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Predhovor

Prave sa Vam dostala do ruky kniha, ktora nie je klasickou uc¢ebnicou, ale predpoklada, ze uz
mate zvladnuté zakladné témy z biologie a genetiky. UCebnica je urCend nielen pre Studentov
PhD. stadia na lekarskych a prirodovedeckych fakultach, ale aj pre Studentov mediciny
a lekarov. Je sprievodcom pre zdravotnickych profesiondlov a zvedavé mysle. Umozni ndm
spolo¢ne objavovat’ vzrusujicu oblast’, kde sa stretava genetika a medicina za ucelom zlepsit’
zdravotné vysledky a priniest’ novy Standard v starostlivosti o pacientov.

Nasou snahou je priblizit’ ¢itatelom inovativne uspechy v lekarskej bioldgii a klinicke;j
genetike, pretoze v sti¢asnosti stojime na prahu novej éry. Vstupujeme do obdobia geneticke;j
revolicie, ktorda ma potencial preformovat’ medicinsku prax sposobmi, o ktorych sme este
nedavno nesnivali. Jadrom st moderné molekularne genetické metody, prelomové nastroje a
techniky, ktoré ndm umoziuju desifrovat’ a upravovat’ zlozity geneticky kod, definujuci zivot
na nasej planéte. Celé storoCia sa medicina opierala o pozorovanie, priznaky, skiisenosti a
obmedzené pochopenie genetickych faktorov, ktoré ovplyviuji zdravie a choroby. Moderné
molekularne genetické metddy vSak prepisuji dejiny zdravotnej starostlivosti.

Dnes sa pomocou najmodernejSich technik sekvenovania novej genericie, génovej
terapie prostrednictvom CRISPR-Cas9 atkanivového inzinierstva dostavame do éry
personalizovaného zdravotnictva, kde sa postupy diagnostiky a liecby efektivne a vel'mi presne
prisposobuju jedinecnej genetickej vybave kazdého pacienta. Tato kniha zavedie Citatel'a
na putavu cestu molekuldrneho sveta, otvori mu okno do preventivnej a personalizovanej
mediciny a odhali mu objavy, inovdcie, technolédgie, spdsoby, vyhody, limitacie, ale aj etické
aspekty, ktoré vznikli v dosledku spominanej genetickej revolucie. PoteSujicou spravou je, Ze

metddy spominané v tejto knihe, si v rdznej miere uz dnes stucast’ou klinickej praxe.

Vanda Repiska



1 Sekvenovanie nukleovych kyselin

(Petra Pris¢akova, Vanda Repiska)

Nukleotidy su zakladné stavebné jednotky nukleovych kyselin. Nukleotid je zlozeny
z dusikatej bazy, cukornatej zlozky (rib6za/deoxyribdza) a zvySku po kyseline fosforecne;.
Sekvenovanie DNA v principe znamend urCenie poradia dusikatych baz. Dusikaté bazy
spolutvoriace vlakna DNA st adenin (d’alej len A) a guanin (d’alej len G), ktoré st purinového
typu, cytozin (d’alej len C) a tymin (d’alej len T) pyrimidinového. Tymin je v ribonukleove;j
kyseline (RNA) nahradeny uracilom (dalej len U). Dusikaté bazy sa paruji na zaklade
principov komplementarity — tvorby vodikovej vdzby medzi purinovou bazou na jednom vldkne
a pyrimidinovou bazou na protilahlom vldkne v dvojzavitnici DNA. Zanormalnych
podmienok sa C paruje s G, T s A. Zarovenl je molekula stabilizovand pdsobenim van der
Waalsovych sil medzi susednymi dusikatymi bazami.

Strukturu dvojzavitnice DNA prvykrat opisali uZ v roku 1953 Francis Crick a James
D. Watson. Je zaujimavé, ze preSlo 15 rokov medzi objavom S$truktiry DNA a prvymi
experimentalnymi pokusmi o determinaciu poradia dusikatych baz v nukleovych kyselinach.
Ako prva bola sekvenovand transferova RNA pochadzajica z kvasinky vroku 1965.
Pre transferové RNA plati, ze su relativne kratke a daji sa medzi sebou odlisit, kedze
Specificky na seba viaZzu urCiti aminokyselinu. Naroénym opakovanym porovnavanim
Stiepnych fragmentov vzniknutych G¢inkom ribonukledz, sa Holleymu podarilo determinovat’
nukleotidovu sekvenciu tRNA pre alanin.
Prvym vyznamnym krokom k sekvenovaniu DNA bolo objavenie restrikénych endonukledz
typu II a ich schopnost’ rozpoznavat Specifické sekvencie na nukleovej kyseline a Stiepit’ ju.
Prvy vyvinuty efektivnej$i sposob sekvenovania DNA, niesol pomenovanie -Plus minus
metoda”. Tuto metddu v roku 1975 opisal Sanger a Coulson a pomocou nej sekvenovali prvy
kompletny génom — bakteriofaga ®X174.

Tato metoda vSak nebola vel'mi efektivna, a preto ju rychlo nahradili nové techniky
vyvinuté v nasledujicich rokoch, konkrétne metdéda podla Maxama-Gilberta a neskor

Sangera. Suhrnne by sa dali charakterizovat’ spolo¢nymi vlastnost’ami:

e vytvorenie suboru fragmentov roznych dizok, ktoré vietky majii rovnaky spoloény
zaCiatok (rovnaky nukleotid), na druhom konci su zakoncené vo vsetkych moznych

poziciach, spolo¢ny zaciatok je 5" koniec sekvena¢ného primeru,



e 3’koniec sekvena¢ného primeru obsahuje volni hydroxylovu skupinu —OH, ktora
umoziuje DNA-polymeraze inkorporovat’ d’alSie nukleotidy,
e vzniknuté fragmenty sa separuju na zaklade svojej dizky pomocou elektroforézy
v polyakrylamidovom géli.
Maxam-Gilbert metéda vyuziva Stiepenie retazcovn  DNA po opracovani cinidlami
v Specifickych miestach a Sangerova metoda pracuje na principe inkorporacie terminatorov

polymerizacie.

1.1 Prva generacia sekvenovania

1.1.1 Maxam-Gilbertova chemicka metdéda sekvenovania

Allan Maxam a Walter Gilbert vrokoch 1976 az 1977 vypracovali novy pristup
k sekvenovaniu. Hoci bol publikovany dva roky po Sangerovej Plus minus metode, rychlo sa
stal popularnejSim.

Pri tejto metdde boli sekvenované fragmenty raddioaktivne znac¢ené na 5” konci molekuly
radioaktivnym fosforom 3?P. Neskor sa zacalo pouzivat fluorescenéné znacenie.
Podstatou tohto pristupu je chemicky atak na DNA fragmenty prebiehajuci v nasledovnych
krokoch:

¢ modifikacia baz Specifickymi ¢inidlami (napr. dimetylsulfat, hydrazin),

e odstranenie modifikovanych bdz zich cukornatych zloziek nukleotidu a

rozstiepenie DNA vldkna v modifikovanom mieste pdsobenim piperidinu.

Podmienky reakcie (napr. koncentracia modifikanych cinidiel) zabezpecia, Ze kazda
molekula je modifikovana len na jednom mieste. Ziskané fragmenty sa delia elektroforézou
v polyakrylamidovych géloch v denatura¢nych podmienkach. Elektroforéza prebieha v Styroch
drahach, pretoze pre analyzu fragmentov je nutné ich separovat’ oddelene, vzhl'adom na pouzité
¢inidla (Obrazok 1.1).

Tato metdda povodne umoziovala Citanie nukleotidovej sekvencie dlhej 200 — 300
nukleotidov, v dnesnej dobe po modifikaciach postupu az 500 bp. Kvoli svojej pracnosti (nie je
mozna paralelizacia), asovej naro&nosti, nizkej $pecificite a nepostatujiicim dizkam ¢&itani, sa
uz v sucasnosti takmer nepouziva. Rozdiel pri tomto postupe voci Sangerovmu je, ze sa

sekvenuje originalny DNA fragment, nie jeho enzymaticka kopia.
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Obrazok 1.1 Princip Maxam-Gilbertovej metédy sekvenovania

1.1.2 Sangerova enzymaticka metoda sekvenovania

Enzymaticky pristup vypracovany Frederickom Sangerom dominoval takmer dve dekady
v oblasti sekvenovania. V porovnani s Maxam-Gilbertovou metoédou, je Sangerova metdda
ucinnejsia a pouziva menej toxické chemikalie. V roku 1987 bola firmou Applied Biosystems
zavedena automatizovana Sangerova metdda, ktord sa povaZuje za sekvenacnll technologiu
1. generacie (angl. first generation technology) a umoznila realizaciu projektu sekvenacie
Pudského genému (viac o Projekte v kapitole 3).

Enzymatickd metdéda sekvenovania je zalozend na syntéze nového retazca DNA
pomocou DNA polymerazy ana inkorporacii inhibitora polymerizacie, najcCastejSie
2’3’ - dideoxinukleozidtrifosfatu (ddNTP). Takéto modifikované nukleotidy sa mozu zaradit’
do novovznikajtiiceho vldkna DNA na zaklade parovania baz, ale nemaji vol'nit —OH skupinu
na 3’konci. DNA-polymeréaza nie je schopné inkorporovat’ do ret'azca nasledujuci nukleotid

za uz za€lenenym ddNTP, pretoZe nie je mozné vytvorit’ fosfodiesterova vézbu.



V reakcii je udrzovany pomer dXTP:ddXT?! priblizne 100:1, takze pravdepodobnost
ukoncenia vznikajiceho retazca v danej pozicii (X) je 1/100. Vzniknuté fragmenty DNA st
denaturaciou uvol'nené z templatového vlakna, nasledne sa separuja elektroforézou v polyméri.
Povodny postup vyzadoval priebeh sekvenovania v Styroch samostatnych reakciach, teda
v kazdej reakcii jeden typ ddNTP, ktoré sa nandSali samostatne do Styroch drah/kapilar
v elektroforéze. Pri tomto povodnom postupe je kazdy termindtor oznaceny rovnako — najprv
radioaktivne (detekcia radiografiou), neskor sa zacalo pouzivat fluorescenéné znacenie
(v sti¢asnosti napr. BigDye terminator?). Zvysenie citlivosti procesu bolo dosiahnuté metodou
PCR sekvenovania, v ktorej sa (podobne ako pri PCR) opakuju cykly denaturacie templatove;j
DNA, anelacie primeru a syntézy komplementarneho DNA vlakna v pritomnosti terminatorov
ddNTP.

Automatické analyzatory Sangerovho sekvenovania si zalozené na principe
elektroforézy v tenkych kapilarach s akrylamidovym polymérom®. Zaroveni pouzitie inej
fluorescencnej znacky pre kazdé ddNTP umoznilo spojit’ Styri, pred tym oddelené reakcie,
do jednej. Farbiva absorbuju uréiti vinovii dizku svetelného Ziarenia, dochadza k ich excitacii
(posobenim laserov) a nasledne emituju Ziarenie v inej $pecifickej vinovej dizke. Emisné
ziarenie je zachytené CCD (charge-coupled device) kamerou a softvérovo spracované
do elektroforetogramu (Obrazok 1.2). Separacia fragmentov kapilarnou elektroforézou
v linearnych polyméroch umoznila dosiahnut ¢&itanie nukleotidovej sekvencie o dizke
500 — 1200 nukleotidov v ramci jedného pracovného cyklu (v porovnani s metédou Maxam-
Gilbert s kapacitou 200 — 300 nukleotidov). Automaticka verzia Sangerovho sekvenovania
dosiahla svoje technické hranice/moZnosti koncom ukoncenia projektu sekvenovania l'udského
gendmu v 2001. Pouzitie tejto metddy pre rutinné celogendémové sekvenovanie nie je

z ekonomického a ¢asového hladiska efektivne. Dve najpouZivanejSie stratégie sekvenovania

1 X predstavuje jednu zo Styroch dusikatych baz — A/G/C/T.

2 BigDye Terminator (BDT) je fluorescenéne znaceny terminator vyrabany Applied Biosystems. Tieto terminatory
st optimalizované pre vacsinu DNA sekvenacnych aplikacii. BDT v1.1 je navrhnuty na sekvenovanie kratsich
usekov a je vhodnejsi pre spravne urcenie identity nukleotidov v blizkosti sekvena¢ného primeru. BDT v3.1 je
vhodne;jsi pri sekvenovani dlh$ich fragmentov a pri de novo sekvenovani.

3V stéasnosti st komeréne dostupné viaceré polyméry (POP), ktorych presné zloZenie zavisi od aplikacie. POP - 4
je vhodny pre sekvenovanie produktov menSich ako 400 bp, POP-6 Casto pouzivany v kombinacii s BigDye
Terminator v1.1 pre sekvenovanie kratkych produktov a na spravnu identifikaciu nukleotidov v bezprostrednej

blizkosti sekvena&nych primerov. POP-7 pre sekvenovanie produktov az do dizky 1000 bp.



dlhsich DNA fragmentov a celych genomov zaloZené na Sangerovom sekvenovani su shotgun

sekvenovanie a primer walking.

@ Anelacia primerov a extenzia vlakna @ Naviazanie ddNTP a terminacia polymerizacie
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Obrazok 1.2 Sangerova metéda sekvenovania a Struktira dNTP a ddNTP (ANTP — deoxynukleotid,
ddNTP — dideoxynukleotid) (Pris¢dkova, vytvorené v Biorender.com)

Platformy od Applied Biosystems sa liSia v kapacitach. Variruju od Stvorkapilarovych
(SeqStudio Genetic Analyzer), k 8 — 24 (3500 Series Genetic Analyzer), az 48 — 96 kapilarovym
(3700 Series Genetic Analyzer). Vietky tieto genetické analyzatory generuji &itania o dizke

600 — 1000 bp. Takisto aj iny vyrobcovia prisli na trh s analyzatormi vyuZivajicimi Sangerovo
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sekvenovanie, ako Licor, Amersham, MilliGen, Perkin Elmer a Dupont, av§ak v sti¢asnosti uz
nie su podporované. Sice je Sangerovo sekvenovanie financne naro¢né a neefektivne
na celogenémovej Urovni, stale je to nosnd metoda s najniz§ou mierou chybovosti, validacie
variantov identifikovanych metoédami masivneho paralelného sekvenovania, hlavne v klinickej

diagnostike.

1.2 Pristupy k sekvenovaniu

1.2.1 Shotgun sekvenovanie

Shotgun sekvenovanie bolo najprv pouzivané pri sekvenovani len malych genémov
(cca. 4 — 7 kb), a to uz v roku 1979. Predpokladalo sa vSak, Ze nie je vhodna pre vicsie gendmy
s vel'kostou niekol’ko megabdz a viac. Napriek tomu bola pouZzitd na sekvenovanie gendému
baktérie Haemophilus influenzae (1995) ¢i Drosophila melanogaster (2000), dokonca pomocou
nej Craig Venter sekvenoval 'udsky genom. Shotgun sekvenovanie je ndhodny pristup. Cely
gendm je fragmentovany ndhodne na useky dlhé asi 2 — 3 kilobaz. Mozné sposoby fragmentacie
zahffiaju napr. sonikéciu (pomocou vysokofrekvenénych vin) & enzymatické posobenie.
Kazdy z fragmentov je klonovany do plazmidovych vektorov, vytvori sa DNA kniZnica,
kde sa mdze klonovanad DNA replikovat’ spolu s vektorom a samostatne sekvenovat’. Ked’ze je
genom nahodne fragmentovany, vznikaju tzv. pre¢nievania medzi fragmentmi, teda na r6znych
fragmentoch sa nachadzaju Casti jednej sekvencie. Na zéklade nich sa neskor spitne posklada
(angl. assembly) cely gendom. Vic€Sinou sa pouziva metdda, ktorou sa sekvenuje klonovany
fragment z obidvoch koncov (angl. pair-end). Pri tomto pristupe vSak vznikaji aj medzery, teda
Casti, ktoré nie st sekvenované. Tieto medzery vznikaji v dosledku ndhodnosti tohto postupu
(niektor¢ Casti gendmu sa nemusia vobec vyskytnat’ v kniznici). Mieru ich vyskytu ovplyviiuje
aj komplexita genému, najma vyskyt repetitivnych sekvencii. Medzery mozu byt vyplnené
pomocou inych metod, ako je napriklad primer walking alebo sa vytvori d’alSia kniznica, kde
sa tentokrat pripravuju vicsie inzerty o vel'kosti aj 5 — 10 kb, ktoré sa vkladaju do BAC. Takto

ziskané sekvencie sltizia ako mosty cez medzery.

1.2.2 Primer walking

Neznamy usek DNA, ktorého sekvencia sa zist'uje, je vkladany do vektoru. Primer je navrhnuty
tak, aby bol komplementirny k vektoru a orientovany 3’koncom smerom k inzertu.
Sekvenovanie postupuje smerom k inzertu, teda v smere od 5" k 3" koncu. Takymto sposobom
sa zisti poradie nukleotidov v €asti sekvencie skimaného fragmentu a je navrhnuty novy primer

komplementarny k novosekvenovanému useku. Opakovanim tychto krokov sa sekvenuje cely



fragment. Tato stratégia je oznacovana aj ako priamy pristup a mdze sa pouzit' na vyplnenie
medzier vzniknutych shotgun sekvenovanim. Primer walking umoziuje sekvenovat dlhSie

useky DNA, nez jedna sekvencna reakcia a povazuje sa za priamy sekvenacny pristup .

1.3 Ako vyhodnotit’ elektroforetogram?

Elektroforetogram predstavuje fluorescencne znacené fragmenty, ktoré su elektroforeticky
separované v kapilarach. Fluorescencia je zachytena na konci kapilary a intenzita zachyteného
signalu sa vynesie na y-ovu os elektroforetogramu. Na osi X mdze byt vnimana ako ¢asova os,
teda v akom cCase dany fragment presiel koncom kapilary. V elektroforetograme je priamo
mozné rozpoznat' ¢i v sekvencii doslo k substitucii, delécii alebo inzercii (Obrazok 1.3).
Elektroforetogram je c¢asto vo formate abl a v textovom subore obsahujicom
sekvenciu. Abl format okrem identity baz obsahuje aj informdcie o kvalite danej sekvencne;j

reakcie a s akou pravdepodobnost’ou je identita bazy stanovena spravne.

b)

a)CGGCf\TCGTATG/\G CGG6CATCATATGAG

T T T T
110 120 110 120

d)

C)CGGCATCKTATGAG CGG6CATCKTATSGASG

11‘0 ’Iéﬂ 110 120
el ceccaTCcG 6 TATGAG |[AfcececcaTcecTAaATo GAGT C

% c 66 CATCKWWEKRTE RGC

110 120

Obrazok 1.3 Elektroforetogramy réznych sekvencii: a) sekvencia divokého typu, b) homozygotna
substitticia v pozicii 118, ¢) d) mozné prejavy heterozygotnej subsitucie v pozicii 118, e) homozygotna
inzercia G v pozicii 119, f) homozygotna delécia G v pozicii 118, g) heterozygotna delécia G v pozicii
118 (Priscakova, vytvorené v Biorender.com).
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Spol’ahlivost’ urcenia identity baz sa da posudit’ na zaklade tzv. hodnoty kvality (QV —
Quality Value), resp. skore Phred kvality (Q — Phred quality score), pricom QV je logaritmicky
zavislé od pravdepodobnosti chyby urCenia identity bazy (angl. base-calling). Teda ak QV =
20, pravdepodobnost’ chyby je 0,01; teda 1 %*. Kvalitu celého &itania vieme vyhodnotit’ ako
priemerné hodnoty QV pre vsetky piky, pricom priemernd hodnota nad 40 sa povazuje za znak

kvalitného citania (tabul’ka 1.1).

