UK, NK) jsme nejéastéji nalézali kvasinku Malassezia,
pliseit Cladosporium a lisejnik Toninia. Kvasinky rodu Malassezia byly s nejvice procenty

readll prokazovany u vzorki bez zanétlivych zmén (NK) a shoduji se tak s literaturou,
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kterd fadi Malassezie do zdravého stfevniho mykobiomu. Literatura fadi do zdravého
mykobiomu také Candida sp. a Saccharomyces cerevisiae, avSak ani jeden jsme u nasich
negativnich kontrol neprokazali. Tento jev lze vysvétlit odliSnym materidlem vzorki, kdy
vétsina vyzkumu je provadéna ze vzorku stolice, zatimco my jsme pracovali s bioptickymi
vzorky. Nase vysledky by tak potvrzovaly mnohokrat sklofiovanou teorii, ze vzorky
stolice obsahuji navic i fungi z potravy (Hallen-Adams a Suhr 2017) a pro realné zjisténi

sttevniho mykobiomu jsou lepsi vzorky bioptické.

Dale se ve vsech skupinach velmi cCasto, i kdyZ v nizkych procentech readti, objevoval
také druh Toninia physaroides, ktery se v piirodé normalné¢ vyskytuje jako liSejnik na
povrchu pudy, pisku, vzacné na skalnich sténach. Tento fungalni rod normalné roste pii
pH 7,3+0,1 (Farkas a Veres 2009), ale neni znamo, jestli dokaze prezit aciditu zaludku a

alkalitu duodena.

Rod Ramularia se také vyskytl ve vSech skupinach vzorkd v nizkém procentu readi, ale u
skupiny CD vzorkl se vyskytoval ¢astéji a u jednoho z CD vzorkl dokonce s nadmérnou
prevahou. Ramularia je patogen jeCmene a cukrové fepy a do organismu se dostane
pomoci potravin vyrobenych z téchto zdroji. Ne nadarmo se pacientim s CD doporucuji
specialni diety, které zahrnuji i omezeni lepku ¢i jeho uplné vynechani. Jelikoz CD
pacienti maji oslabenou bariérni funkci stfeva a defektni regulaci imunitni reakce,
z hlediska prevence relapsu CD je rozumné snizit mikrobialni naloz ve stfevé vybérem
vhodné stravy. Nejlepsi vysledky jsou zaznamendvany u pacientll s enteralni vyZzivou,
ktera je syntetickd a neobsahuje tak zadné patogeny rostlin ¢i jiné fungélni kontaminanty

potravin (Goens a Micic 2020).

Skupina vzorkl pacientd s Crohnovou chorobou se také vyrazné odliSovala prikazem
druhu Engyodontium album s vyznamnym procentem read ve vzorcich. Engyodontium
album je fungalni druh, ze kterého pochazi proteinaza K, bézné vyuzivana k degradaci
keratinu a naStépeni tkané pied izolaci DNA. Nekteré studie (Delavenne a kol. 2011;
Amrouche a kol. 2020) oznacuji tento fungalni druh jako kontaminant, ktery se do vzorku
dostal s pouzitim proteinazy K. Jelikoz jsme Engyodontium album prokazali jen u dvou
vzorkd, lze moZnost kontaminace timto fungélnim druhem vyloucit a je mozné, Ze hraje

roli v patogenezi Crohnovi choroby.
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Skupina vzorkil od pacientl s ulcer6zni kolitidou obsahovala Malassezia sp. ve vétsiné
vzorkd, ale s nejmensi ¢etnosti v jednotlivych vzorcich v porovnani s ostatnimi skupinami.
Také obsahovala Cast&ji nez ostatni skupiny plisen Cladosporium a liSejnik Toninia.
Vyznamnym rozdilem od ostatnich skupin je prikaz kvasinek Candida intermedia a
Candida tropicalis, vzdy s nadmérnou pievahou nad ostatnimi fungalnimi rody ve vzorku.
Podle vyzkumu Zwolinska-Wecislo a kol. (2009) se Candidy vyskytuji u dlouhotrvajici
ulcer6ézni kolitidy a komplikuji hojeni viedid. Pro zlepSeni stavu pacienta a lécbu
kandidové kolonizace pii UK se pouziva bud’ antifungalni 1é¢ba fluconazolem, nebo

podanim probiotika Lactobacillus acidophilus.

