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Prace studentky Bc. Jany Cimické zabyvajici se sekvenacni analyzou lidského mykobiomu zpracovava
velmi recentni a uzitecné téma vyuZitelné pro diagnostiku idiopatickych sttevnich zanétt. Prace ma i
s ptilohami 51 stran a v seznamu literatury uvadi asi 52 citaci. Uvodni &ast je velmi &tivé a piehledné
napsana a jeji struktura zcela odpovida pozadavkim na diplomovou praci tohoto typu. Stylistika a
gramatika je vyborna, v praci se vyskytuje pouze nékolik pieklepi (jeden je dokonce pievzat z publikace
Sokol a kol. 2017 a vyskytuje se na str. 51). Pfipominku k této ¢asti mam jedinou. Autorka mohla
VvV ivodu struéné popsat metody, které se bézné pouzivaji v klinické diagnostice fungalnich patogent
obecné.

Cilem prace byla optimalizace metody NGS pro analyzu mykobiomu z FFPE vzorkt, zahrnujici vybér
vhodného izola¢niho kitu a zplsobu izolace DNA, optimalizace metody PCR pro mykobialni DNA,
nastaveni vhodnych podminek pro piipravu vzorku pro NGS v podminkach dané laboratofe a konecné
také analyza dat ze sekvenatoru a interpretace vysledkd. Druhym cilem bylo zmapovani spektra
fungélnich patogend u definovanych skupin pacientli s oslabenou imunitou na zakladé¢ histologické a
molekularné-biologické analyzy u vybranych pacientil s ulcerdzni kolitidou a Crohnovou chorobou.
Poslednim cilem bylo vybudovani interaktivni databaze fungalnich patogenti ve vztahu ke klinické
diagndze pacienta.

Izolace fungalni DNA je pomérné podrobné popsana v kapitole metodika. Studentka porovnala celkem
4 izolaéni kity, kazdy na 5Sti vzorcich a pro dalsi analyzu pouzila ten Kit, ktery se u téchto 20ti izolaci
jevil jako nejvice vhodny. Myslim, ze mohla uvést konkrétni pocet izolaci z FFPE vzorku (pokud jich
bylo vice nez 39) nasledné pouzitych pro sekvenaci. Tento fakt se v praci nikde nevyskytuje a dale napf.
v pfiloze mohla uvést skute¢né koncentrace DNA izolované z FFPE vzorki. V podstaté jedinym
zavérem je, ze pro dalsi analyzu byly pouzity vzorky s koncentraci < 2 ng/ul, coz je dle mého nazoru
extrémné malé mnozZstvi, pfi¢emz z grafu na obr. 3 vyplyva, Ze bylo izolovano i témét 180 ng/ul.
Optimalizace PCR je popsana velmi struéné. Vypada to tedy jako, ze vlastni PCR reakce nemusela byt
optimalizovéana, optimalizovan byl pouze vybér primerti pro naslednou nested PCR. Problémy, které
autorka popisuje pii Sangerové sekvenovani produktu, ziskanych pomoci nested-PCR, jsou zcela
predvidatelné. Rozhodné¢ bych nedoporucovala vtomto ptipadé porovnavat metody Sagerova
sekvenovani s NGS. Pfimo v ivodu prace je spravné napsano, ze pro klinickou diagnostiku se ITS
region vyuziva jako univerzalni marker a nasledn¢ je nutné pouzit specifické primery cilené na konkrétni
fungalni rod.

S nékterymi tvrzenimi autorky v diskusi nemohu zcela souhlasit napt. na str. 35 je popisovano poskozeni
DNA pouzitim formalinu pfi FFPE fixaci, coz je spravné. To ale autorka komentuje takto: ,,Jelikoz ale
tento fakt nevadi pri onkologickeé diagnostice, kde se prokazuji bodové mutace, tak ve fungdini
diagnostice je tento fakt znacné zanedbatelny*. Mohu tedy garantovat, Zze poSkozené vzorky z FFPE
fixace, anebo UV zafenim, popf. jinym zptisobem, jsou velmi Casto nehodnotitelné a je nutné zadat nové
odbéry apod. Déle tvrzeni, ze z parafinovych vzorkl lze ziskat dostate¢né kvalitni DNA pro PCR a
sekvenacni analyzy, je v pripadé diagnostiky také dosti odvazné. Prosim tedy o reakci studentky v ramci
prezentace popt. diskuze.

Nejsem si jista, zda pouzité kazuistiky byly vybrany vhodné. Ani jedna z nich nepopisuje pacienta
se studovanym zanétlivym stfevnim onemocnénim a nespecifikuje zde konkrétni metodu (PCR,
sekvnace, NGS), ktera nakonec odhalila houbového patogena.