Tabul’ka 1.1 Hodnoty skore kvality

hodnota kvality pravdepodobnost’ chyby | presnost’
10 1z10 90 %

20 120100 99 %

30 121000 99,9 %

40 1210000 99,99 %
50 1 zo0 100 000 99,999 %
60 1z1 000 000 99,9999 %

Identitu prvych 20 — 40 nukleotidov v elektroforetograme nie je mozné spol'ahlivo urcit,
nakolko vel'mi kratke sekvena¢né produkty nemigruji pocas elektroforézy konstantne.
Dokonca aj fragmenty ligiace sa dizkou mézu migrovat’ v polyméri rovnakou rychlostou
(Obréazok 1.4a). Z tohto dovodu sa odporuca navrhnit’ primery vo vzdialenosti 60 — 100 bp
od regionu zaujmu. Takisto si treba uvedomit’, Ze sekvencia primeru sa v elektroforetograme
nenachéadza, ked’ze primery nie st fluorescen¢ne znacené. Vacsina sekvenacnych protokolov je
optimalizovanych na poskytnutie najlepSieho rozliSenia v rozmedzi 100 az 500 baz. V tomto
rozmedzi by mali byt piky jasne rozliSiteIné a urCenie identity bazy je najspolahlivejSie
(Obrazok 1.4b). Taq polymeraza, ktora sa pouziva v sekvenac¢nej reakcii pridava na koniec
linearneho templatu netemplatové A. Po tomto A dochadza k dramatickému poklesu intenzity
signalu (Obrazok 1.4c).

Siroké piky C aT, dye blobs (DB) sa objavujii okolo 80. bazy. Tieto aberancie
predstavuju zhluky neinkorporovanych terminatorov, ktoré neboli pre€istenim po sekvenacnej
reakcii odstrdnené. Tieto artefakty sa vo zvySene] miere objavuju pri neefektivnych
sekvenacnych reakcidch prejavujucich sa aj nizkym pomerom medzi signdlom a Sumom

(signal-to-noise ratio). Pri manudlnom prejdeni elektroforetogramu je vSak mozné urcit

4QV = - 10 x log (pravdepodobnost’ chyby), teda pravdepodobnost’ chyby = 10-V/10



identitu baz prekrytych DB. Pre analyzy regionov zaujmu je odporucané navrhnit primer

vo vzdialenosti asponi 100 bp od tychto artefaktov (Obrazok 1.4d).

a) b)

19) d)

Obrazok 1.4 Priklady Specifickych ¢asti elektroforetogramu. a) Identitu prvych 20 — 40 nukleotidov
v elektroforetograme nie je mozné spolahlivo ur€it. Vyplyva to z toho, ze velmi kratke sekvenacné
produkty nemigruju pocas elektroforézy konstantnem, a aj fragmenty lisiace sa dizkou mézu migrovat’
v polyméri rovnakou rychlost'ou. b) Jasne rozlisiteI'né piky so spolahlivym uréenim identity bazy (base-
calling). c) Taq polymeraza, ktora sa pouziva v sekvenacnej reakcii pridava na koniec linearneho
templatu netemplatové A. Po tomto A dochadza k dramatickému poklesu intenzity signalu. d) Dye blobs
(DB), teda Siroké piky C a T sa objavuju okolo 80. bazy. Tieto aberancie predstavuji zhluky
neikorporovanych terminatorov, ktoré neboli preCistenim po sekvenacnej reakcii odstranené.
Pri manuélnom prejdeni elektroforetogramu je vS§ak mozné urcit’ identitu baz prekrytych DB.

1.4 Masivne paralelné sekvenovanie

Pojem metédy masivneho paralelného sekvenovania (angl. next-generation sequencing
(NGS)) sa pouziva pri pomenovani novS§ich metdd sekvenovania. Tieto metddy predstavuja
rézne kombinécie stratégii pripravy templatov, sekvenovania, zobrazovania, tzv. poskladania
(angl. assembly) Citani (angl. reads) do kontingov, alebo zarovnania (angl. alignment) &itani
podrla referencného gendmu. NGS mozeme rozdelit’ na druhuq, tretiu a Stvrti generaciu.

Pre tieto technologie je charakteristicke, Zze umoznuju simultdnne sekvenovat’ milion az
stovky milionov sekvencii, pricom nie je potrebna fyzickd separdcia produktov napr.
elektroforézou, ako pri starSich metddach spomenutych v uvode kapitoly. Produktom st ¢itania,
ktorych dizka zavisi od pouzitej metody. Pri druhej generacii st &itania s dizkou 35 — 400

v zavislosti od platformy, pri tretej generacii viac ako1 kb az 2 Mb. Citanie vlastne predstavuje



skutoény pocet za sebou nasledujiicich sekvenovanych baz. Ich dizky variruju v spomenutom
rozpiti v zavislosti od pouZitej metody. Pri metodach druhej generacie je dizka ¢itania vyrazne
kratSia nez pri Sangerovej metode, Co je v podstate ich najvicsia limitacia.

Metody sekvenovania su zalozené na rdoznych pristupoch. Daji sa vSak rozdelit
na zaklade metodického pristupu uréovania poradia baz na sekvenovanie zaloZené na syntéze
(SBS, sequencing by synthesis) alebo na hybridizacii/ligacii (SBL/H, sequencing by
ligation/hybridization). SBS metody st zavislé na DNA-polymeraze a patri k nim Sangerovo
sekvenovanie, ale aj pyrosekvenovanie, cyklicka reverzibilna terminécia (CRT), sekvenovanie
na i6novych polovodicoch alebo real-time sekvenovanie. Vsetky sekvencné techniky, napriek
svojim odliSnostiam, prebiehaji v zékladnych krokoch: priprava templatu, sekvenovanie

a zobrazovanie, zarovnavanie alebo gendmové skladanie.

1.5 Sekvenovanie druhej generacie

Metédy druhej generacie nie si schopné sekvenovat’ useky dlhé tisicky baz. Z toho dévodu
pri celogendomovom sekvenovani je podstatnym krokom nahodné rozStiepenie gendému
na fragmenty. Pripravené templaty su zvédcSa amplifikované, pretoze detekéné zariadenia
vacSiny platforiem nie st schopné zachytit’ signal len z jediného templatu — zachytavaju sa
signaly tisicov kopii konkrétneho templétu a vytvara sa konsenzus pre kazda bazu.

Kvalita zloZenia fragmentov gendomu je uzko spojena s pokrytim (angl. coverage)
genému. Hibka pokrytia vyjadruje priemerny podet vyskytu uréitej sekvencie medzi
fragmentmi (Obrazok 1.5). Cim vyssie pokrytie, tym vys§ia pravdepodobnost, Ze sekvencie
budu zastipené rovnomerne a klesd pravdepodobnost, ze niektora zo sekvencii nebude
pritomna vobec. S narastajucim pokrytim suvisi aj zvySujuca sa cena sekvenovania. Inak
povedané, pokrytie je definované ako mnozstvo kratkych ¢itani, ktoré sa navzajom medzi sebou
prekryvaji v ramci Specifickej genomickej oblasti. TakZe tridsatnasobné pokrytie znamena, Ze
kazdy nukleotid tejto Specifickej sekvencie/genomickej oblasti sa nachadza priemerne
v tridsiatich prekryvajlcich sa fragmentoch zo vsetkych, ktoré tvoria sekvenacni kniZnicu.
Sirka pokrytia hovori o tom, aké ast’ analyzovanej sekvencie je pokryta. V praxi je nutné najst’

kompromis medzi dostupnymi finanénymi moZnost'ami a potrebnym pokrytim.



CIELOVY REGION

[ e

S

= I I
=

o I

=

I

3
=

= I

5X 2X 1X_

Sirka pokrytia
Obrazok 1.5 Sekven¢né pokrytie

Samotné poskladanie sekvenovanych usekov je zalozené na rovnakych principoch ako
pri shotgun metéde. Skladanie prebiecha vdaka presahom sekvenovanych fragmentov.
NajcastejSim dovodom vzniku medzier pri sekvenovani su repetitivne oblasti. Kratke ¢itania
nie st schopné zachytit’ unikatnu sekvenciu pril'ahla k repetitivnym oblastiam, ¢o by umoznilo
spravnu lokalizaciu fragmentu v gendéme.

V pripade, Ze pri Studovanom genéme je dostupny referenény geném (to znamena, ze
dany druh alebo blizko pribuzny organizmus uz bol sekvenovany), zarovnavanie ziskanych
fragmentov je menej narocne. Referenny gendém sluzi ako kostra, o ktoru sa da opriet’
pri mapovani jednotlivych fragmentov. Sekvenované DNA useky, ktoré je mozné asociovat
s referen¢nou DNA, a tym sekvenciu ,,umiestnit’”” v gendome, su vo vSeobecnosti nazyvané
mapovatel'né sekvencie.

Jednoznacne najvdcSou devizou metdd NGS je schopnost’ relativne lacno (oproti
predchadzajicim metédam) produkovat enormné mnozstvo dat. Tato moznost vedie
k sekvenovaniam celych gendomov pribuznych druhov, o umoznilo rozvoj rozlahlych
komparativnych a evolu¢nych §tudii, ktoré pred par rokmi boli neredlne. NajrozsirenejSia
aplikacia je resekvenovanie I'udského gendému a zvySovanie trovne nasich vedomosti o vplyve
genetickych odliSnosti na zdravie, ¢i vznik chorob. Produkcia enormnych mnozstiev dat vSak
tiez suvisi so zna¢nou vyzvou pre ukladanie tychto dat a ich analyzu. Pre tieto ulohy su potrebné

pokrocilé bioinformatické néstroje.

1.5.1 Priprava kniZnic
Priprava sekvenacnych kniZnic zahfiia fragmentaciu DNA a adiciu $pecifickych sekvencii

(potrebné pre zachytenie fragmentov — ich imobilizaciu na pevnych povrchoch alebo

pre cirkularizaciu, sekvencie komplementarne k amplifikacnym primerom) (Obrazok 1.6).
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Obrazok 1.6 Priprava sekvenacnej kniZnice a ligacia/adicia Specifickych sekvencii na analyzovany
DNA fragment. CS — sekvencia umoziujica ukotvenie alebo zachytenie analyzovanej sekvencie
(capture sequence) (Pris¢akova, vytvorené v Biorender.com).

Kniznica moze byt sekvenovana z jedného konca (single-ends reads) alebo z oboch
koncov (paired-end reads). Pri pair-end kniznici je fragment znamej dizky sekvenovany
z obidvoch jeho koncov. Ciel'om nie je sekvenovat’ dany fragment cely, doleZité je ziskat’ jeho
koncové sekvencie. Tym padom bude zndme poradie baz dvoch tsekov a zdroven aj ich
vzdjomnu vzdialenost, pretoZe sa pracuje s fragmentom znamej dizky. Tieto dva tdaje
umoznuju efektivnejSie lokalizovat’ sekvencie podl'a referencného genomu. Takato kniznica je
vhodnejsia na identifikaciu Strukturalnych variant, ktoré mozu byt’ dlhsie ako 3 kb. Postup je
vyhodny pri sekvenovani repetitivnych oblasti, s ktorymi je problém pri mapovani
do referencného gendému. Templat je zvyCajne imobilizovany alebo pripojeny k pevnému
povrchu. Tato imobilizacia priestorovo separuje templaty a umoziuje priebeh tisicok az
miliénov sekvenaénych reakcii naraz. Daldim parametrom je ¢&i platforma vyzaduje
amplifikaciu templatu, alebo jej detektory su schopné zachytit' aj jedinecny signdl z jednej
molekuly. Toho st schopné sekvenacné metddy tzv. tretej generacie, ako napr. platformy
od Pacific Biosciences a Oxford Nanopore Technologies. Pri tychto metdodach sa templat
neznasobuje pomocou PCR, ¢im sa redukuje skreslenie vysledkov pripadnymi chybami

pri amplifikaciami.

1.5.2 Amplifikacia templatov

Viécsina zobrazovacich systémov nie je schopna zachytit’ len jedint fluorescencnu udalost,
preto je potrebnd amplifikacia templatov. Templaty st klonalne amplifikované na pevnych
povrchoch. Tisicky kopii jedného templatu zachytené na rovnakom mieste zabezpecia, ze
sekvenacny signal je odliSitelny od pozadia. Masivna paralelizacia umoznuje vytvorenie
miliénov individudlnych reakénych centier, kazdé s vlastnym klondlnym DNA templatom.
Sekvenacné platformy zbieraji informécie z milionov reakénych centier simultanne a paralelne
sa sekvenuju miliony DNA molekul.

Existuje niekol’ko stratégii klonalnej amplifikacie. Prvym krokom je vZdy fragmentécia

templatovej DNA, nésledné ligacia adaptorov potrebnych na amplifikaciu a sekvenovanie.
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Dve najbeznejSie metddy amplifikacie s emulzna PCR (emPCR) a mostikova amplifikacia.

Pri emulznej PCR (Obrazok 1.7a) sa ku fragmentom liguju adaptéry. Adaptéry su
komplementarne k oligonukleotidom na mikrogul’o¢kach (microbeads), co umozni naviazanie
templatovej PCR. Na kazda mikrogul'6¢ku sa zachyti len jeden fragment. Nasledne prebehne
amplifikacia, ktorej vysledkom st miliony kopii pdvodnych fragmentov na kazdej

mikrogul’ocke.
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Obrazok 1.7 Sposoby amplifikidcie templatovej DNA. a) Pri emulznej PCR st k DNA fragmentom
ligované adaptéry. Fragmenty si zachytené v micelach s mikrogul6ckou, ktora je pokryta
komplementarnymi adaptérmi, deoxynukleotidmi (dNTPs), primermi a DNA polymerazou. PCR
prebicha v micele a gul'6¢ka sa pokryje tisickami kopii templatového fragmentu. b) Pri mostikovej
amplifikacii je fragmentovana DNA ligovana k adaptérom, ktor¢é su komplementarne
k oligonukleotidom imobilizovanym na pevnom povrchu. VoI'ny koniec moze interagovat’ s okolitymi
primermi a tvorit mostikova Struktiru. Amplifikuje sa komplementarne vlakno, ktoré je zachytené
o povrch, neprichytené vlakno sa odmyje. ¢) Pri nanogulicky je DNA fragmentovand a su k nej ligované
prvé adaptory. Templat sa amplifikuje, cirkularizuje a Stiepi. To sa opakuje s d’al$imi tromi sadami
adaptérov. Kone¢nym produktom je cirkularny templat so S§tyrmi adaptérmi separovanymi templatovou
DNA. Molekuly st amplifikované mechanizmom valivej kruznice a vytvoria sa
konkateméry — nanoguli¢ky. Nanogulicky st hybridizované na povrch kyvety (upravené podla
Goodwin a spol., 2016).

Mostikova amplifikacia produkuje klastre kopii povodnych fragmentov priamo

na sklenenom podklade. Primery su kovalentne naviazané ku sklu v hustom "travniku". Pomer
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primerov ku templatom urcuje povrchova hustotu klastrov amplikonov. Vysledkom tejto
amplifikacie moéze byt 100 — 200 milidénov priestorovo oddelenych templatovych klastrov
s voI'nymi koncami, ktoré su komplementarne k univerzalnym sekvena¢nym primerom.
Amplifikacia templatu moze prebiehat’ aj v roztoku. DNA je opakovane ligovana,
cikularizovand a Stiepend, ¢o vedie k tvorbe cirkularneho templatu so Styrmi odliSnymi
adaptorovymi regiéonmi. Cirkuldrny templat je namnozeny amplifikdciou valivej kruznice
avytvoria sa miliardy separovanych nanoguli¢iek (angl. nanoballs). Nanogulicky su
distribuované na povrchu sklicka. Priprava kniznice méze vniest’ niekol’ko technickych chyb,
hlavne vyplyvajacich z chybovosti PCR a nedostatkov sekvenacnych chemikalii (napr.

inherentné chyby polymerazy a neefektivnost’ amplifikacie v GC bohatych oblastiach.

1.5.3 Sekvenovanie a zobrazovanie

Vysledkom klonalnej amplifikdcie je populacia identickych templatov, ktoré sa vsetky
sekvenuju. Pozorovany signal je potom konsenzus nukleotidov, ktoré boli pridané na rovnaké
miesto v identickych templatoch v urcitom cykle. Termin urcenie identity bazy (angl. base-
calling) sa pouziva na oznaCenie procesu odvodenia identity bdz na zdklade intenzity
fluorescenéného alebo iného signalu. Software analyzuje data, ktoré zachyti detektor

sekvendtora a predpoveda, aka baza sa nachadza na urcitej pozicii v sekvencii (Franca, 2002).

1.5.4 Sekvenacné pristupy

Sangerovo sekvenovanie ma technické limitacie, preto je vyuzitie tejto metddy primarne
v sekvenovani konkrétnych regionov v analyzovanom géne. NGS metody umoziuju analyzu
vacsich regionov v kratSom c¢ase, ¢o viedlo k vzniku viacerych pristupov. Cielené sekvenaéné
pristupy sa zameriavaju na Specifické regiony v gendome, priCom to mozu byt sekvencie
v ramci jedného alebo viacerych génov (TGS, fargeted gene sequencing). Vacsina klinickych
panelov je zaloZend na analyze genetickych variantov v génoch asociovanych so Specifickymi
fenotypmi. Celoexomové sekvenenovanie (WES — whole exome sequencing) je zacielené
na vSetky regiony v gendme, ktoré koduji proteiny, teda na exony vsetkych génov, €o
predstavuje menej ako 2 % z genomu. Odhaduje sa, ze okolo 85 % dnes znamych chordb
sposobenych genetickymi variantami st v exomoch. Najrozsiahlejsi pristup je celogenémové
sekvenovanie (WGS — whole genome sequencing), kde sa sekvenuji kédujice aj nekddujuce
regiony. Na ziskané WGS data je mozné in silico uplatnit WES a TGS pristupy. Rozvoj

bioinformatickych ndastrojov umoznil analyzy aj nekodujicich regionov v gendme C¢i



transkriptome. Charakterizacia variability nekodujicich regionoch a transkriptomov modze

napomdoct’ objasneniu niektorych ochoreni.