Podle klinickych zkuSenosti viditelnych ve tfech uvadénych ptipadech kazuistiky je
mozné si pov§imnout, ze na mykotickou infekci se mysli az v nejzaz$im ptipadé, kdy uz
neni mnoho jinych mozZnosti. Mykotické infekce se mohou jevit jako neoplastické zmény
pochazejici od neznamého druhu zhoubného novotvaru nebo jako nespecificky
granulomatozni zanét. Vylouceni kancerogeneze je logickym prvnim krokem, avsak
V kroku druhém by s provéfovanim typickych bakteridlnich infekci mélo byt i provéfeni

infekci mykotickych.
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7 Zavér
Cilem této prace bylo nejprve optimalizovat metodu NGS pro analyzu mykobiomu
a nasledné¢ zmapovat spektrum fungdlnich rodi u pacientd s ulcerdzni kolitidou

a Crohnovou chorobou.

Béhem optimaliza¢niho procesu byl vybran BiOstic® FFPE Tissue DNA Isolation Kit za
nejvhodnéjsi kit pro izolaci fungalni DNA. Zaroven byl potvrzen rod Malassezia jako
kontaminant z prostfedi, jehoz vyskyt ve vzorku byl omezen izolaci DNA v laminarnim
boxu. Pro odliseni hub, plisni ¢i kvasinek obsazenych v potravé od oportunnich fungalnich
patogenti byla uspésné zavedena nPCR s pouzitim primert ITS 5 a4 a ITS 3 a 4. Zavérem
bylo NGS prokazano jako specifictéjsi volba pro sekvenaci pan-fungalnich sekvenci nez

Sangerovo sekvenovani.

V klinické ¢asti vyzkumu byly pozorovany zajimavé trendy vysSSiho zastoupeni
Askomycet ve stievnich vzorcich pacientt s ulceroézni kolitidou a vyvazeny pomér Asko-
a Basidiomycet u vzorkt pacienti s Crohnovou chorobou podobny poméru v negativnich
kontrolach. Tyto trendy by mohly ukazovat na roli Askomycet v patogenezi ulcerdzni
kolitidy.

Pti vytvareni podrobného ptrehledu fungélnich rodi vyskytujicich se u pacientii s IBD a ve
vzorcich bez prokazanych zanétlivych zmén jsme nejéastéji ve vSech skupinach vzorkd
prokazovali kvasinky rodu Malassezia, plisefi rodu Cladosporium a lisejnik rodu Toninia.
Dale jsme pozorovali rod Candida vyhradné u UK vzorki a rod Engyodontium
a Ramularia u CD vzorki. Negativni kontroly se od ostatnich skupin odliSovaly vy$s§im
zastoupenim rodu Malassezia v jednotlivych vzorcich. Z nasich dat vsak nelze vyvodit
zadny fungalni rod se statistickou vyznamnosti, ktery by byl typicky pro dané
onemocnéni. A proto nebylo mozné vybudovat interaktivni databazi, ktera by ptifazovala

urcité fungalni rody ke klinické diagnoze.