Posledni stanoveny cil vybudovani interaktivni databaze fungalnich patogenti ve vztahu ke klinické
diagndze pacienta se mi jevi jako nemozny vzhledem k poétu zpracovanych vzorkd, ale k tomu se miize
studentka vyjadtit osobné.

Z metodické casti diplomové prace je jasné vidét, Ze studentka zvladla zakladni metody molekularni
biologie jako je PCR a jeji optimalizace véetné Sangerova sekvenovani a osvojila si také metodu NGS
pro pouziti v klinické diagnostice, coz urcité vyuzije i v budoucnosti. Dokazala vystupy prace zhodnotit
i kdyZz ne zcela vhodnym statisticky zpracovanim. Distribuce dat na obr. 9 zcela neodpovida normalnimu
rozdé€leni. V piipad¢, Ze data nemaji normalni rozd€leni nelze pouZzit parametricky test (ANOVA).
Otazkou zlstava, pro¢ nebyla data normalizovana. Statistické hodnoceni je shrnuto do jediné véty na
str. 27. V tomto piipadé by bylo vhodné testovat interakci vysvétlujicich proménnych a tedy fungalniho
odd¢leni a diagndzy. Pro toto 1ze napt. pouzit permutacni test (se split-plot designem). Pouziti grafii pro
porovnani poc¢tu readtl pro jednotlivé fungalni rody a diagndzu neni také zcela vhodné. Pocty readd maji
kumulativni charakter a poéty vzorku, ve kterych byly zastoupeny tento charakter nemaji. Je tak velmi
obtizné zhodnotit skute¢né zastoupeni jednotlivych rodl u kazdého vzorku.

Piedlozena prace predstavuje zajimavy pilotni projekt a po upraveni statistického hodnoceni dat a
zhodnoceni vétsiho pocétu vzorkt bude jisté vhodna pro publikovani. Podobné prace se zabyvaji spise
vySetfenim stolice a mikrobiomu souc¢asné s mykobiomem, coz je patrné z diskuse. Osobné si nemyslim,
ze material ziskany z FFPE vzorkd je pfili§ vhodny pro tento typ analyzy a to z divodu obtizné izolace
DNA, jejiz kvalita a kvantita mize byt zna¢n¢ ovlivnéna mnoha faktory. Ov§em nasla jsem jednu zcela
recentni praci z roku 2020, kde se také zabyvali diagnostikou mykobiomu z FFPE vzorkd, jedna se o
praci korejskych autort Lee a kol. (Mycobiome analysis in fungal Infected formalin-fixed and paraffin-
embedded tissues for identification of pathogenic fungi: A pilot study) a doporucuji ji k prostudovani.

Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim velmi dobfre.
Otazky oponenta:

1. Proc¢ byly pro analyzu pouzity FFPE vzorky a ne napt. vzorky stolice? Mate informace o staii
FFPE vzorki a jejich celkové kvalité, které by mohlo ovlivnit nasledné i kvalitu izolované
DNA?

2. Jak probihalo zkouSeni izola¢nich kitli, byl jeden vzorek rozdélen napt. na 4 Casti a pak byla
kazda izolovéna jinym kitem? Bylo pak sekvenovano vSech 20 izolata?

3. Jak jste rozliSila, Ze v izolatu DNA je neni vice zastoupena jind napf. lidskd DNA na ukor
fungalni DNA? Testovala jste pivod DNA ve vzorcich naslednou sekvenaci NGS nebo
Sangerovym sekvenovanim a kolikrat?

4. Kolik readt bylo skute¢né provedeno? V celé praci se uvadi pouze procenta readu pro jednotlivé

patogeny?

Prosim, vysvétlete volbu grafii a zkuste je nahradit pro prezentaci vhodnéjsimi.

Jak si vysvétlujete ptitomnost lisejniku Toninia physaroides a rodu Ramularia ve stievé?

Pro¢ si myslite, ze gen CO1 je pro diagnostiku nevhodny, kdyz se pouziva pro tzv. barcoding?

Ovétovala jste data ziskana z NGS zpétné Sangerovym sekvenovanim?

Lze rozlisit mykobiom skute¢né osidlujici stfevo od mykobiomu, ktery je pfitomen v neaktivni

formé& a pochazi napf. z potravy i v tomto typu vzorka?

10. Nemohou byt kone¢né pocty readti ovlivnény pritomnosti tandemovych repetic v eukaryotnim
RNA operénu?

11. Nemiize byt biopsie zatizena chybou vybéru oblasti napt. stieva, ze které je odebirana? Je
mozné, ze sousedni tkan muize vykazovat zcela jiné slozeni mykobiomu? Napada vas jiny
material, ktery by byl pro analyzu mykobiomu optimalni?
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