1.5.5 Pyrosekvenovanie (adicia jednotlivych nukleotidov)

Pyrosekvenovanie je neelektroforeticka bioluminescenénd metdda. Pri  inkorporécii
nukleotidov sa uvoliiuje pyrofosfat. Princip spociva v merani intenzity viditeIného svetla, ktoré
sa vyprodukuje enzymatickou premenou pyrofosfatu. Je to teda nefluorescencnd metdda
(Morozova, Marra, 2008). Do reakcie sa postupne pridava len jeden typ nukleotidu, a to
v obmedzenom mnozstve. Ak pridany nukleotid nie je komplementarny k nukleotidu, ktory ma
byt sekvenovany, DNA-polymeraza ho neinkorporuje a polymerizécia sa zastavi, kym nie je

dodany komplementarny nukleotid (Obrazok 1.8).
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Obrazok 1.8 Princip pyrosekvenovania vyuZivany Roche 454. dNTP — deoxynukleozidtrifosfat, PPi
— pyrofosfat, AMP — adenozinmonofosfat, dCTP — deoxycytozintrifosfat, ATP — adenozintrifosfat,
(Prisc¢akova, vytvorené v Biorender.com)

Podobnost’ so Sangerovym sekvenovanim je v pouzivani jednovlaknovej DNA ako
templatu pre sekvena¢né primery. Inkorporacia nukleotidov do predlzujuceho sa retazca
prebieha bez termindcie, polymerizacia sa len pozastavi.

Prvym krokom v celom postupe je denaturacia DNA, ktora ma byt sekvenovana.

Jednovlaknova DNA je pripojena ku mikrogul'6¢ke. Reakénd zmes obsahuje primery, DNA
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polymerazu, d’alSie enzymy (sulforyldza, luciferaza, apyraza). Tato Startovacia zmes vSak
neobsahuje dNTP, tie st postupne pridavané pocas sekvenacnej reakcie. Po kazdom cykle
inkorporacie sa nezaradené nukleotidy odmyvaja. V prebiehajucej reakcii, je vzdy pritomny len
jeden typ nukleotidu. Tieto cykly priddvania a odmyvania ANTP sa neustale opakuju.

Inkorporacia nukleotidu je sprevadzana uvol'nenim pyrofosfatu. Uvol'nené mnozstvo je
equimolarne k po¢tu zabudovanych nukleotidov. Nasleduje enzymaticka kaskada, v ktorej
enzym sulforyldza v pritomnosti AMP (adenozinmonosulfat) modifikuje PPi (anorganicky
pyrofosfat) na ATP (adenozintrifosfat). Naslednym posobenim luciferazy sa ATP konvertuje na
viditel'né svetlo a ADP (adenozindifosfat), luciferin na oxyluciferin. Uvolnené svetlo
z enzymatickej reakcie je zaznamenané pyrosekvenatorom vo forme elektroforetogramu, ktory
kore$ponduje s poradim nukleotidov v sekvencii nasho zaujmu.

Hlavnym nedostatkom pyrosekvenovania je strata priamej imernosti medzi mnozstvom
emitovanych foténov a poctom inkorporacii rovnakého nukleotidu (homopolymerické useky).
K nepriamej umere dochadza pri sekvenciach, kde za sebou nasleduje viac ako pat’ rovnakych
nukleotidov. Preto je problematické v homopolymerickych sekvencidch ur€it’ presny pocet
za sebou idacich rovnakych nukleotidov. V tychto oblastiach takisto dochadza aj
k nedostatocnej inkorporacii nukleotidov, prave kvoli ich obmedzenému mnozstvu,
pridavaného v jednotlivych krokoch. T4to metoda je vhodnejSia skor pri znamych SNP, ako na

ich de novo identifikaciu.

454 sekvenator genomu

Prva komer¢ne dostupna platforma bola predstavena na trhu v roku 2004 ako 454 Genome
Sequencer od Roche a prave pomocou nej bol sekvenovany druhy kompletny 'udsky genom,
konkrétne geném Jamesa D. Watsona vroku 2008. Technologia samotného postupu
sekvenovania je derivovana zo spojenia emulznej PCR na streptavidinovych mikroguldckach a
pyrosekvenovania (metoda sequencing-by-synthesis). Princip pyrosekvenovania prvykrat
opisal Nyrén a neskor bol postup este vylepSeny vd’aka Ronaghlimu.

DNA, ktora bude sekvenovana sa fragmentuje a na konci fragmentov sa liguji adaptéry
(A na jeden koniec, B na druhy koniec fragmentu). Adaptéry st komplementirne
k sekvenaénym primerom. Adaptér B obsahuje na 5’konci biotinova znacku, ktora tiez
umoziuje naviazanie fragmentov na spominané streptavidinové mikrogul’6¢ky (Obrazok 1.7).
Cielom tohto kroku je naviazanie prave jedné¢ho fragmentu DNA na mikrogul’6¢ku.
Mikrogul'6¢ky s naviazanymi templatmi sa nachadzaji v emulzii typu voda-v-oleji spolu s PCR

komponentami. Micely v emulzii vytvaraji mikroreaktory a prave v nich prebieha klonalna



amplifikacia. Po jej ukonCeni sa micely narusia a monoklonalne mikrogul'6¢ky sa uvolnia.
Nasledne st vSetky mikrogul'6¢ky transportované do prietokovej kyvety. Adaptéry su tiez
Specifické tym, ze sa na 3’konci konc¢ia kombinaciou nukleotidov TCAG, ktoré uz nepatria
k sekvenacnému primeru. Toto poradie baz koreSponduje s postupnym tokom nukleotidov
pri sekvenovani a umoznuje kalibraciu detekéného programu.

Pyrosekvenovanie prebieha v reakcnej platnicke, v tomto pripade nesticej pomenovanie
picotiter plate (PTP). Je tvorend fuzovanymi kremicitymi kapilarami. V PTP sa nachadzaju
jamky (angl. wells), ¢o su vlastne reakéné¢ mikroreaktory. Steny tychto mikroreaktorov su
pokovované, ¢o umoziuje lepSie vedenie emitovaného signalu pocas reakcie. Na kazdom PTP
sa nachadza priemerne 1,7 miliéna (pri modely Roche GS FLX) hexagonalnych jamiek (Speers,
Hyman), kazda s priemerom 40 — 44 um v najsirSej Casti. Tento rozmer je priblizne 1,5 krat
vacsi ako velkost” mikrogul'dcky, takze do priestoru mikroreaktora sa zmesti prave jedna.
Zvysny priestor je zaplneny tzv. sprievodnymi a enzymovymi mikrogul'6ckami, ktoré st
nevyhnutné pre priebeh pyrosekvenovania. PTP teda funguje ako prietokova kyveta, do ktorej
pritekd reak¢na zmes vzdy len jednym typom nukleotidu, teda bud’ dATP/dCTP/dGTP/dTTP.
Po kazdom cykle pridania reak¢énej zmesi nasleduje detekcia signédlu a premytie kyvety, aby sa
odstranili neinkorporované nukleotidy. Signal v podobe emitovaného svetla je zachyteny CCD
(charged-couple device) kamerou (Voelkerding a spol., 2009). Vystupom zkamery je
flowgram, €o je graf série vrcholov vyjadrujucich mieru emitovaného svetla uvol'neného pocas
inkorporécie nukleotidov (Obrazok 1.8).

Dizka ¢itani produkovana tymto pristupom je/bola okolo 400 — 700 bp, &o je najdlhsie
Citanie spomedzi pristupov druhej generdcie, Co poskytovalo vyhodu pri celogendémovom
de novo sekvenovani €i pri sekvenovani repetitivnych oblasti. Presnost’ spravneho ur¢enia baz
sa uvadza az 99,997 % pri 15-nasobnom pokryti. Presnost’ sa vSak rapidne znizuje pri nizZSom
pokryti.

Nevyhodou tejto metddy je nielen vysokd cena reakénych cinidiel, ale aj vysoka
chybovost v homopolymerickych oblastiach (najcastejSie chyby st inzercie a delécie
nukleotidov v désledku nespravneho urcenia poctu nukleotidov v homopolymerickej oblasti).
Pre tieto spomenuté charakteristiky boli sekvenatory pouzivané na de novo sekvenovanie
bakterialnych a hmyzich genémov, zachyt exonov strednej vel'kosti (do 3 Mb), sekvenovanie
16S génov v metagenomike, identifikdciu RNA izoforiem pomocou RNA-seq. Prvy kompletny
genom, ktory spolo¢nost’ sekvenovala, bol genom Mycoplasma genitalium (582 970 bp). 454
platformy sa vSak prestali v 2013 vyrabat'.



1.5.6 Cyklicka reverzibilna terminacia (CRT)

Cyklicka reverzibilna terminacia prebieha v troch zékladnych krokoch, ktoré sa cyklicky

opakuju:

e inkorporacia reverzibilného terminatora,
e zobrazenie fluorescenénych znaciek,
e deprotekcia, Co znadi Stiepenie viazby medzi nukleotidom a ochranou skupinou

Pre techniky NGS je typicka elimindcia elektroforézy, ¢o plati aj pri tomto postupe.
Vyhoda CRT voci pyrosekvenovaniu je hlavne pritomnost’ vSetkych Styroch typov nukleotidov
v kazdom cykle, moznost’ kontroly adicie nukleotidov aj v homopolymerickych oblastiach a
synchronna extenzia heterogénnych sekvencii.

Podstatou celej sekvenacnej reakcie si reverzibilné terminatory (v angl. reversible
terminator bases = RT-bases), ktoré zastavuju proces polymerizacie vlakna komplementarneho
k templatu (podobne ako dANTP pri Sangerovom sekvenovani). Termindtory su vlastne
nukleotidy, ktoré navySe obsahuji molekulu fluoroféru a terminator polymerizacie/ochrannu
skupinu, ktory/ktora zabrani DNA-polymerdze pokracovat’ v inkorporacii nukleotidov.
Pre pokracovanie procesu predlZzovania retazca je potrebné tieto pridané skupiny odstiepit’.
Z dovodu modifikacie nukleotidov je potrebnd mutantna DNA-polymerdza, ktora bude takyto
reverzibilny terminator schopna inkorporovat’ do uz existujiceho retazca.

Pre pokracovanie polymerizacie je potrebné odstiepenie ochrannej skupiny. Ochranna
skupina terminatora musi byt efektivne odstiepitelna za miernych podmienok. Odstranenie
ochrannej skupiny prebieha pdsobenim silnej kyseliny alebo zasady, katalytickou alebo
chemickou redukciou, dokonca kombinaciou oboch postupov. Toto pésobenie moze narusit
Struktiru nukleotidov, DNA-polymerazy, samotnych templatov ¢i pevného povrchu, na ktorom
prebieha reakcia. Zo spomenutych dévodov sa navrhli terminatory s fotostiepitelnou véazbou
medzi nim a ochranou skupinou, ktoré vSak nie sit komeréne vyuzivané.

Primer sa naviaZe na templat, DNA-polymeraza k primeru inkorporuje presne jeden
fluorescen¢ne znaceny nukleotid, ktory je komplementarny k templétu. Po inkorporacii nastane
termindcia polymerizacie. Neinkorporované nukleotidy su odmyté. Prebehne detekcia
a zobrazenie signalu emitovaného prave inkorporovanym nukleotidom. Nasleduje odstiepenie
terminacnej skupiny a fluorescencnej farbicky. Vzorka sa znovu premyje a nasleduje d’alsi

cyklus inkorporacie.



Samotné reverzibilné terminatory s v podstate dvoch typov:

e 3’-blokované — vyzaduju Stiepenie dvoch chemickych vizieb na odstranenie fluoroforu
a terminacnej skupiny

e 3’-neblokované — vyzaduju Stiepenie len jednej chemickej vdzby — fluorofor a
terminacna skupina s na seba naviazané, maji volni 3-OH skupinu na vytvorenie

vizby s d’alsim nukleotidom (Obrazok 1.9).
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Obrazok 1.9 Typy terminatorov. a) ireverzibilné terminatory b) 3 ’-blokované reverzibilné terminatory
¢) 3’-neblokované reverzibilné terminatory

NajbeznejSou chybou pri tejto metdde su substiticie a komplikéacie pri sekvenovani
regionov bohatych na GC. Nevyhodou pri 3’-blokovanych terminatoroch je potreba

mutantnych DNA-polymeraz, ktoré su schopné ich inkorporovat’ do ret'azca.

Genomovy analyzator Illumina

Sekvenatory od spolo¢nosti Illumina sa stali jednym z najroz$irenejSich na trhu.
Pri priprave kniznic sa vyuziva mostikova amplifikdcia (Obrazok 1.7) v prietokovych
sklenenych kyvetach, na povrchu ktorych s zachytené tzv. oligonukleotidové kotvy. V tomto
pripade sa teda na imobilizaciu fragmentov DNA nepouZivaju mikrogul'6cky ako pri emPCR,
ale pevny povrch. Pri priprave kniZnice je templatova DNA fragmentovana na dizku niekolko
stoviek bazovych parov. Konce fragmentov st reparované tak, aby sa vytvorili 5'-fosforylované
tupé konce. Na 3’koniec sa pomocou Klenowho fragmentu prida jeden dATP, ¢o umoZzni

efektivnejSiu ligaciu fragmentu k oligonukleotidovych adaptérom. Tie zas maji precnievajici
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3’koniec s T asu komplementarne ku kotvam na povrchu prietokovej kyvety. Vdaka
komplementarnosti kotiev a adaptérov je mozné imobilizovat templaty kovalentnym
prichytenim k pevnému povrchu a amplifikovat’. Templat prichyteny ku kotve sa ohyna
a pritom sa hybridizuje k d’alSej pril'ahlej oligonukleotidovej kotve. Vysledkom PCR su klastre
klonalne amplifikovanych templatov, pricom kazdy klaster obsahuje priemerne 1000 kopii
fragmentu DNA (Obrazok 1.7b). Na povrchu prietokovej kyvety sa moze generovat’ az 5 x 107
samostatnych klastrov. Naslednym krokom je denaturacia DNA, pri ¢om sa ziska ssDNA, ktora
je nasledné sekvenovana.

Sekvenovanie prebicha metédou cyklickej reverzibilnej terminacie. Pouziva sa zmes
Styroch reverzibilnych terminatorov, kazdy je znac¢eny inou fluorescencnou farbou. Po kazdej
inkorporacii RT st prebytoné ¢inidla odmyté a nasleduje detekcia signalu. Odstiepenie
fluoroféru umozituje d’alsi cyklus inkorporacie (Obrazok 1.10). Dizka produkovanych &itani 75
— 250 bp. Celkové mnozstvo vyprodukovanych dat na jeden beh je az 1 Gb. Presnost’ ur€enia
baz dosahovala 96,7 %. Vsetky tieto charakteristiky platia pre Genome Analyzer, ktory bol
[Nluminou uvedeny na trh v 2006 ako ich prvy sekvenator.

V sticasnosti existuje niekol’ko modelov sekvenatorov, Styri modely sekvenatorov st
vhodné na analyzy transkriptémov, WES a baketridlnych genémov (iSeq, MiniSeq, MiSeq
a NextSeq). Dve platformy (HiSeq a NovaSeq) st vhodné¢ na WGS. HiSeq X umoziiuje
sekvenovanie az 1800 Tl'udskych gendémov s 30-nasobnym pokrytim za rok. Pre vSetky
sekvenatory sa uvadza presnost’ na urovni 99,5 %.

Vyhody Illumina sekvenatorov st masivna paralelnost (1,2 — 6000 Gb), vysoka
presnost’, relativne nizke ndklady na bazu, Siroké spektrum aplikacii (WGS, WES, epigenetika,
RNA sekvenovanie) a konfiguracii priprav kniznic. V porovnani s 454 GS FLX sa v procese
sekvenovania vyskytuju menej Casto inzercie ¢i delécie. Najvacsim problémom st substitlcie,
pretoZe sa pouzivaju modifikované nukleotidy. Na ich inkorporéciu je aj potrebnd mutantna
DNA polymeraza, ktord je ich schopna inkorporovat’ do rasticeho retazca. Tieto faktory
vplyvaju na kratsiu dizku ¢&itani, pretoze sjeho rasticou dizkou markantne rastie
pravdepodobnost’ zaradenia nespravneho nukleotidu. MozZné pri¢iny su neefektivnost’
polymeraz, problémy s odstiepenim fluoroforu, Gpadok intenzity signalu s kazdym cyklom
v dosledku eSte nedokonalého chemického postupu, atd. Problém moZe nastat’ aj
pri asynchronnom sekvenovani jednotlivych fragmentov v klastroch, ¢o moézZe interferovat
s vytvorenim konsenzus sekvencie. Problematické je aj vysoké mnoZstvo vstupnej templatove;j

DNA, kde moze dojst’ k zahlteniu Cipu (angl. overclustering).
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Obrazok 1.10 Princip sekvenovania Illumina sekvenatorov zaloZeny na cyklickej reverzibilnej
terminacii (Prisc¢dkova, vytvorené v Biorender.com)

V juni 2009 Illumina odstartovala ich vlastny Personal Full Genome Sequencing servis,

ktory ponukal sekvenovanie l'udského genému s 30-ndsobnym pokrytim za cenu 48 000
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dolarov. V maji 2011 sa, dokonca, tito cena redukovala na 4000 doldrov a v roku 2018
pod 1000 dolarov.

V 2015 Qiagen priniesol na trh sekvenator GeneReader, ktory v principe pouziva
rovnaky pristup ako Illumina. Hlavna aplikacia sekvenatora ma byt v klinike so zameranim sa

na onkologické génové panely.

1.5.7 Sekvenovanie na iénovych polovodic¢och

Sekvenovanie prostrednictvom iénovych polovodicov takisto vyuziva syntézu nukleového
vldkna. Identita bazy sa urcuje vd’aka zmene pH, ktora nastane po uvolneni kationov vodika
pri inkorporacii nukleotidu do rasticeho retazca. Sekvenacnéd reakcia prebieha v jamkach
na mikro¢ipoch a kazda jamka obsahuje vysoko citlivy i6onovy senzor, podobny pH metru.
Jednotlivé nukleotidy s postupne pridavané do reakénej platnicky, ich inkorporécia sa prejavi
elektrickou zmenou, ktora je merana polovodi¢ovymi senzormi (Obrazok 1.11). Ak sa nukleotid
neinkorporuje, k zmene napitia nedochadza. Nukleotidy nie je potrebné fluorescencne znacit’

a odpada potreba optickych senzorov.

Ion Torrent (ThermoFisher Scientific)

Platforma prepdja metodu sekvenovania zalozenu na syntéze nukleotidového vldkna s masivne
paralelnym pristupom. KniZnica je pripravend a zachytena na povrchu gul'6¢ok, na ktorych
prebieha emulznd PCR. Nasledne st guldcky rozptylené do reakénej mikroplatnicky
s jamkami. Meraji sa elektrické zmeny asociované suvolfovanim kationov vodika
pri inkorporacii nukleotidu. Pri homopolymerickych tsekoch je intenzita elektrického signalu
prepocitand na pocet baz, ale konzistentné vysledky su limitované na homopolymericky usek
nie dlh3i ako Sest’ nukleotidov.