Vystupy této diplomové prace byly pouzity pro zavedeni mykobidlni diagnostiky z FFPE
vzorki metodou NGS v Bioptické laboratofi s.r.o. v Plzni, kde nyni pomaha pfi

diferencialni diagnostice bioptovanych vzork.
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8 Seznam pouzitych zkratek

BR
bp
cALL
CD
CMV
co1
ER
FFPE

GIT
IBD
IL

ITS
KHP
lab.
LU
LSU
mag.
MDP
MM
NF-xB
NGS
NOD?2
nPCR
p-ANCA
PCR
SSuU
TAE pufr
TNF-a
UK

broad range; Siroka skala

base pair; parta bazi

childhood- akutni lymfoblasticka leukémie

Crohnova choroba

Cytomegalovirus

cytochromoxidaza C 1

endoplazmatické retikulum

formalin fixed, parafin embedded;

formalinem fixovano, v parafinu zakotveno
gastrointestinalni trakt

inflamatory bowl desease; zanétlivé stfevni onemocnéni
interleukin

internal transcribed spacer; vnitini transkribovany prostor
KAPA Hyper Plus

laboratorni

lymfaticka uzlina

velka ribozomalni podjednotka

magnetické

muramil dipeptid

master mix

nuklearni faktor kB

next generation sequencing; sekvenovani nové generace
Nukleotidy vazajici oligomeriza¢ni doména - obsahujici protein 2;
nested polymerazova fetézova reakce

perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibodies
polymerazova fetézova reakce

malé ribozomalni podjednotka

Tris-Acetat-EDTA pufr

tumor necrosis faktor o

Ulcerdzni kolitida
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10 Piilohy
Ptiloha ¢. 1: Incidence CD (A) a UK (B) ve svéte.
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Zdroj: Ng, S. C., Shi, H. Y., Hamidi, N., Underwood, F. E., Tang, W., Benchimol, E. I., ... &
Sung, J. J. (2017). Worldwide incidence and prevalence of inflammatory bowel disease in the 21st
century: a systematic review of population-based studies. The Lancet, 390(10114), 2769-2778.
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Piiloha ¢. 2: Prevalence CD (A) a UK (B) ve svété.
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Ptiloha €. 3: QIAamp® DNA mini kit a NGS

EliGene®
FFPE DNA Isolation Kit

Sampl
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Total Reads

Reads Passing

% Reads Passing
Quality Filtering

Quality Filtering
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13 |1.055.113

100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level | Reads Classified | % Total Reads Classified
to Taxonomic Level | to Taxonomic Level
Kingdom 797.639 75.60 %
Phylum 771,655 73.13 %
Class 769.024 72.89 %
Order 753.742 7144 %
Family 752.011 71.27 %
Genus 726.168 68.82 %
Species 724,236 68.64 %
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QIAamp® DNA mini kit

Sample Information

Total Reads | Reads Passing | % Reads Passing
Quality Filtering | Quality Filtering
1,136,765 |1.136.765 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Leve! | Reads Classified | % Total Reads Classified
to Taxonomic Level | to Taxonomic Level
Kingdom 543,926 4785 %
Phylum 306.809 26.99 %
Class 305.522 26.88 %
Order 305.435 26.87 %
Family 305.290 26.86 %
Genus 10.768 0.95 %
Species 8.276 0.73%
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Ptiloha ¢. 4: Sit’ vlivli mikrobidlnich ti$i ve stfevnim biosystému

A Zdravi jedinci

+1

Actinobacteria
Ascomycoyta
Bacteroidetes
Basidiomycota
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Tenericutes

Correlation

B0 08W5®

B Crohnova choroba - Ulcerézni kolitida

Barva kruhu piedstavuje fungalni nebo bakterialni oddéleni. Kazdy kruh pfedstavuje mikrobialni
rod a jeho velikost ptredstavuje pocet pfimych interakci, které ma. Barva linky interakce oznacuje
dulezitost korelace; zelena oznacuje pozitivni korelaci a Cervena oznaCuje negativni korelaci
(stanoveno pomoci testu Spearman). Statistickd vyznamnost byla stanovena pro vSechna parova
srovnani; jsou zobrazeny pouze vyznamné korelace (hodnota p <0,05).

Upraveno podle Sokol, H., Leducq, V., Aschard, H., Pham, H. P., Jegou, S., Landman, C., ... &
Cosnes, J. (2017). Fungal microbiota dysbiosis in IBD. Gut, 66(6), 1039-1048.
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