Ton Torrent Gene Studio S5 produkuje ¢itania o dizke 200 az 600 bp presnostou viac
ako 99 % aprodukciou az 50 Gb. Hlavnymi aplikdciami su cielené resekvenovanie,
sekvenovanie exdmov, transkriptomov, sekvenovanie malych gendmov, tekuté biopsie a vel’ké
onkologické panely. Vyhodou je relativne nizka cena za bazu. Ked’Ze sa na detekciu nevyuziva
fluorescencia, na detekciu nie je potrebny financne narocny opticky systém. Nevyhodou je

relativne nizka produkcia a nepresnost’ pri homopolymerickych oblastiach.
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Obrazok 1.11 Sekvenovanie na iénovych polovodicoch (platforma Ion Torrent). Templatova DNA
je amplifikovand emulznou PCR v mikrotitranej platnicke (PTP). Do PTP sa postupne pridavaju
jednotlivé nukleotidy (vzdy len A /C /G /T). Pri inkorporacii nukleotidu sa uvolnuje jeden katién vodika.
Uvolnenie kationu vodika spdsobi zmenu pH, ¢o je detegované polovodi¢om (CMOS — metal oxide

semiconductor) atranzistorom (ISFET — ion-sensitive field-effect transistor). Po inkorporacii
nukleotidov st neinkorporované nukleotidy odmyté (prevzaté a upravené od Goodwin a spol., 2016).

1.5.8 Sekvenovanie pomocou ligacie (SBS, sequencing-by-ligation)

Pri sekvenovani pomocou ligacie sa nepouziva DNA-polymerdza, tak ako pri doteraz
spominanych metodach, ale DNA-ligdza. V procese sekvenovania dochédza k ligacii prob
(Obrazok 1.12). Préba je vtomto pripade oligonukleotidovd sekvencia zlozend z 6smich
nukleotidov. Prvd adruha pozicia v probe predstavuje ,hladané" nukleotidy, ktorych
kombinécia je v asocidcii s konkrétnou fluorescencnou farbou. Existuje teda 16 roéznych
dinukleotidov, Styri budi mat’ vzdy rovnaky fluorescen¢ny signal. Napriklad A na prvej pozicii
koreSponduje so zelenou farbou fluorescencnej znacky. V pripade dvojbazového kddovania,
sekvenovanie prebieha ligaciou oligonukleotidovych sekvencii, v ktorych dve vySetrované
bazy st asociované s urcitou farbou. Napriklad s ¢ervenou farbou budu asociované kombinécie
baz TA, GC, CG, AT. Vyhodou tohto kodovania je, ze nukleotidova substiticia sa prejavi dvoma
farebnymi zmenami vo vystupnej schéme v porovnani s referencnou sekvenciou, kym
sekvenacnd chyba sa prejavi zmenou len jedného farebného kodu (Obrazok 1.12e). Tretia az
piata baza je degenerovana, teda dokaze sa parovat’ s viac ako s jednym typom nukleotidu (napr.
soboma purinovymi & pyrimidinovymi bazami). Siesta az 6sma su tzv. univerzalne
bazy — hydrofobne analdgy baz, ktoré netvoria vodikové mostiky s prirodzenymi bazami
na komplementarnom ret'azci. Paruju sa menej selektivne. Téato vlastnost je nevyhnutna,

pretoZze presnd sekvencia fragmentu, na ktory sa hybridizuje proba, nie je zndma. Casto sa
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vyuzivaju inozinové bazy. Medzi piatou a Siestou bazou sa nachadza fosfotiolatova vizba, ktora
je analdg ku fosfodiesterovej vizbe medzi prirodzenymi nukleotidmi. Tato vizbu je mozné

Stiepit’ pomocou i6nov striebra.
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Obrazok 1.12 Princip sekvena¢nej metody zaloZenej na ligacii (SBS) vyuzivanej sekvenatormi ABI
SOLiD. a) Templatova DNA je namnoZena mostikovou amplifikiciou. b) Struktara sekvenaénych prob
— proba je zlozend z 6smich nukleotidov, priCom prvé dva su definované (1), treti az piaty su
degenerované (2), Siesty az 6smy st univerzalne s naviazanym fluoroférom (3). ¢) Dvojnukleotidové
kédovanie — kazda farba moze koddovat’ Styri mozné kombinacie dvojic nukleotidov. d) K templatu je
hybridizovany sekvenacny primer, nasledne sa hybridizuje proba, ktorej nukleotid v prvej a druhej
pozicii je komplementarny k templatu, dojde k emisii signalu, k odSiepeniu Casti proby a ligacii proby
k primeru. Nasledne dochadza k opakovanym cyklom anelacie a ligcie prob. Po preéitani celej dizky
templatu sa komplex templatu a préb denaturuje, a nasledne sa hybridizuje sekvenacny primer
do pozicie n-1 a opakuju sa cykly hybridizacie a ligacie fluorescen¢ne znacenych prob. e) Rozdiely
v zmene signalu vyvolané SNP (jednobodovy polymorfizmus), chybou a prilahlymi substitiiciami
(Pris¢akova, vytvorené v Biorender.com)
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Najjednoduchsi postup tejto metddy zacina hybridizaciou fluorescen¢ne znacenej proby
k templatu s primerom. Nésledne sa pridd DNA-ligiza, ktord spoji primer s probou.
Nehybridizované proby st odmyté. Nasleduje fluorescencné zobrazenie, aby sa urcila identita
ligovanej proby. V pripade, Ze sa pouziju StiepiteI'né proby, mdze sa odstranit’ fluorofér, aby sa
obnovila fosfatova skupina na 5’konci, a tym padom méze prebehnut’ d’alsi cyklus ligacie.
Cykly ligacie sa opakuju, kym sa neprejde cely fragment, nasledne sa primer aj syntetizovany

retazec odstrani a hybridizuje sa novy primer v pozicii n-1 vo¢i povodnému.
ABI SOLiD platforma

Tato metdda patriaca k technikdm NGS sa stala komeréne dostupnou v roku 2008.
Pomenovanie SOLiD znamena Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection, z ¢oho
vyplyva, Ze principom tejto metddy sekvenovania je ligacia oligonukleotidovych préb.

Prvym krokom pri tejto platforme je emulznd PCR na paramagnetickych
mikrogul’6¢kéch. Princip PCR je rovnaky ako pri 454, rozdiel je v rozmeroch mikrogul’6¢ok.
Pri SOLiD majt v priemere 1 um (454 viac ako 20 um). Imobilizacia mikrogul'6¢ok prebieha
ich naviazanim na skleneny povrch, nie do jamiek ako pri Roche/454. Vysledkom amplifikacie
su identické jednovldknové kopie pdvodného fragmentu s naligovanym P1 adaptérom.
Mikrogul'6¢ky s amplifikovanymi fragmentami su nasledne kovalentne prichytené na skleneny
povrch prietokove] kyvety. Tato platforma podporuje end-pair aj fragmentovanti kniZnicu.
Amplifikované fragmenty si sekvenované pomocou metédy sequencing-by-ligation.
V skratke, na templat je anelovany primer a nasledne dochddza k hybridizacii proby, ktord ma
bazy na prvej adruhej pozicii komplementarne k nukleotidom na template. Po excitacii
fluorescenéného farbiva a zachyteni signalu, dochadza k Stiepeniu vézby za piatym
nukleotidom, teda aj odstraneniu fluoroféru. Tento ligacny krok sa opakuje sedemkrat, potom
sa vzniknuty ret'azec odstrani denaturaciou. DdleZitym krokom je anelacia nového primeru, ale
tentokrat do pozicie n-1 oproti povodnému. Prebehne 5 cyklov s polohami primerov n, n-1, n-
2, n-3 an-4. Vd’aka posunu sa sekvenuje aj Cast’ adaptérov, ktoré sa ligovali ku fragmentom
pocas pripravy kniznice. Sekvencie adaptérov su zname, tym padom tieto nukleotidy sluzia ako
Startovaci bod, od ktorych sa mo6zu podla farebného signalu urcovat’ nukleotidy v neznédme;j
sekvencii. Z principu metddy vyplyva, ze vystupom nie je priamo poradie nukleotidov, ale
fluorescenéné signaly, pricom kazdy reprezentuje Styri moZzné kombinacie dinukletidov
(colour-space). Je potrebnych niekol’ko cyklov ligacie aby sa urcila presna identita jednotlivych

nukleotidov v sekvencii.



Postup umoziuje sekvenovat’ kazdy nukleotid dvakrat, co zvysSuje presnost’ urenia baz.
Vyrobca udéva presnost’ az na trovni 99,99 %. Vyhodou dvojbazového kédovania je moznost’
jednoducho rozlisit SNP od chyb pri sekvenovani. SNP je sprevadzané farebnymi zmenami
na dvoch za sebou nasledujucich poziciach oproti referencnej sekvencii, chyba pri sekvenovani
len jednou farebnou zmenou. NajcastejSimi chybami st substiticie, podobne ako pri
[llumina/Solexa. Dal§im spoloénym problémom je tzv. podreprezentacia usekov bohatych na
AT alebo GC.

SOLID 4 produkuje ¢&itania az s dizkou 50 bp a dokaze produkovat 80 — 100 Gbp
sekvencii za cyklus. Najnovsi model (v aprili 2011) 5500x1 (pévodne oznaceny SOLiD4hq)
moéze generovat viac ako 2,4 miliardy Ccitani za jeden beh s presnostou surovych
(nezarovnanych) dat 99,94 %. Pri 15-nasobnom pokryti vzrastd presnost’ az na 99,999 %.
StarS$ie modely platformy produkuja ¢itania dlhé 25 — 35 bp, kazdy sekvenac¢ny beh 1 — 3 Gb
dat. V roku 2016 boli tieto platformy z trhu stiahnuté.

Sekvenovanie pomocou nanogulic¢iek

Technolodgia vyvinuta Complete Genomics (suast Beijing Genomics Institute - BGI) je
zalozend na inovativnom pristupe tvorby sekvenacnej kniZznice. Izolovanda DNA je
fragmentovana na useky dlhé 400 — 500 bp. K fragmentom su ligované adaptéry (Styri) a su
cirkularizované. Fragmenty st amplifikované replikaciou valivou kruZnicou. Replikaciou sa
vytvori retazec kopii daného fragmentu, ktory je zbaleny do kompaktného zhluku
(nanoguli¢ky) vd’aka palindromatickym sekvenciam v adaptéroch. Nanogulicka je zachytena
na povrchu kremicitej kyvety na mikro€ipe (Obrazok 1.7c¢). Nasledne st jednotlivé nanogulicky
sekvenované pomocou ligacie, oznaCovanej ako combinatorial probe-anchor ligation (cPAL).
Kotviaca sekvencia (anchor) je komplementarna k jednému zo Styroch adaptérov v template
asonda (probe) hybridizuje k roznym castiam nanoguli¢iek. Proby tvoria zmes réznych
oligonukleotidov, ktoré vSak maji v definovanej pozicii zndmy nukleotid a koreSpondujici
fluorofor (one-base-encoded probes). Po zachyteni signalu sa odmyje komplex kotvy a proby
a nové kombindcie su hybridizované. Novy komplex ma vzdy znamy nukleotid v polohe n+1.
Pri sekvenovani sa pouzivaju adaptéry roznej dizky, o umozni sekvenovanie v okoli oboch
koncov adaptéra.

Sekvenatory BGI a data nimi produkované st vykonnostne a kvalitativne na Grovni
[Ilumina HiSeq2500. Naklady na sekvenovanie st pri BGI niz$ie nez pri [llumina. Nevyhody
tohto pristupu s rovnaké, ako pri vSetkych sekvenacnych metddach produkujicich kratke

¢itania, a to nespol'ahlivost’ pri repetitivnych sekvenciach a Strukturalnych variantoch.



1.5.9 Zarovnavanie a skladanie genému

Prvym krokom sekvenacnej analyzy je urcenie identity bazy (angl. base calling), ked’ sa signal
zachyteny sekvenatorom transformuje na sekvenciu baz, teda ziskame surové data. Surové data
zo sekvenovania su bioinformaticky spracované. Proces zahfiia identifikdciu jednotlivych
fragmentov podla priradenych koédov pocas pripravy kniznice (demultiplexing), kontrolu
kvality a mapovanie ¢itani. FASTQ je stibor, v ktorom su surové sekvenacné data spolu so skore
kvality pre jednotlivé béazy. Skore urcuje pravdepodobnost, Ze je dand bdza spravne
identifikovana.

Po vygenerovani kratkych c¢itani pomocou technolégii NGS, je finalnym krokom
zarovnanie ¢itani v pripade, ze je referencny geném znamy. Pri de novo sekvenovani prebicha
poskladanie ziskanych sekvencii do celistvych usekov, ¢i uz genému, alebo Studovaného
regionu. Problém pri lokalizacii sekvencie nastava v pripade, Ze je su€ast’ou repetitivnych
alebo homologickych oblasti (napr. pseudogény), alebo sa dokonca v referencnom gendéme
nenachadza. Tieto situdcie mézu nastat’ v dosledku medzier v referencnom genéme alebo kvoli
Strukturdlnym variantom v analyzovanom gendéme. Medzi Strukturne varianty sa radia vSetky
sekvencné varianty okrem SNP — inzercie, delécie, inverzie, duplikacie segmentov, rozdiely
v pocte kopii. V takychto pripadoch je vhodné zvolit’ pair-end sekvenovanie. Po mapovani
¢itani do referencného gendmu sa generuje SAM a nésledne BAM subor. V fiom sa identifikujt
vSetky odchylky od referencnej sekvencie. Ak sa odchylka vyskytuje v ur€itom pocte Citani
rovnakého useku, anotuje sa ako variant. Pri heterozygotnom bodovom polymorfizme by mal
byt’ teoreticky detegovany v 50 % ¢itani a vtedy anotovany. V skuto¢nosti vSak detekény prah
moze byt nastaveny aj na len 23 % v dosledku technickych nedostatocnosti metdd. Do tivahy
pri urcovani variantov je potrebné brat’ aj kvalitu signalu pre jednotlivé bazy a kvalitu
mapovania. Detegované varianty a ich alelicka frakcia st generované do VCF suboru (variant
call file). Pri anotécii variantov sa odliSia realne varianty od sekvenaénych artefaktov. Dostupné
su rozne anota¢né nastroje, ako ANNOVAR, AnnTools, SVA, VARIANT, VEP, atd. Vyznam
detegovanych variantov je nasledne interpretovany pomocou dostupnych databaz a variant je
klasifikovany.

Existuje viacero smernic a odporucani pre interpretaciu germinativnych variantov
(ACMG — American College of Medical Genetics and Genomics, Association of Molecular
Pathologists, College of American Pathologists (CAP), Slovenska spolo¢nost’ lekarskej
genetiky). Tieto smernice na zéklade viacerych kritérii a poznatkov, ako st populacné stadie,

funkéné Studie, predikcie efektu mutécii, dedi€né faktory, atd’., klasifikuju varianty ako



benigne, pravdepodobne benigne, s nezndmou vyznamnostou, pravdepodobne patogénne
a patogénne. Informdcie o variantoch a ich interpretacia st zhrnuté aj vo verejne dostupnych
databazach (Tabulka 1.2). Udaje zdatabaz je potrebné vyhodnocovat so zretefom aj
na odbornu literatiru, resp. podl'a odporucani pracoviska. Pri identifikacii potencialneho
genetického variantu NGS metédou sa Casto pouziva potvrdenie resekvenaciou Sangerovou

metddou.
Tabul’ka 1.2 Prehl’ad verejne dostupnych databaz vaiantov a ich klinického vyzamu

TYP DATABAZY NAZOV DATABAZY INTERNETOVY ODKAZ

Populacné databazy | Exome aggregation consortium (Exac)

gnomAD browser https://gnomad.broadinstitute.org/

1000 Genomes https://www.internationalgenome.org/

Exome server project https://evs.gs.washington.edu/EVS/
Databazy dedi¢nych | ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
ochoreni dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

NCBI genetic testing registry https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gtr/

Leiden open variant database https://www.lovd.nl/
Onkologické Catalogue of somatic mutations in cancer | https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
databazy (COSMIC)

The cancer genome atlas (TCGA) https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-

sequencing/tcga

OncoKB (annotated TCGA data) https://www.oncokb.org/

dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
JAX CKB https://ckb.jax.org/

My cancer genome https://www.mycancergenome.org/

Ako zéaber diagnostickych panelov narastd, zvySuje sa pravdepodobnost’” nahodnych
ngjdeni, nestvisiacich s vySetrovanym ochorenim/stavom, ¢i uz nerelevantnych alebo
relevantnych pre pacienta. ACMG vydava usmernenia aj v takych pripadoch. Jednym
z najpopularnejsich a prvych softvérov na priradenie fragmentov k referencnému gendému je
MAQ (Mapping and Assembly with Quality), ktory efektivne mapuje $tudované regiony. Dalgie
programy st napriklad ELAND, BLAST, SOAP, SeqMap.

1.5.10 Zavere¢né porovnanie

Technické parametre jednotlivych sekvenatorov sa lisia. Rozdiely spocivaju v odlisnych
dizkach produkovanych ¢itani (Obrazok 1.13), chybovosti ¢i v samotnej metode sekvenovania.

Napriek odlisSnym technickym parametrom a postupom, tieto metddy patria k NGS. Z toho
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vyplyva, Ze pre ne platia charakteristiky spominané v predchadzajucej kapitole, strucne

zhrnuté:

e templaty su priestorovo separované,

e templat je klondlne amplifikovany (in vitro) alebo je jednomolekulovy,

e sckvenovanie prebieha v reakénej platnicke (angl. flow cell),

e hlavnym znakom je masivna paralelnost’, teda mnozstvo ¢itani z jedného experimentu
je vyrazne vacsie ako pri Sangerovom sekvenovani,

e nevyhoda je kratka dizka precitanych sekvencii.

Citlivost/detekéna schopnost’ NGS metodik vo¢i SNV (jednonukleotidové varianty) je
vo vSeobecnosti 5 — 10 %, Co je postacujuce pre zachytenie vacSiny dedicnych ochoreni.
Problematické moéze byt zachytenie nizkopocetnych variantov pri mozaicizme alebo
v nadoroch, pre ktoré je typicka geneticka heterogenita. Systémova chybovost’ NGS metodik
je na urovni 4 — 6 % a zvySuje sa s Va¢Sim pokrytim. Systémové chyby mozu byt sekvenéne
Specifické, teda sa objavuju v konkrétnych Castiach Citania (napr. konce ¢itani produkovanych

[Mlumina sekvendtormi) alebo stivisia so zastupenim baz (useky bohaté na GC).
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Obrazok 1.13 Rozvoj platforiem masivneho paralelného sekvenovania. Komercéne dostupné
platformy produkuju ¢itania roznej dizky a v réznych mnozstvach vramci jedného sekvenaéného behu.
SOLID je platforma od Applied Biosystems; lon PGM a lon Protein od lon Torrent; GA 11, HiSeq,
NextSeq a MiSeq od //lumina, GS FLX a GS Junior od Roche 454. Upravené podl'a Levy a Myers 2016.
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1.6 Sekvenovanie tretej generacie

Tretia generacia sekvenovania (3G) prekonala hlavné nedostatky druhej generacie vyplyvajiuce
z produkcie kratkych c¢itani, teda nespolahlivost’ pri repetitivnych oblastiach a pri velkych
genomickych prestavbach. Sekvenatory tretej generdcie produkuju dlhé citania, viac ako

1 kb az 2 Mb v redlnom Case (real-time sequencing).

1.6.1 Jednomolekulové sekvenovanie v realnom ¢ase (Pacific Biosciences)

Jednomolekulové sekvenovanie v realnom c¢ase (SMRT — single-molecule real-time
sequencing) je zalozené na syntéze nukleového vlakna a ¢itani dlhsich usekov ako 1 kb
(30 — 50 kb). Sekvenacna kniznica sa pripravuje ligaciou adaptérov na oba konce fragmentu.
Adaptéry tvoria vlasenkovu Strukturu. Ligaciou sa z dvojvlaknového fragmentu vytvori
cirkularna jednovlaknova molekula (SMRTbell templat) (Obrazok 1.14). Adaptéry obsahuju
komplementarnu sekvenciu k primerom iniciujucim syntézu vldkna z templatu. Molekuly sa
separatne umiestnené v $pecidlnych jamkach (ZMW — zero-mode waveguides), v ktorych je
na transparentnom dne uchytend jedna molekula DNA polymerazy. Na ¢ipe (SMRT flow cell)
moze byt 150 000 (sekvenator PacBio RS II) az milion (sekvendtor Sequel) ZMW jamiek.
Dizajn ZMW jamiek a vinova dizka pouzitého Ziarenia umozituju, Ze svetelny signal je len na
dne jamky. DNA polymerdza amplifikuje templat apri amplifikdcii sa inkorporuju
fluorescen¢ne znacené nukleotidy, kazdy typ inou fluorescencnou znackou. Inkorporovany
nukleotid je excitovany laserom a zachyti sa fluorescen¢ny signal. Po inkorporacii polymeraza
odstiepi fluorofor, ktory difunduje pre¢ od dna jamky a senzora. Cirkuldrnost templéatu
umoziuje jeho opakovant amplifikaciu, teda templat je sekvenovany niekol’kokrat, Co zvySuje
presnost’ sekvenovania. Z opakované¢ho sekvenovania sa generuje konsenzus sekvencia
(CCS — circular consensus sequence). Zivotnost’ polymerazy je najvicsia limitacia pristupu,
pri ultradlhych fragmentoch je moZné ziskat’ len jedno Citanie, pri kratSich fragmentoch viacero
¢itani.

DIhé citania umoznuju vyssiu presnost’ pri skladani ¢itani do kontigu, teda poskytuja
lepSie rozliSenie repetitivnych regionov a Strukturdlnych variantov. Hlavné nevyhody tejto
metddy su nizSia produkcia dat, vysokd cena za bazu a vysokd chybovost (3 — 13 %).
Chybovost’ je vSak nahodnd (nesystematickd, nedd sa predvidat’) a da sa prekonat” hlbSim
pokrytim. Hlavné aplikacie st WGS, cielené resekvenovanie, sekvenovanie celej dizky mRNA,
komplexné sekvenovanie populacii. SMRT dokéZe identifikovat’ niektoré modifikacie baz, ako
je metylacia, pri ktorych sa meratel'ne meni rychlost’ inkorporacie nukleotidu do predlzujuceho

sa retazca, ¢im ziskava uplatnenie v epigenetickych stadiach.



V roku 2018 Pacific Biosciences sekvenovalo l'udsky gendm dovtedy s najvysSou
kvalitou a uplnostou (96 %) s najrozsiahlejSim prehl'adom rozsahu Strukturdlnych variantov

v P'udskom genome. V roku 2018 Illumina zakupila Pacific Biosciences.

templat SMRTbel @W

jamky ZMWQ’; b 6
znagené nukleotidy J‘k‘,/J QQ\__,,,J

modifikovana polymeraza

signal

Obrazok 1.14 Jednomolekulové sekvenovanie v redlnom ¢ase (SMRT). Fragmenty templatov su
procesované a na ich oba konce su ligované adaptéry s vlasenkovou Strukturou, ¢o vedie k vytvoreniu
cirkularnej DNA (SMRTbell templat). Primery a DNA polymeraza sa zachytia na templat. Pripravené
templaty sa pridaji do jamiek (ZMW — zero-mode waveguides), kde prebieha sekvenovanie.
Na vizualizaciu sekvenacnej reakcie su pridané fluorescencne znacené nukleotidy. Ked' je nukleotid
inkorporovany, na dne jamky sa zachyti fluorescencny signél (upravené podl'a Goodwin a spol., 2016).

1.6.2 Sekvenovanie pomocou nanoporov

V roku 2014 Oxford Nanopore Technologies prinieslo na trh sekvenovanie pomocou
nanoporov pod nazvom MinlON. Na rozdiel od inych platforiem, sekvenator nezachytava
inkorpordciu alebo hybridizaciu nukleotidov ako zmenu signalu (emitovanie svetla,
fluorescenéného signdlu alebo zmena pH), ale priamo deteguje kompoziciu nativnej
jednovlaknovej] DNA molekuly. Sekvenator obsahuje membranu s proteinovymi poérami.
Membrana oddel'uje dva idbnové roztoky umoznujuce prechod elektrického pradu cez nanopory.
K dlhym dvojvlaknovym DNA molekulam st na jeden koniec pridané adaptéry s vlasenkovou
Struktirou. Helikdza rozvinie dvojvldknovii DNA a motoricky protein zachyteny na template
translokuje DNA cez nanopor. DNA prechadza pérom postupne nukleotid za nukleotidom, ¢o

sposobuje pre kazdy nukleotid charakteristické zmeny v elektrickom prade (Obrazok 1.15).
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Sekvenovanie cez nanopory ma vysoku chybovost' (15 %), ale inovéacia metddy je
objektom viacerych vyskumov. Jednou zinovicii je moznost sucasne sekvenovat obe
komplementarne vlakna templatu. Sekvenovanie oboch vlakien (2D reads) je umoznené
naviazanim vlasenkového adaptéra na koniec dvojvldknového templatu, teda cez nanopor
prejde najprv jedno vldkno, dalej adaptér a nédsledne aj druhé vldkno (komplementarne

k prvému).

templat
WM@ s vlasenkovou $trukturou
s vedlcou sekvenciou

motoricky
protein y

fwmw ONT vystup

¢as (s)

signal (pA)

Obrazok 1.15 Sekvenovanie pomocou nanoporov. Templatova DNA je fragementovana na Gseky dlhé
8 — 10 kb. K fragmentom st ligované dva rdzne adaptéry, vedica sekvencia a adaptér s vlasenkovou
Struktarou. Vedica sekvencia zabezpeci naviazanie templatu ku sekvenacnému poéru. Ako je DNA
translokovana cez por, je mozné pozorovat’ charakteristickii zmenu napitia, ¢o je interpretované ako
konkrétny nukleotid (upravené podl'a Goodwin a spol., 2016).

Vyhodou MinlION je, ze je I'ahko prenosny (rozmery priblizne 10 x 2 x 3 cm),
sekvenacna kniznica je pripravena extrémne rychlo a na spustenie sekvenatora je potrebné ho
len zapojit’ do prislusného notebooku. Sekvenator sa ukéazal vel'mi uzito¢ny pri sekvenovani
priamo v teréne pri prepuknuti eboly v roku 2015, kedy vedci mohli uz pocas epidémie
monitorovat’ cesty prenosu a mutovanie virusu alebo pri prvom sekvenovani vo vesmire.
Oxford Nanopore priniesol na trh nové platformy (GridION X5 a PromethION) umoziujuce
masivnejsie experimenty, pricom MinlON je skor uréeny na cielené resekvenovanie, analyzu
kvality, sekvenovanie malych gendémov a cielené diagnostické testovanie, ako geneticka
profilizacia patogénov, rychla identifikacia povodu vzorky (l'udskéd alebo iny zdroj, atd'...).
Vyhody sekvenovania cez nanopdry, v porovnani s inymi platformami, spocivaji hlavne
v absencii potreby znacenia, ¢i uZ sekvencie alebo nukleotidov, nie je nutnd amplifikacia
templatov a produkcia dlhych &itani (az 2,3 Mb). Dizka ¢&itani je najvéacsia vyhoda pri de novo

celogendémovom sekvenovani. To, Ze nie je potrebnd amplifikdcia templatu umozZiuje
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zachovanie epigenetickych modifikécii templéatu, ¢i uz na DNA alebo RNA. Nevyhodou je
pomerne vysoka chybovost, priCom sa chyby preferencne vyskytuju na rovnakym miestach

(napr. oblasti bohaté na GC), teda nie je mozné znizit’ chybovost’ hlbSim pokrytim.

1.6.3 Syntetické dlhé Citania

Sekvenaény pristup je zaloZzeny na systéme priradenia ciarovych kdédov k asociovanym
fragmentom. Templat sa fragmentuje na dlhé useky (> 100 kb). Nasledne su tieto fragmenty
od seba oddelené, napr. v mikrotitracnej platnicke (Illumina) alebo v emulznych kvapkéch (10x
Genomics). V kazdom oddieli je templat fragmentovany na kratke useky a ku kazdému
fragmentu je priradeny rovnaky ciarovy kod. Nasledne su kratke fragmenty sekvenované
metédou NGS. Pri skladani ¢itani umoznuje Ciarovy kod k sebe priradit’ Citania, ktoré
pochadzaju z pdvodného rovnako dlhého fragmentu (Obrazok 1.16). Tento pristup umozituje
lepSie pokrytie repetitivnych alebo komplikovanych regionov aj pomocou sekvenacnych

pristupov generujucich kratSie Citania.
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Obrazok 1.16 Sekvenacné metody produkujuce syntetické dlhé Citania. a) Illumina. Genomicka
DNA je fragmentovana na useky dlhé 8 — 10 kb. Nasledne su redistribuované do mikrotitracnej
platnicky, kde je v kazdej jamke priblizne 3000 fragmentov. Kazdy fragment v platnicke je postiepeny
na useky dlhé 350 bp a fragmentom z rovnakej jamky je ligovany rovnaky kod. Nasledne mozu byt
fragmenty zmieSané dokopy a pokracuje sa so Standardnym sekvenovanim produkujucim kratke Citania.
b) 10x Genomics. Fragmenty DNA su rozdelené do micel, ktoré obsahuju gélové gul'dcky s adaptérmi
a sekvenciami kodov. V micelach dojde k amplifikacii kratSich usekov z pdvodného dlhsieho vel'kého
fragmentu. Vsetkym fragmentom z jednej micely je pri amplifikacii syntetizovana rovnaka sekvencia
kodu. Po sekvenovani su Citania zarovnané a na zédklade kodu je mozné urcit, ktoré fragmenty boli
v jednej micele (upravené podl'a Metzker 2010; Goodwin a spol., 2016).
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1.6.4 Hybridné sekvenovanie

Nevyhody druhej generacie sekvenovania ako produkcia kratkych Citani a vysoka chybovost’,
¢o je nevyhoda tretej generacie sekvenovania, mézu byt’ eliminované pouZzitim kombindcie
oboch technik sticasne. Takyto pristup je prinosny hlavne pri sekvenovani de novo. Geném je
najprv sekvenovany metddou produkujicou dlhé Citania, ¢im sa umozni poskladanie celého
gendmu, vratane repetitivnych regiénov. Nasledne sa jednotlivé tiseky resekvenuju metodou
produkujucou kratke ¢itania na dosiahnutie vyssej presnosti. V sucasnosti (rok 2023) je tento
pristup stale nakladny, ale vyuzil sa napr. priprojekte Vertebrate Genomes Project (UK

Genome 10k consortium) ¢i pri kompletnom sekvenovani 'udského Y chromozomu.

1.7 Sekvenovanie Stvrtej generacie

Stvrta generacia (4G) prepaja technologiu sekvenovania cez nanopéry so sekvenovanim jednej
molekuly (single molecule sequencing). Oznacuje sa aj ako in situ sekvenovanie a umoziuje
urcit’ identitu nukleotidov priamo vo fixovanych bunkach a tkanivéch.

Najvicsie rozdiely 4G od predoslych metdéd st moznost sledovat’ priestorovu
distribiciu DNA ¢itani vo vzorkéach, ¢o umozinuje charakterizovat’ heterogenitu tkaniv (ako
napr. nadorov), a zdroven moze byt sicasne analyzovany vysoky pocet buniek. T4to metodika
(samostatna analyza kazdej bunky) je vSak technicky aj informaticky naroc¢na. Cielené in situ
sekvenovanie by mohlo byt vyuZité na validaciu biomarkerov priamo vo vzorke a WGS (alebo
WES) pristupy by sa mohli vyuzZivat' na vytvorenie molekularnych profilov pre jednotlivé

tkaniva a ochorenia.



Literatura

Delahaye, C., & Nicolas, J. (2021). Sequencing DNA with nanopores: Troubles and biases. *PLoS
One*, *16*(9), e0257521. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0257521

van Dijk, Erwin L., et al. “Genomics in the Long-Read Sequencing Era.” *Trends in Genetics:
TIG*, vol. 39, no. 9, 2023, pp. 649-671. doi:10.1016/j.tig.2023.04.006.

Franga, L. T. C., Carrilho, E., & Kist, T. B. L. (2002). A review of DNA sequencing techniques.
*Quarterly Reviews of Biophysics*, *¥35%(2), 169-200.
https://doi.org/10.1017/S0033583502003797

Flusberg, Benjamin A., et al. “Direct Detection of DNA Methylation During Single-Molecule,
Real-Time Sequencing.”  *Nature Methods*, wvol. 7, mno. 6, 2010, p. 461.
doi:10.1038/NMETH.1459.

Garalde, Daniel R., et al. “Highly Parallel Direct RNA Sequencing on an Array of Nanopores.”
*Nature Methods*, vol. 15, no. 3, 2018, pp. 201-206. doi:10.1038/nmeth.4577.

Goodwin, S., McPherson, J. D., & McCombie, W. R. (2016). Coming of age: Ten years of next-
generation sequencing technologies. *Nature Reviews Genetics*, *17%(6), 333-351.
https://doi.org/10.1038/nrg.2016.49

Green, Robert C., et al. “ACMG Recommendations for Reporting of Incidental Findings in
Clinical Exome and Genome Sequencing.” *Genetics in Medicine*, vol. 15, no. 7, 2013, pp. 565-
574. doi:10.1038/GIM.2013.73.

Hutchison, C. A. (2007). DNA sequencing: Bench to bedside and beyond. *Nucleic Acids
Research*, *35%(19), 6227-6237. https://doi.org/10.1093/nar/gkm688

Ke, R., Mignardi, M., Hauling, T., & Nilsson, M. (2016). Fourth generation of next-generation
sequencing technologies: Promise and consequences. *Human Mutation*, *37*(12), 1363-1377.
https://doi.org/10.1002/humu.23051

Koepfli, Klaus Peter, et al. “The Genome 10K Project: A Way Forward.” *Annual Review of
Animal Biosciences*, vol. 3, 2015, p. 57. doi:10.1146/ANNUREV-ANIMAL-090414-014900.

Kumar, K. R., Cowley, M. J., & Davis, R. L. (2019). Next-generation sequencing and emerging
technologies. *Seminars in  Thrombosis and  Hemostasis*,  *45%(6), 661-673.
https://doi.org/10.1055/s-0039-1688446

Larson, Nicholas Bradley, et al. “A Clinician's Guide to Bioinformatics for Next-Generation
Sequencing.” *Journal of Thoracic Oncology: Official Publication of the International
Association for the Study of Lung Cancer*, vol. 18, no. 2, 2023, pp. 143-157.
d0i:10.1016/j.jth0.2022.11.006.

Ledergerber, Christian, and Christophe Dessimoz. “Base-Calling for Next-Generation
Sequencing Platforms.” *Briefings in Bioinformatics®*, vol. 12, no. 5, 2011, p. 489.
doi:10.1093/BIB/BBQ077.

Levy, S. E., & Myers, R. M. (2016). Advancements in next-generation sequencing. *Annual
Review of Genomics and Human Genetics®*, *17*, 95-115. https://doi.org/10.1146/annurev-
genom-083115-022413

Mamanova, Lira, et al. “Target-Enrichment Strategies for Next-Generation Sequencing.” *Nature
Methods*, vol. 7, no. 2, 2010, pp. 111-118. doi:10.1038/nmeth.1419.

Mardis, E. R. (2008). Next-generation DNA sequencing methods. *Annual Review of Genomics
and Human Genetics*, *9*(1), 387-402.
https://doi.org/10.1146/annurev.genom.9.081307.164359

42


https://doi.org/10.1017/S0033583502003797
https://doi.org/10.1038/nrg.2016.49
https://doi.org/10.1002/humu.23051
https://doi.org/10.1055/s-0039-1688446
https://doi.org/10.1146/annurev-genom-083115-022413
https://doi.org/10.1146/annurev-genom-083115-022413

McCombie, W. R., McPherson, J. D., & Mardis, E. R. (2019). Next-generation sequencing
technologies. *Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine*, *O*(11).
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a036798

Metzker, M. L. (2010). Sequencing technologies—the next generation. *Nature Reviews
Genetics*, *11*(1), 31-46. https://doi.org/10.1038/nrg2626

Morganti, Stefania, et al. “Next Generation Sequencing (NGS): A Revolutionary Technology in
Pharmacogenomics and Personalized Medicine in Cancer.” *Advances in Experimental Medicine
and Biology*, vol. 1168, 2019, pp. 9-30. doi:10.1007/978-3-030-24100-1 2/COVER.

Pervez, M. T., Hasnain, M. J. U., Abbas, S. H., Moustafa, M. F., Aslam, N., & Shah, S. S. M.
(2022). A comprehensive review of performance of next-generation sequencing platforms.
*BioMed Research International™®, *2022*, 3457806. https://doi.org/10.1155/2022/3457806

ER)

Pugh, Jonathan. “The Current State of Nanopore Sequencing.” *Methods in Molecular Biology

(Clifton, N.J.)*, vol. 2632, 2023, pp. 3-14. doi:10.1007/978-1-0716-2996-3 1.

Raine, A., Liljedahl, U., & Nordlund, J. (2018). Data quality of whole genome bisulfite
sequencing on [Mlumina platforms. *PLoS One*, *13%(4), e0195972.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195972

Rodriguez, Raphaél, and Yamuna Krishnan. “The Chemistry of Next-Generation Sequencing.”
*Nature Biotechnology*, vol. 41, no. 12, 2023, pp. 1709-1715. doi:10.1038/s41587-023-01986-
3.

Slatko, Barton E., Andrew F. Gardner, and Frederick M. Ausubel. “Overview of Next Generation
Sequencing Technologies.” *Current Protocols in Molecular Biology*, vol. 122, no. 1, 2018,
€59. doi:10.1002/CPMB.59.

Smith, H. O. (1979). Nucleotide sequence specificity of restriction endonucleases. *Science*,
*205*(4402), 455-462. https://doi.org/10.1126/science.377492

Venter, C. J., Adams, M. D., Myers, E. W, et al. (2001). The sequence of the human genome.
*Science*, *¥*291*(5507), 1304—1351. https://doi.org/10.1126/science.1058040

Voelkerding, K. V., Dames, S. A., & Durtschi, J. D. (2009). Next-generation sequencing: From
basic research to diagnostics. *Clinical Chemistry*, *55%(4), 641-658.
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112789

Warburton, Peter E., and Robert P. Sebra. “Long-Read DNA Sequencing: Recent Advances and
Remaining Challenges.” *Annual Review of Genomics and Human Genetics*, vol. 24, 2023, pp.
109-132. doi:10.1146/annurev-genom-101722-103045.

Zhang, J., Chiodini, R., Badr, A., & Zhang, G. (2011). The impact of next-generation sequencing
on genomics. *Journal of Genetics and Genomics¥*, *38%*(3), 95-109.
https://doi.org/10.1016/j.jgg.2011.

43


https://doi.org/10.1038/nrg2626
https://doi.org/10.1155/2022/3457806
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195972
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112789

2 Metody analyzy nukleovych kyselin zaloZené na sekvenovani

(Petra Prisc¢akova)

Analytické metddy Stadia Struktary a modifikdcii DNA zalozené na sekvenovani sa daju

rozdelit’ do zédkladnych kategorii podl'a predmetu ich zadujmu. Patri sem:

e sckvenovanie DNA (DNA-seq)
o denovo
o resekvenovanie
o cielené sekvenovanie (angl. targeted sequencing)
e RNA sekvenovanie (RNA-seq) s cielom skriningu mutécii, analyzy transkriptomu alebo
alternativneho splicingu
e sekvenovanie nukleovej kyseliny z jednej bunky
e ChIP sekvenovanie (ChlP-seq) — identifikacia:
o metylovanych regionov (methyl-seq)
o vizobnych miest pre transkripéné faktory
o distribucie nukleozomov

e identifikdcia hypersenzitivnych miest pre DNdzu I (angl. DNase-seq)

2.1 Sekvenovanie DNA

Cielom sekvenovania je urCit’ poradie nukleotidov v sekvenciit DNA. Skimat’ je mozné cely
gendm (celogenomové sekvenovanie) alebo len regiony, ktoré st relevantné
pre experiment/diagnostiku (cielené sekvenovanie). V pripade, Ze organizmus nebol pred tym
sekvenovany, hovorime o de novo sekvenovani. Ak je dostupny referenény geném, jednotlivé

useky sa resekvenuju a porovnavaji uz so znamymi sekvenciami.

2.1.1 Cielené sekvenovanie

NGS pristupy sa v klinickej praxi vyuzivaji na zachyt germindlnych (dedi¢nych) aj
somatickych genetickych variantov. Pri dedi¢nych ochoreniach, a teda detekcii germinalnych
mutdcii, sa pouzivaju panely génov (relevantnych pre dané ochorenie), celoexozémové alebo
celogenomové sekvenovanie, resp. sekvenovanie mitochondridlnej DNA pri podozreni

na mitochondridlne ochorenie. Je pravda, Ze pociatocné ndklady na sekvenovanie celého



l'udského gendmu s ubiehajiicim ¢asom neustéle klesaji®, pre rutinné sekvenovanie je suma
stale pomerne vysoka. Preto je vhodnym rieSenim prave cielené sekvenovanie len relevantnej
Casti genomu (ako panely génov alebo WES). V pripade, Ze je potrebné preukdzatelne
identifikovat’ geneticky variant v genome, je dolezité zvolit’ dostatocné pokrytie, ktoré umozni
spravne a kompletné poskladanie regiénov, napriek dostupnosti len kratkych Ccitani
produkovanych metédami NGS. V sucasnosti je pri celogenomovom sekvenovani odporicané
30 az 50-nasobné, pri WES 80 az 100-nasobné pokrytie. Vo vSeobecnosti optimalne pokrytie
zavisi od pouzitej sekvenadnej metody, velkosti gendmu, dizky &itani a poétu ¢itani a d4 sa
odhadnut pomocou Landerovej — Watermanovej rovnice®.

Panely génov su navrhnuté pre Siroké spektrum ochoreni, ako st imunodeficiencie,
syndromy zlyhania kostnej drene, slepota, hluchota, mitochodnridlne ochorenia, rendlne
ochorenia, neurologické ochorenia, ochorenia spojivovych tkaniv, kardyomyopatie
a onkologické ochorenia, ale aj pre gény suvisiace s odpoved’ou na urcité lie¢ivo a jeho
metabolizovanie. Panel génov je vicSinou v klinickej praxi prva volba, ak je panel
neinformativny, pristupuje sa k WES. Pri WES testovani moZe byt analyzované nielen diet’a
ale aj jeho rodicia pre spravnu interpretaciu detegovanych variantov.

Panely génov pre onkologické ochorenia mézu byt navrhnuté r6zne. Mézu mat’ Siroky
zéber a zahfiat kandidatne gény pre solidne nddory, ale aj hematologické malignity, alebo
modzu byt zamerané len na konkrétnu malignitu a jej prognézu. Gény v paneloch sa moézu
sekvenovat’ celé alebo len vybrané regiony, tzv. hotspot regiony. O obsahu a zamerani panelu,
jeho uzito€nosti pre konkrétny pripad, je potrebné byt oboznameny pred jeho pouZzitim.

NGS techniky sa vyuzivaju aj v prenatdlnej diagnostike na analyzu volnej fetalnej
DNA, pri genotypizacii 'udskych leukocytovych antigénoch (HLA), analyze mikrobiému ¢i
vo farmakogenetike. Tekuta biopsia sa postupne stava klinickym néstrojom. Pri tekutej biopsii
sa v krvi analyzuje DNA uvolnend z tumoru (ctDNA, tumor-derived cell-free DNA). Sluzi
na skrining alebo diagnostiku onkologického ochorenia, monitorovanie progresu alebo relapsu
ochorenia, ¢i sledovanie reakcie na terapiu. Analyza ctDNA ma najvac¢Sie uplatnenie
pri pacientoch s metastatickych rozsevom, kde je nedostatok tkaniva na testovanie a opakované

biopsie by boli asociované so zvySenou morbiditou a mortalitou. Tekuta biopsia ma velky

%V 2022 NHGRI (National Human Genome Research Institute) uviedol, Ze cena sekvenovania l'udského genému
pri 30-nasobnom pokryti je menej ako 1000 dolarov.

6 C = LN/G, C — pokrytie, G — velkost genomu, L — dizka ¢&itani, N — pocet &itani.



potencidl v klinickej praxi, avSak pre generalizovanu uplatnitelnost’ st potrebné este dodatocné
Studie.

Na zachyt relevantnych oblasti z genomu, ktoré maji byt sekvenované sa pouzivaja
techniky obohatenia (angl. enrichment techniques). NajpouzivanejSie si PCR (uniplex —
zachyt jedného amplikonu, multiplex — zachyt desiatok amplikénov, kvapockova PCR a iné
modifikacie PCR umoziujuce zachyt tisicov amplikonov), pouzitie molekularnych inverznych
prob, zachytenie cielovych sekvencii na pevnych nosicoch alebo mikrogul'6c¢kach. PCR su
vhodné pri sekvenovani mens$ich regiénov, zachyt na 'ubovol'nom nosi¢i zase pri vac¢sich
genomickych regionoch.

Slovenské pracoviska klinickej genetiky sa zaoberaju Sirokym spektrom genetickych
ochoreni, ¢i uz v ramci onkogenetiky, dedi¢nych geneticky podmienenych ochoreni,
farmakogenetiky ¢i prenatalnej diagnostiky. VyuZzivaju pritom metody prvej aj druhej generacie
sekvenovania, ale aj mikroCipové pristupy a cytologické metddy. Zoznam vybranych pracovisk

so zameranim a odkazom na zoznam vySetreni je v Tabul’ke 2.1, ktor4 je na konci kapitoly 2.

2.1.2 SNaPshot genotypizacia

SNaPshot genotypizacia umoziiuje sicasné urcenie genotypov viacerych definovanych SNP
reakciou v jednej skimavke.

SNP 1 SNP 2 SNP 3
alelal Wl g LUl LLLLUL T A0 Luudiil) e Lill

alela2 LLILALLLL LLLLLL c LUl LLLLLELL c LLLL

extenzia primeru
o jeden ddNTP

cun [MMe.. TMMS..
M., TS, DS

kapilarna elektroforeza

Ah N

velkost fragmentu

multiplexna PCR l

intenzita
fluorescencie

Obrazok 2.1 Princip SNaPshot genotypizacie. SNP — jednonukleotidovy polymorfizmus, ddNTP —
dideoxynukleotid (Pri§¢akova, vytvorené v Biorender.com)
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Prvym krokom je amplifikacia fragmentu, ktory obsahuje dané SNP. Purifikované
fragmenty su pouzité ako templaty, su k nim pridané 7aq polymeraza, fluorescen¢ne znacené
ddNTP a primery nasadajuce blizko analyzovanych SNP. V jednej reakcii je mozné pouzit’ az
desat’ r6znych primerov, a teda detegovat’ desat’ roznych SNP. Primery sa od seba navzajom
lisia dizkou a pre kazdy analyzovany SNP vznikne fragment rozdielnej dizky. Primery sa
predizia len ojedno ddNTP na 3'konci. Nasledne sa vzniknuté fragmenty analyzuju

v genetickom analyzatore, kde je urcena identita zaradeného ddNTP (Obrazok 2.1).

2.2 RNA sekvenovanie

RNA sekvenovanie umoziuje profilizaciu transkriptomu pomocou masivnych sekvenaénych
technologii.

Pojem transkriptom zahffia kompletny obsah transkriptov v bunke. Pochopenie
transkriptému je esencialne pre interpretdciu funkénych elementov v gendome a odhalenie
molekularnych zloziek buniek, tkaniv ¢i podstaty chorob. Hlavnym cielom analyzy je
katalogizacia vSetkych druhov transkriptov (mRNA, nekodujuce RNA, small RNA,
miRNA, ...), determinovat’ transkripcnu Strukturu génov (z hl'adiska Startu transkripcie, 5" a 3”
konca, splicingu, post-transkripénych modifikécii), kvantifikovat’ zmeny Grovne expresie pocas
vyvinu a vplyvom rozliénych podmienok, identifikovat’ génové fuzie. Transkriptom je omnoho
dynamickejsi ako genomicka DNA, hlavne v dosledku diferenciacie buniek, takze napr. bunky
jedného organizmu z r6znych tkaniv maja odlisné transkriptomy.

Vo vSeobecnosti existuju dva pristupy k analyze transkriptomu - zaloZené
na hybridizacii (mikrocipy, angl. microarrays) alebo na sekvenovani (Obrazok 2.2). Viacero
metod uz bolo vyuzivanych pred NGS pri ur€eni cDNA ako napr. SAGE (serial analysis of
gene expression), MPSS (massively parallel signature sequencing) a CAGE (cap analysis gene
expression), alebo aj metddy zalozené na drahSom Sangerovom sekvenovani. Vyhoda
sekvenacnych metdd spociva v priamom urcovani sekvencii cDNA, nie prostrednictvom
hybridizacie s navrhnutymi probami.

Prvym krokom je konverzia populdcie RNA reverznou transkriptizou na cDNA
fragmenty. Zaroven sa liguji adaptéry k jednému alebo obom koncom molekuly. Na kazdom
fragmente st nésledne sekvenované kratke iseky z jedného (single-end) alebo oboch koncov
(pair-end). Tieto Citania mo6zu byt dlhé 30 — 400 bp v zavislosti od pouzitej sekvenacnej
technologie. Ziskané sekvencie mézu byt usporiadané podla referenéného genomu ¢i

transkriptu, alebo poskladané de novo. Ked'ze sa pracuje s transkriptom, ktory presiel post-



translaénymi upravami, ako je splicing, vo fragmentoch sa nenachadzaju intrénové sekvencie.

Vysledkom je vytvorenie transkripénej mapy.

@ izolacia RNA fragmentacia RNA konverzia RNA fragmentov
na menSie Useky do cDNA

TrrrpecerrOT
%W i

@ Ligacia sekvenaénych primerov a @ NGS sekenovanie @ mapovanie citani do genému /
amplifikacia transkriptému

intron

Obrazok 2.2 RNA sekvenovanie. NGS — masivne paralelné sekvenovanie (Pris¢akova, vytvorené
v Biorender.com).

MLLLLJ.U.LJ.J.J.J.J.

Na obrazku 2.2 je zobrazeny typicky experiment RNA sekvenovania. Vysledné ¢itania
st zarovnané a klasifikované do troch kategoérii: exon-intrébnové spojenia, exony a poly(A)
konce. Sekvenovanie je alternativnou metédou k mikro¢ipom a poskytuje voci nim aj urcité

vyhody:

e mozeme detegovat’ aj regiony, ku ktorym nepozname koreSpondujicu genomicku
sekvenciu (vyhodna vlastnost’ napriklad pri nemodelovych organizmoch, regionoch,
ktoré st minimalne prestudované),

e identifikdcia genetickych variantov (SNV, inzercie/delécie (indel), transkripcné
izoformy, chimerické génové fuzie) v transkribovanych regioénoch,

e moznost zachytenie Sir§icho rozpitia intenzity génovej expresie’.

Hoci bolo dokazané, ze korelacia nie je az taka vysoka medzi mnozstvom mRNA a stvisiacimi proteinmi (kvoli
post-transkripnym regulaciam ako je RNA interferencia), meranie mnozstva mRNA je stale uzitocné pri urCeni
ako je transkripcia urcitych génov ovplyvnena externymi signalmi, alebo ako sa bunky od seba liSia v zdravom

a abnormalnom stave.
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Niektoré sekvenacéné pristupy (sekvenovanie cez nanopory, SMRT) zachytia aj
epigenetické modifikacie baz RNA. Uplatnenie RNA-seq je takisto v diagnostike pre detekcii
infekénych ochoreni sposobenych RNA virusmi. V klinickych stidiach sa ukazal prinos
kombinacie DNA a RNA analyz pri urovani vyznamnosti variantov a ich dopad na génovu
expresiu.

Nevyhodou tejto metddy je jej cena oproti mikroCipom. V pripade, Ze mikrocip je uz
navrhnuty pre organizmus pouzity v experimente, sekvenovanie je financne narocnejsie.
Dal§im obmedzenim st vysoko poéetné transkripty (napr. house-keeping gény), ktoré tvoria
znaénu Cast’ sekvenovanych dat. V typickej vzorke je az 75 % transkriptov produktom len 5 %
Studovanych génov.

Tiez je dolezit¢ si uvedomit, Ze génova expresia je tkanivovo Specifickd a Casovo
zavisla (v akom ontogenetickom S$tddiu sa organizmus nachddza), ¢o treba brat’ do tvahy

pri vyhodnocovani ziskanych informécii.

2.3 Sekvenovanie nukleovych kyselin z jednej bunky

Tkanivd maju komplexnll organizdciu tvoreni réznymi typmi buniek. Tieto bunky spolu
neustale komunikujt a st regulované Sirokym spektrom vnutornych aj vonkajsich signalov.
Zaroven kazda bunka m4 jedinecny genoém, ktory sa meni s Casom, ale aj vplyvom vonkajSieho
prostredia, Zivotného Stylu, choroby alebo lieCbou, ateda dochadza k heterogenite buniek
v jednej vzorke (napr. v tkanive ale aj vo vzorke nddorového tkaniva). Aby sme dokazali lepSie
porozumiet’ fyziologickym aj patologickym aspektom tkaniv je potrebné tieto Struktary
komplexne analyzovat’ ako jednotlivé bunky. V pripade sekvenovania sa tento pristup nazyva
sekvenovanie nukleovych Kkyselin z jednej bunky (SCS, single-cell sequencing)
(Obrazok 2.3). SCS umoziiuje aj analyzu buniek, ktoré st v organizme/organoch/tkanive
zastipené v niz§om mnozstve (I'udské oocyty, cirkulujiice nadorové bunky). Velky potencial
ma tento pristup aj v prenatalnej diagnostike ako neinvazivna metéda genetického testovania
fetalnych buniek. V ostatnych rokoch SCS umoznilo klasifikaciu bunkovych subpopulécii,
identifikovat’ vzacne typy buniek, definovat’ bunkové linie, ziskat' nové biologické poznatky

o kompozicii tkaniv, sledovat’ dynamiku transkripcie a regulacné siete roznych génov.



bunkova kompozicia odobratej
vzorky

I ®

e o ®
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@ expresné profily jednotlivych buniek @ klastrovanie a identifikacia bunkovych typov
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expresny profil 20 :._' o0

® bunkaT ll!l .ll_. N 10 bunkovy typ 1
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Obrazok 2.3 Princip sekvenovania nukleovych kyselin z jednotlivych buniek. FACS — metdda
zalozend na prietokovej cytometrii (fluorescence-activated cell sorting) (Prisc¢akova, vytvorené
v Biorender.com).

2.4 Sekvenovanie fragmentov zachytenych chromatinovou
imunoprecipitaciou

V pripade analyzy interakcii proteinov s DNA je casto pouzivana chromatinova
imunoprecipitacia. Jej vysledkom je selekcia fragmentov DNA interagujucich so Studovanym
proteinom (Obrazok 2.4). Analyza takto ziskanej DNA moéze prebehnut’ pomocou mikrocipov
(ChIP-on-ChIP) alebo novs§im postupom, o je sekvenovanie NGS platformami. Cielom je
analyza gendmovej organizacie, ¢o zahfiia urcenie distribucie nukleozomov, vizobnych miest
pre transkripné faktory, lokalizadcia metylovanych miest na histonoch a DNA. Nésledne sa
zo ziskanych informacii d4 dedukovat’ ich moZny vplyv na génovll expresiu a objasnit’

mechanizmy jej regulécie.
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sekvenaéna kniZnica -.GTTCCTTCAGCATTTGCAGCGT.... motiv 1 motiv 2

Obrazok 2.4 Princip sekvenovania DNA fragmentov zachytenych chromatinovou

imunoprecipitaciou (Pris¢akova, vytvorené v Biorender.com)

2.4.1 Profilizacia histonovych modifikacii
Histonové modifikacie, ktorymi sa zaoberd vedny odbor epigenetika, ovplyviiuju expresiu
génov. Tieto zmeny vSak neprebiehaju na Grovni primarnej genetickej informacie — nie su

spdsobené zmenami v poradi nukleotidov. V principe mdéze dochadzat’ k:

e metylacii (v mieste lyzinovych zvyskov),
e acetylacii,

e fosforylacii,

e ubikvitinacii histonov.

Pri identifikacii konkrétnej histonovej modifikacie v ur€itom regione DNA sa pouZiva
chromatinova imunoprecipitacia (Ch/P). Genomicka DNA je rozStiepena pouzitim sonikacie
alebo nukledz, pouzitie metddy zavisi od ciel'a experimentu. V oboch pripadoch je cielom
izolacia komplexov proteinu a DNA, ktoré sa stabilizuji pdsobenim formaldehydu.
Navrhnutim protilatky, napr. vo¢i histonovej modifikacii, je mozné tieto komplexy zachytit’.
Nasleduje proteolyza histonov a purifikacia DNA, ktora je s nimi asociovana. Z takto ziskanych

fragmentov sa pripravi kniznica vhodna na sekvenovanie.
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NajvyuzivanejSou platformou pri mapovani histonovych modifikacidch je Illumina

Genome Analyzer.

2.4.2 Profilizacia DNA metylacie

DNA metylacia je reverzibilna modifikacia takmer vylu¢ne cytozinu metyltransferazou. Patri
medzi epigenetické modifikacie u mnohobunkovych organizmov.

Na rozdiel od urCovania metylacie histonov, pri DNA bolo vyvinutych niekol'ko
pristupov vyuzivajucich platformy NGS. Zjednodusene by sa metody dali rozdelit

do nasledovnych kategorii:

e spoliehajuce sa na enzymaticku restrikciu v zavislosti od metylacie,
e techniky obohatenia metylovanej DNA (angl. methyl-DNA enrichment — MeDIP-Seq,

MBD-seq),

e priama hydrogénsiri¢itanova konverzia.

MeDIP-Seq je sekvenovanie metylovanej DNA  selektovanej pomocou
imunoprecipitacie. Protilatky v tejto technike su navrhnuté voc¢i metylcytozinu. Prvym krokom
je extrakcia a purifikdcia genomickej DNA z bunky a nésledne jej fragmentacia pomocou
sonikacie. Fragmenty su denaturované a inkubované s monoklondlnymi protilatkami anti-5SmC
(5-metyl cytozin). Na vychytanie komplexov je mozné pouZit’ magnetické gulicky konjugované
s proteinom, ktory sa viaze s anti-SmC.

Podobnou metdodou je aj MBD-seq, teda sekvenovanie metylovanych vézobnych
domén. Rozdiel je v pouzitych magnetickych gulickéach, ktoré nesu proteiny MECP2 alebo
MBD?2. Tieto proteiny zachytavajii metylovany cytozin. Vyhoda vo¢i MeDIP-Seq spociva
v pouziti réznych koncentracii soli v $tadiu, ked’ uz su komplexy DNA-protein zachytené.
Vdaka tomuto kroku sa daju odlisit’ slabo metylované fragmenty od mierne az husto
metylovanych usekov (ako su napriklad CpG ostrovy), pretoZze sa odmyvaju pri réznych
koncentraciach soli. MozZnost’ selekcie intenzity metylacie poskytuje potencidlne znizenie
nakladov na sekvenovanie.

Metoda zalozend na hydrogénsiriCitanove] konverzii vyuziva deaminaciu cytozinu
na uracil posobenim hydrogénsiri¢itanu, zatial ¢o metylcytozin (mC) sa jeho pdsobenim
nemodifikuje. Ztoho vyplyva mozZnost' rozoznat mC od C, pretoZze v nasledovnom

sekvenovani je cytozin zobrazovany ako tymin a metylcytozin ako cytozin.



Tabul’ka 2.1 Zoznam vybranych slovenskych pracovisk so zameranim na klinickd genetiku

PRACOVISKO

ODBORNE ZAMERANIE

ODKAZ NA ZOZNAM
VYSETRENI

Klinika lekérske;j
genetiky SZU a UNB,
Bratislava

klinicka genetika, prenatalna
geneticka diagnostika, klinicka

onkogenetika

https://www.unb.sk/klinika-

lekarskej-genetiky-szu-a-unb/

Oddelenie lekarskej
genetiky, Onkologicky
ustav sv. Alzbety,

Bratislava

klinicka onkogenetika, molekularna

onkogenetika

http://www.ousa.sk/ img/Documen

ts/laboratorne sluzby.pdf

Ambulancia a
laboratérium lekarske;
genetiky, Unilabs

Slovensko, s. r. 0.

klinicka genetika, klinicka

onkogenetika, cytogenetika

https://www.unilabs.sk/genetika/ka

talog-vysetreni?sort=alph

GENEXPRESS s.r.0.

Bratislava

molekularna genetika

https://genexpress.sk/zoznam-

vysetreni

MedGene s. r. 0.,

molekularna genetika

www.medgene.eu

Bratislava
klinicka genetika, onkogenetika, https://www.medirex.sk/lekar/odbo
MEDIREX, a.s. i ) ] _
cytogenetika, molekularna genetika | rnosti/genetika
Oddelenie lekarskej
. klinicka onkogenetika, )
genetiky Narodného http://www.nou.sk/oddelenie-

onkologického ustavu,

Bratislava

onkocytogenetika, molekularna

onkogenetika

lekarskej-genetiky

Cytopathos, s.r.o.

molekulova genetika, onkogenetika

https://www.cytopathos.sk/sk/sluzb

y/molekularna-
genetika/diagnostika/

GHC GENETICS SK,

S.I.o0.

medicinska genomika, molekularna
genetika zriedkavych ochoreni,
klinicka genetika, testy otcovstva,

genografické DNA testy

https://www.ghcgenetics.sk/pre-

odbornikov

Genetické
laborat6rium
PROGENET s.r.o.,

Bratislava

molekularna genetika zriedkavych a
onkologickych ochoreni, klinicka

genetika

https://www.progenet.sk/sk/genetic

ke-vysetrenia
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http://www.ousa.sk/_img/Documents/laboratorne_sluzby.pdf
http://www.ousa.sk/_img/Documents/laboratorne_sluzby.pdf
http://www.medgene.eu/
https://www.medirex.sk/lekar/odbornosti/genetika
https://www.medirex.sk/lekar/odbornosti/genetika
http://www.nou.sk/oddelenie-lekarskej-genetiky
http://www.nou.sk/oddelenie-lekarskej-genetiky
https://www.ghcgenetics.sk/pre-odbornikov
https://www.ghcgenetics.sk/pre-odbornikov
https://www.progenet.sk/sk/geneticke-vysetrenia
https://www.progenet.sk/sk/geneticke-vysetrenia

ODKAZ NA ZOZNAM

PRACOVISKO ODBORNE ZAMERANIE . ,

VYSETRENI
GenVias s.r.o., onkologické genetika, klinické ]

_ http://www.genvias.sk/testy/
Bratislava genetika, molekulova genetika
_ _ o ) https.//fntn.sk/index.php/sk/zdravot
Oddelenie lekarske;j klinicka genetika, prenatalna ] ]
. ) ) ) o ne-pracoviska/vysetrovacie-a-
genetiky FNsP genetickd diagnostika, klinicka ] ]
) liecebne-zlozky/oddelenie-

Trencin onkogenetika

lekarskej-genetiky

GENET, s.r.o. Nitra

klinicka genetika

https://www.poliklinikarazusova.sk

/index.php?page=genet-s-r-o-2

Oddelenie lekarskej
genetiky FNsP Zilina

klinicka genetika, prenatalna

geneticka diagnostika, cytogenetika

https://www.fnspza.sk/lekarska-

genetika/ambulancia-lekarskej-

genetiky

M-Genetik, s.r.o.
Martin

klinicka genetika

Oddelenie lekarske;j
genetiky, Univerzitna

nemocnica Martin

cytogenetika, prenatalna geneticka

diagnostika

https://www.unm.sk/oddelenie-

lekarskej-genetiky#profil-
pracoviska

Oddelenie lekarskej
genetiky FNsP F.D.
Roosevelta, Banska

Bystrica

klinicka genetika, prenatalna

geneticka diagnostika, cytogenetika

https://www.fnspfdr.sk/kliniky-a-

oddelenia/oddelenie-lekarskej-

genetiky/

Ambulancia lekarskej
genetiky, Centrum
prenatalne;j

diagnostiky, s.r.o.

klinicka genetika, reprodukéna
genetika, prenatalna genetika,

onkogenetika

http://genetika-
kosice.sk/?go=vysetrenia

Geneticka ambulancia,
I. klinika deti a
dorastu DFN Kosice

klinicka genetika

https://www.dfnkosice.sk/ambulan

cie-a-centra/ambulancie/genetika/

Oddelenie
laboratornej mediciny
— Pododdelenie
lekarskej genetiky,
Univerzitna
nemocnica L. Pasteura

Kosice

klinicka genetika, prenatalna
geneticka diagnostika, cytogenetika,

molekuldrna diagnostika

https://unlp.sk/oddelenie/oddelenie

-laboratornej-mediciny/
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3 DLudsky genom (Vanda Repiska)

Projekt ,,Cudsky gendém* (Human Genome Project — HGP) bol vyznamnym vedeckym
podujatim so zdmerom zmapovat’ a sekvenovat’ cely I'udsky geném, ¢o predstavuje kompletny
siubor genetickych informacii zakédovanych v nasej DNA. Projekt bol jednym
z najdolezitejSich vedeckych aktivit 20. storo¢ia a sme prvou generaciou l'udstva, ktora bola
pri odhalovani tajomstiev I'udského genomu. Projekt zacal v roku 1990 ako medzinarodna
spolupraca, ktora zahfiiala mnoho krajin a vyskumnych institucii a trval priblizne 13 rokov.
Prvy nécrt I'udského gendému bol zverejneny v roku 2001, takmer konecna verzia bola
publikovand v roku 2003 a projekt bol dokonceny v roku 2022. Precitanie kompletného
genému cloveka vyvolalo mimoriadny zdujem vedeckych kruhov aj verejnosti. Dlho bola
I'udska DNA a jej gény takmer tajomstvom. Predtym ako sa oboznamime s doteraz najvacsim,
najnaro¢nej$im, najdrah$im a najkontroverznejSim projektom v historii bioldgie, musime si
vysvetlit' niektoré pojmy. Pre istotu si zopakujeme aj pojem gén — predstavuje kompletna
sekvenciu nukleovej kyseliny (DNA alebo RNA), ktord nesie informéciu pre syntézu urcité¢ho
produktu (funkénej RNA alebo proteinu). Struktiirne gény st $pecifické sekvencie DNA, ktoré
kéduju proteiny, ktoré su stavebnymi blokmi zivota a zohravaji kl'ucové ulohy v roéznych
biologickych procesoch. Geném je stibor vSetkych génov a nekodujicich sekvencii jedinca,
ktoré predstavujii jeho kompletn genetickl informéciu uloZent v jeho DNA. Usporiadanie
génov v gendme oznacujeme ako Struktiru a organizaciu genému. Gendém nachadzajici sa
v bunkovych organelach (jadro, mitochondrie, chloroplasty) nazyvame bunkovy geném.

Vedna disciplina, ktoré stanovuje, mapuje a analyzuje gendémy sa nazyva genomika.

3.1 Historia projektu ,,Cudsky genom*

Robert Holley uz vroku 1965 sekvenoval gendom pekarskej kvasinky. Myslienka Uplného
desifrovania l'udského gendmu bola prvykrat navrhnuta biomedicinskymi vedcami v polovici
80-tych rokov dvadsiateho storocia, teda par rokov po tom, ako bola v roku 1975 vynajdena
Sangerova metoda sekvenovania DNA. Onedlho po zverejneni sekvenacnej metddy a jej
zavedeni v roznych laboratoriach vo svete bolo mozné v roku 1981 publikovat’ kompletna
sekvenciu 'udskej mitochodridlnej DNA.

Na priprave projektu ,,Cudsky gendm* sa postupne podielalo az dvadsat’styri krajin.
Program zacala koordinovat Organizacia vyskumu ludského gendomu (human genome
organization — HUGO) pod vedenim jedného z najvyznamnejSich genetikov tej doby Victora

A. McKusicka, autora prvého katal6gu monogénovo podmienenych chorob ¢loveka Mendelian



Inheritance in  Man — MIM (v safasnosti Online MIM - OMIM

http://www.omim.org). Po tvodnych diskusidch sa dohodlo, ze Human Genome Project sa

bude realizovat’ postupne v Spojenych Statoch a koordindtorom bude Narodny institat zdravia
(National Institute of Health — NIH). V marci 1988 okrem toho vzniklo Narodné centrum
pre vyskum T'udského gendmu (National Center for Human Genome Research — NCHGR),
ktorého prvym S§éfom bol spoluobjavitel' sekundarnej Struktiry DNA a komplementarity
dusikovych baz James Watson. Po nom Michael Gottesmann a od roku 1993 Francis Collins,
ktory sa podiel’al na identifikovani génov, ktorych genetické zmeny sposobuju cysticku fibrozu,
neurofibromatdzu a Huntingtonovu chorobu. Projekt mal stat’ 3 miliardy dolérov a mal precitat’
3,2 miliardy baz DNA.

Samotna praca na tomto projekte bola naplanovana na 15 rokov a rozbehla sa koncom
roka 1990 sucasne v dvadsiatich vedeckych laboratoriach (USA, Kanada, Velkéd Britania,
Francuzsko, Nemecko, Cina a Japonsko). Pre USA bol tento projekt od zadiatku vedeckou
prioritou a postupne bol podporovany coraz vicSimi finanénymi prostriedkami, ktoré sa
vySplhali az k sume 200 miliéonov dolarov ro¢ne. Predpokladané naklady celého projektu boli
3 miliardy dolérov. Vysledky, teda precitané fragmenty DNA, boli denne zverejiiované
na internete. Prvé roky vsSak nepriniesli o¢akavané vysledky. Sekvenovanie DNA je ako
skladanie puzzle. Vedci musia najprv rozdelit DNA na menSie Casti a potom ich pomocou
sekvenatorov precitat’ a poskladat’ v sprdvnom poradi. DoterajSie néstroje dokéazali naraz
sekvenovat’ iba malé tseky DNA (metdda sekvenovania DNA je podrobnejSie rozobrana
v kapitole 1) Zavedenim automatického sekvenovania sa od roku 1995 zacalo projektu darit’.
Craig Venter spociatku pracoval na projekte ,,Cudsky genom* v NIH, kde nebol prili§ spokojny
ani uzndvany. Preto v roku 1994 zalozil stkromnu biotechnologickt firmu TIGR, v ktorej
za jediny rok precitali kompletny gendm baktérie Hemophilus influenzae.

Informacie ukryté v naSich génoch zacali byt zaujimavé. Nielen vedci, ale aj
podnikatelia si uvedomovali, Ze nové vedomosti maju obrovska hodnotu. Vyvoj novych liekov,
diagnostickych postupov a pristrojov sl'uboval obrovsky profit. To bol dovod, preco C. Venter
v roku 1998 zalozil firmu CELERA a zacal rychlo konkurovat vedcom v NIH. Pouzival
najrychlejSie moderné metodiky sekvenovania (tzv. automatické sekvenovanie) a pocitacové
programy. ESte v tom istom roku dokazali vedci pod jeho vedenim sekvenovat’ cely gendm
hlisty Caenorhabditis elegans. Hlista sice nie je podobna cloveku v Ziadnom smere, avsak jej
genetickd informacia je ndm vel'mi podobnd (35 % génov C. elegans ma homolog v 'udskom
genoéme - homologicky gén u r6znych druhov je zdedeny od spolo¢ného predka. Homologické

gény mozu byt sekvencne podobné, ale zarovein podobné sekvencie nemusia mat’ homologicky



povod.). Vedci najprv rozstrihali DNA na malé fragmenty, potom v nich precitali poradie
dusikovych baz a prekryvajice sa useky poskladali pomocou pocitacovych analyz, tato metdda
sa nazyva shotgun. Rovnakd metoda akd bola pouzitd na sekvenovanie DNA hlisty, bola
pouzita na sekvenovanie 'udského gendému.

Konkurenény boj medzi NIH a Venterom vel'mi urychlil pracu v genetickych centrach.
Po zlozitych diskusiach, do ktorych musel zasahovat aj vtedaj$i americky prezident Bill
Clinton, vedci ohlasili predbezny vysledok na spolo¢nej tlacovej konferencii 26. jina 2000.
Tento den bol oznaceny ako den G, kedy bol nahrubo precitany 'udsky geném. 15. 4. 2003 bol
projekt uspeSne ukonceny. Dokoncili ho za necelych 13 rokov a stal 3,8 miliardy dolarov.
Ovela vécsie néklady, ako boli pouzité na samotny projekt, sluzili na rieSenie etickych
a pravnych problémov a podporu aktivit HGP. V tej dobe sa lekari a biolégovia dostali
k obrovskej databaze idajov, avSak az doteraz maju problémy s interpretaciou ziskanych dat,
ktoré vyplyvaji z komplexnosti genomu. Nedaju sa totiz analyzovat’ len jednotlivé gény a ich
bielkovinové produkty, pretoze sa zistilo, Ze jeden gén moze mat’ viaceré funkcie. V roku 2003
sa precitala vSetka DNA, ktora bola dostupnd. Pouzitd technologia nebola dostatocne dobra
na to, aby sme dokazali precitat’ iplne cely I'udsky gendém.

Uz bolo spomenuté, ze vedci z,,Projektu 'udského gendému® sa prvykrat zapisali
do dejin v roku 2003, kedy sa im podarilo precitat’ az 92 % l'udského gendému. Nasa DNA sa
vSak sklad4 z vysoko repetitivnych sekvencii DNA, ktoré sa t'azko analyzuju. Trvalo d’alSich
20 rokov, kym technologie a algoritmy pokrocili natol'ko, aby sa nam podarilo precitat’,
popripade opravit, zvySnych 8 % nasSho genomu, ktora je tvorena komplexnymi a vel'mi
repetitivnymi oblastami. Vel’ka ¢ast DNA, ktord doposial’ chybala, bola DNA centromér
a telomér. Tieto useky DNA su organizované vel'mi zvlaStnym spdsobom — ide o repeticie,
ktoré spolo¢ne tvoria opakujlice sa jednotky. Segmenty ludského gendému bohaté
na opakovania zvycajne neobsahuju gény, o je d’alSim z ddvodov, pre€o boli tak dlho
nepreskumané. Genetici sa vo velkej miere zamerali na gény a logicky ich zaujimali hlavne tie,
ktoré koduju proteiny. Prekvapivym zistenim bolo, Ze iba nieco vySe 1 % z nasej DNA koduje
proteiny. ZvySnych 99 % DNA sa stale skiima, jej tloha je stale jasnejSia a genetické zmeny
v tychto sekvenciach sa davaji do stivisu so starnutim a karcinogenézou. Vyskumnici sa takmer
dvadsat’ rokov snazili rozlustit' tychto chybajucich 8 %. Nedavno, 31. marca 2022,
medzinarodny tim mladych vedcov potichu zverejnil kompletny Pudsky genéom. V tento deni
bola 'udska DNA tuplne sekvenovand a vyskum sa stru¢ne nazyva T2T (The Telomere to
Telomere Consortium). Konzorcium vzniklo v roku 2018, ked’ sa bioinformatik Adam M.

Phillipy z National Institutes of Health a geneticka Karen Miga z UC Santa Cruz rozhodli



dokoncit’ ,,Projekt I'udsky geném*. Ako uz bolo spomenuté, precitanie zvySku l'udského
gendmu trapilo vedcov dlhé roky kvoli svojej zloZitosti. Prelom umoznila az kombinacia dvoch
metod sekvenovania PacBio Hifi a Oxford Nanopore, z ktorych jedna dokaze s urcitou mierou
chybovosti pre¢itat’ az miliéon baz v DNA naraz, druha sice precita suvisle ,,iba“ 20 000
baz, avSak s presnostou 99,9 % (Presnost’ 99,9 % znamend pravdepodobnost’ nespravneho
uréenia identity bazy 1:1000. Ked'Zze l'udsky genom obsahuje 3 miliardy baz, v ziskanej
sekvencii ziskanej celogendmovym sekvenovanim mozu byt az 3 miliony chyb). Mohli by sme
jednoducho povedat, ze je narocné zlozit' vel'ké mnozstvo malych, Casto sa opakujucich
a na prvy pohl'ad zhodnych dielikov v spravnom poradi, ale ked’ je ale tychto dielikov mélo
a nevadi, Ze s obrovské, ide to ovela jednoduchsie.

Porovnanie kompletnej genetickej informacie od mnozstva I'udi umoziluje lepSie
pochopit’ vyvoj a individualne formovanie sa organizmu. Obrovsky vyznam maju zistenia, ako
sa lisSime nielen od ostatnych I'udi, ale aj od inych biologickych druhov. Tak ako na zaciatku
storocia, tak aj teraz sa benefity nového objavu prejavia predovsetkym v medicine. V suc¢asnosti
sa da analyzovat’ aké genetické odchylky zohravaju tlohu pri prisluSnom ochoreni, a ktoré
varidcie su pre vznik choroby podstatné. Vedci z T2T identifikovali 80 doteraz neobjavenych
génov, ktoré boli skryté medzi repeticiami. Nasli sa nesmierne dolezité gény pre adaptéciu,
ktoré ndm pomadahajl prisposobit’ sa, d’alej gény zodpovedné za imunitna reakciu a gény, ktoré
st vel'mi doleZité z hl'adiska predvidania reakcie na lieky. Zaroven sa da technologia Oxford
Nanopore pouZit’ aj na zmapovanie oblasti, v ktorych sa presne pripajaji komponenty deliaceho
vretienka. Skiumanie tychto sekvencii by mohlo prispiet’ k objasneniu vzniku chromozémovych
aberacii.

Je mimoriadne narocné sekvenovat’ chromozdém Y, pretoze az polovicu jeho sekvencie
tvoria vysoko repetitivne oblasti a dva druhy satelitnej DNA (usek DNA sa opakuje
v extrémnom mnozstve kopii a neobsahuje gény). Velka Cast Y chromozomu je tvorena
amplikonickymi sekvenciami a obsahuje palindrémy (¢itaju sa rovnako z oboch stran), ktoré su
pritomné vo viacerych kopiach. Tym, Ze amplikonické sekvencie maju zvlaStnu a komplexnt
organizaciu, Casto v nich dochédza k preskladaniu. Problém je, Ze obsahuji gény potrebné
pre tvorbu spermii a mutacie v nich (predovsetkym delécie), vedl k porucham spermiogenézy.
Nie je nezvycajné, Ze muzi nad 70 rokov stratia v bielych krvinkach svoj Y chromozom. Ked'ze
je chromozoém Y vel'mi variabilny, tak v rdmci celého 'udského gendmu najviac inverzii DNA
uskutocni prave tu (Inverziou oznacujeme jav, kedy dochédza k tvorbe dvoch zlomov v DNA,
pri¢om sa vySstiepeny segment oto¢i o 180° a znovu sa spoji). Aj poc€as evolicie dochadzalo

k inverziam usekov Y chromozému a nedochadzalo k cCastému crossing overu



s X chromozémom, s vynimkou pseudoautozomélnych oblasti na X a Y chromozome. Ked’ze
si chromozomy X a Y nemdzu vymienat’ genetick informaciu na vicsine useku, tak s na
Y chromozoéme lokalizované gény, ktoré su dolezité pre spermatogenézu. Podobné verzie
chromozému X ako u I'udi st aj medzi 'udoopmi. Mozno ich datovat’ desiatky milionov rokov
dozadu. Chromozom Y sa pocas evolucie dynamicky menil. Y chromozémy l'udoopov st
$truktarne aj obsahom génov iné ako ludské. Simpanzom chyba niekol’ko génov, ktoré Elovek
a gorila maju na chromozéme Y. Sekvenovat’ takuto DNA je mimoriadne narocné a v minulosti
neboli technologie ani algoritmy, ktorymi by sa dal precitat’ cely Y chromozém. Pokrok
umoznili az nové, extrémne rychle technoldgie sekvenovania a algoritmy. V auguste 2023 bol
pridany doposial’ posledny prispevok do projektu ,,Cudsky genom®. Sekvenovanim zvyS$nej
polovice Y chromozému bolo identifikovanych viac ako 30 miliénov parov bdz, priCom este
pred par rokmi nebolo nie¢o také vobec mozné. Dovodom bola spominana zlozita Struktara
chromozému Y.

Vel'mi dolezitou ulohou, ktora vyplyvala z projektu 'udského gendému, bolo vytvorenie
"kontrolnej" sekvencie 'udskej DNA, nazyvanej referencné sekvencia 'udského gendmu. Nie
je to DNA sekvencia jednej osoby. Predstavuje sekvenciu DNA ziskant povodne od niekol’kych
desiatok anonymnych darcov, muzov azien. MozZzeme povedat, ze referencny genom
predstavuje konsenzus genetickej informécie viacerych osdb. Tato povodna sekvencia sa
kontinualne aktualizuje, je digitalizovand a dostupna v gendémovych prehliadacoch, ako
napriklad Genome Data Wiewer, Ensembl a UCSC Genome Browser. V gendmovych
prehliadacoch je mozné vyhladat’ a vizualizovat’ jednotlivé gény a cely gendém. Referencnu
sekvenciu pouZzivaji vedci ako akysi Standard a je Specificky pre kazdy druh. Referenc¢na
sekvencia obsahuje varianty, ktoré by nemali sposobovat’ ochorenia, preto ma vyznam
pri porovnani s pacientskou DNA. Nedd sa vSak tvrdit, Ze existuje bezchybnd kontrolna
sekvencia l'udského gendmu, bez patogénnych variantov a vyskum l'udského gendému stéle
napreduje.

Ak si niekto v budicnosti nechd kompletne precitat’ svoj gendém, vedci budu schopni

identifikovat’ vSetky varianty v jeho DNA, o sa bude dat’ vyuzit’ na lepsi management jeho

zdravotnej starostlivosti. Human Pangenome Reference Consortium a d’alSie iniciativy
vychédzaju z toho, Ze jeden referenény gendom nestaci. Treba prihliadat’ na rozdielnost’ I'udi
z celého sveta, aby sa vytvorila skupina referencnych gendomov. Gendém daného cCloveka
(napriklad pacienta), by sa potom porovnaval s rozdielnostou vSetkych genomov v databaze.
Az potom sa bude dat’ povedat’, o je u jedinca prirodzend geneticka variabilita, a o moze

predstavovat’ genetickil predispoziciu napr. pre ochorenie. Problémom nie je vygenerovat


https://humanpangenome.org/

takéto data, ale ako interpretovat’ rozdiely medzi gendmami. Pokial’ existuje iba jeden
referenény gendm, je to jednoduché. Referenéna DNA sa porovna s DNA pacienta a zisti sa, ¢i
su medzi nimi rozdiely a kde sa nachadzaji. Ovel'a zaujimavejSie bude sledovat’ ako sa tieto
repetitivne sekvencie menia pri vyvine jedinca, s jeho vekom, pri karcinogenéze, aké su
rozdiely medzi rodi¢émi a det'mi, medzidruhové rozdiely a podobne.

Dal§im vyznamnym medznikom v budtcnosti bude rutinné sekvenovanie diploidnych
genomov, ktoré by bolo zrealizované v priebehu par dni, samozrejme bez repetitivnych oblasti.
Takato rychlost astdle =zlepSovanie technoldgii sekvenovania by mohla pomoct
v klinike/klinickej praxi a lekdrom ul'ah¢it’ diagnostiku pacientov pomocou sekvenovania
genému. Kone¢nym snom bude precitat’ kazdy genom, ktory sa vedci pokusia sekvenovat’
od konca po koniec (od teloméry po teloméru) a vSetky pary chromozomov, €ize v pripade

¢loveka diploidny gendm.

3.2 Ciele projektu ,,Cudsky genom*

Ustrednym cielom HGP bolo uréit’ Gplnt sekvenciu Pudského gendmu. To zahfiialo
identifikaciu a mapovanie vSetkych génov, nekddujucich sekvencii a regulaénych prvkov, ktoré
tvoria I'udsktt DNA. Ciel'om projektu bolo identifikovat’ vSetky gény v 'udskom gendéme a urcit’
ich funkcie. Tieto informécie su kl'ai¢ové pre pochopenie toho, ako gény prispievaju k zdraviu,
chorobam a biologickym procesom. HGP sa snazil zmapovat’ genetické varidcie, vratane
jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP, variacie v jednom bazovom pare DNA), v réznych
populaciach. Projekt polozil zaklad pre vyskum genetickej podstaty chor6b a individualnych
rozdielov v reakcidch na lieky. Zaroven HGP pridelila ¢ast’ svojich financii na S$tadium
a rieSenie etickych, pravnych a socialnych problémov vyplyvajiacich z genomického vyskumu.
St to predovSetkym obavy o sukromie, geneticki diskriminiciu (napriklad v prijimani
do zamestnania a v poistovnictve) a informovany sthlas. Projekt mal niekol’ko kI'icovych
cielov:

Stanovenie tplnej sekvencie 'udskej DNA: Snahou HGP bolo urcit’ presnu sekvenciu
3 milidrd bazovych pérov, ktoré tvoria I'udski DNA. Této sekvencia predstavuje vSetky
genetické informacie nevyhnutné pre 'udsky vyvoj a fungovanie. Hlavnym cielom HGP bolo
ziskat' zdkladné informacie tykajuce sa huméannej DNA, ¢o nésledne viedlo k pochopeniu
molekulovej biologie a genetiky ¢loveka a jej ulohy v zdravi a pri chorobach.

Identifikacia vietkych génov Pudskej DNA: Dalsim kl'a¢ovym aspektom projektu

bolo identifikovat’ a lokalizovat’ vSetky gény v 'udskom gendme a vytvorenie genetickej mapy.



Mapovanie genetickych variacii: HGP si dalo za ciel' identifikovat a mapovat’
genetické variacie, vratane SNP. Tieto varidcie mozu mat’ vyznamné dosledky pre nachylnost
jednotlivcov k chorobam a reakcii na lieCbu.

Zalohovanie ziskanych informacii: Dolezité bolo aj uskladnenie obrovského
mnozstva informadcii, ktoré sa ziskali pri rieSeni projektu - vytvorili sa fyzické mapy a
pocitatové databazy.

Etické, pravne a spolocenské aspekty: Projekt uznal potrebu riesit’ etické, pravne,
socidlne a spoloCenské dosledky vyskumu gendému, vratane ochrany osobnych udajov,
diskriminacie a informovaného suhlasu. Zriadili sa programy na Studium a rieSenie tychto

otazok.

3.3 Vysledky projektu ,,LCudsky genom*

3.3.1 Vedecké vysledky vyplyvajtice z projektu ,,Cudsky gen6m”

Projekt Human Genome Project poskytol neocenitelné poznatky o genetike a genomike, ale
zaroven zdoraznil doleZitost rieSenia etickych a socialnych problémov spojenych s pouzivanim
genetickych informécii, o je nevyhnutné na to, aby sme sa zodpovedne orientovali v zloZitosti
genomickej vedy. Momentalne uz vieme zhodnotit’ obrovsky prinos HGP pri vyvoji metdd
molekulovej biologie, konstrukcii genetickych a fyzickych map, tvorbe rekombinantnych DNA
molekul, vytvarani DNA databaz, v bioinformatike, v diagnostike nddorovych, monogénovych
chorob a hl'adani genetickych predispozicii pre urcité choroby na irovni DNA. Nemaly vyznam
je spojeny s vyrobou novych liekov (predovsetkym antibiotik) a s personalizovanou medicinou.

Vysledky projektu st poskytnuté verejnym databdzam, preto méZeme hovorit’, Ze je to
"vyznamny dar celému [ludstvu". NajdolezitejSia elektronickd databdza je GenBank
spravovana Narodnym centrom pre biotechnologické informacie (NCBI) pri Narodnom tUstave

zdravia (NIH) v USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Po zverejneni hrubej sekvencie gendmu bolo kompletne identifikovanych 11 000 génov.
Dalsie tisicky sa predpovedali na zaklade pocitatovych analyz sekvencii a pomocou analyz
CpG ostroveéekov (oblasti 200 - 500 bp DNA s vysokym zastiipenim cytozinu a guaninu), ktoré
sa nachadzaju v promotorovych oblastiach génov, a preto predpovedaji pritomnost’ génu.

Najvacsim objavom vyplyvajicim z projektu HGP bolo zistenie, Ze ¢lovek nema
dovtedy predpokladanych 80 - 100 tisic génov, ale len asi 20 - 25 tisic. V auguste roku 2023 sa

pocet kodujucich génov cCloveka odhadoval na eSte nizs§i pocet, presne na 19 831

(http://www.esembl.org/Homo sapiens/Location/Genome).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.esembl.org/Homo%20sapiens/Location/Genome

Pre porovnanie maly, uz spominany ¢erv Caenorhabditis elegans, ma 20 tisic génov a
vagsina cicavcov ich ma tol’ko ako &lovek. Struktara a funkcia velkej va¢§iny génov zvierat je
totoznd s funkciou a Struktirou analogickych l'udskych génov. Vysvetlenie rozdielu medzi
niz8imi a vys$§imi organizmami a medzi zvieratom a ¢lovekom spociva prave v komplexnosti
genoému. Z 3,2 milidrd bp genémovej DNA je okolo 5 % silne konzervovanych a v porovnani
s inymi zivo¢ichmi vel'mi podobnych, teda ostali pocas evolucie zachované a vacSinou koduju
génovy produkt so zdsadnym vyznamom. Obrovskym prekvapenim bolo, Ze iba priblizne
1,1 % naSej DNA koduje proteiny a menej nez 4 % predstavuju iné konzervované sekvencie

(regulacné sekvencie, RNA gény a proteiny nekodujucu konzervovanu DNA) (Obrazok 3.1).

Jadrovy geném ,»” / Gendom mitochondrie
" Priblizne 3.2 miliard bp [ /
19 831 génov

16.6 kbp

{ / 37 génov

Gény kodujlice 13
polypeptidov

‘ 2 gény pre rRNA 22 génov pre tRNA

Gény a k nim patriace
sekvencie Extragénova DNA

90%

Kédujtiica DNA Nekédujiica DNA Unikatna alebo s malym Mierne alebo vysoko

poctom kopii repetitivna

Intrény,
Pseudogény Fragmenty génov neprekladané
oblasti a iné

Tandemové alebo

zhlukové opakovania Roztrisené opakovania

Obrazok 3.1 Schéma organizacie 'udského genomu

V bunke sa niektoré gény vyskytuju iba v jednej kopii (nazyvaju sa jednokdpiové alebo
unikatne gény). Iné st viackdpiové a vznikli zmnozenim sa v gendme pocas evolucie.
Niektorym mnohokopiovym génom zostala rovnaka funkcia ako jednokopiovym a niektoré
maji podobnu funkciu. Funkéne podobné gény mdzu byt zoskupené na chromozoéme blizko
seba, ale m6zu byt aj roztrasené.

Gény podrla funk¢nosti delime na:
e identické gény (napr. histonové gény, ktorych je asi 86),
e podobné gény (napr. gény pre alfa a beta globin),

e pribuzné gény (napr. sucasti jednej signdlovej drahy).
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Génové rodiny mézu byt

e Kklasické, maju rovnakd sekvenciu v celom géne (napr. histony, globiny),

e kodujice produkty s kratkymi aminokyselinovymi motivmi, maja rovnaky
len kratky DNA motiv, ale v inych oblastiach génu sa liSia (napr. transkripéné
faktory, na DNA sa viaziice domény),

e superrodiny, koduju funkéne pribuzné produkty (napr. imunoglobuliny, HLA).

Okrem génov mame v gendome repetitivne sekvencie, ktoré mézu byt’ zoskupené alebo
roztrasené (viac ucebnica Lekarska bioldgia a genetika 1, kapitola ,,Typy DNA v 'udskom
genome*, https://www.fmed.uniba.sk/pracoviska/teoreticke-ustavy/ustav-lekarskej-biologie-
genetiky-a-klinickej-genetiky-lf-uk-a-un-bratislava/pedagogicka-cinnost/).

Aj v ramci HGP bolo zistené, ze I'udska DNA vykazuje urcité varianty. Zarodo¢né
varianty su pritomné vo vSetkych bunkach tela vratane zarodo¢nych buniek a mozu sa preto
preniest’ na potomstvo. Somatické varianty vznikaju pocas Zivota jedinca v tkanivach inych ako
zarodo¢né bunky, a preto sa do potomstva neprenasaji. De novo mutacie su genetické zmeny,
ktoré sa prvykrat objavili u jedného ¢lena rodiny v désledku varidcie (alebo mutécie)
v zarodocnej bunke (vajicku alebo spermii) jedného z rodiCov, alebo varidcie, ktoré vznikli
v samotnom oplodnenom vajicku pocas skorého embryonalneho vyvoja.

DNA dvoch o0s6b na svete nie je identickd, s vynimkou monozygotnych
(Jjednovajec¢nych) dvojciat. Ale spominané metdédy NGS umoznuju masivne analyzy genémov
a tym sa zistilo, Ze monozygotické dvojicky sa v priemere liSia v 5,2 mutaciach, ktoré vznikli
pocas skorého embryondlneho vyvoja. Zaroven v roznych somatickych bunkach dvojiciek
dochéadza k akumulacii d’alSich mutacii. Uz sme spominali, ze DNA polymorfizmus znamena
existenciu minimalne dvoch variantov v sekvencii DNA so signifikantnou frekvenciou
v l'udskej populécii. DNA polymorfizmy delime podla velkosti (rozsahu) na bodové a na tzv.
hypervariabilné oblasti. Z hl'adiska dopadu na fenotyp ich moZeme delit na normalne
a patogénne. Dohodou odbornej genetickej verejnosti bolo pdvodne ustanovené pravidlo, ze
sa interpersonalne rozdiely v sekvencii dusikovych baz budi nazyvat podla ich frekvencie
(pocetnosti vyskytu) v populacii. Ak sa zmenena sekvencia (alelovy variant) vyskytuje u 1 %
amenej jedincov v populdcii — oznacovala sa pojmom muticia (ndhla zmena sekvencie,
mnozstva alebo usporiadania genetickej informéacie). Ak sa odchylka vyskytovala u viac ako
1 % —nazyvala sa polymorfizmus. To, ¢i ovplyvnila zdravotny stav sa v tomto pripade nebralo
do uvahy.

V stcasnej ére personalizovanej genomiky sa definicia tychto pojmov modifikovala.

Pojmy "mutacia" a "polymorfizmus", ktoré sa vSak Siroko pouzivaja, ¢asto vedu k zmitku



z dovodu nespravnych predpokladov ich patogénnych a benignych tcinkov. Preto sa obidva
vyrazy nahradili vyrazom '"variant". Existuje pat'stupiiovy systém klasifikdcie variantu:
1. patogénny, 2. pravdepodobne patogénny, 3. neisty, 4. pravdepodobne benigny a 5. benigny
variant.

Varianty sa klasifikuji na zaklade ich molekulovo-biologickej podstaty. Celosvetovo
bolo identifikovanych obrovské mnozstvo variantov, ktoré sa ukladaji v databazach
a analyzuju. Pri variantoch sa zist'uje ich kauzalita k prislusSnému ochoreniu a su klasifikované
na zéklade ich potencialneho vplyvu na funkciu génu. Pri klasifikécii sa postupuje podl'a kritérii
American College of Medical Genetics and Genomics.

Patogénne varianty preukdzali jasné vedecké dokazy, ze spOsobuji monogénovo
dedi¢né ochorenie, st teda spojené s vysokym rizikom vzniku ochorenia. V pripade
pravdepodobne patogénnych variantov je vysokéd pravdepodobnost’, Ze spdsobuju ochorenie,
ale molekularno-biologické dokazy nie st az také presvedcivé ako pri patogénnych variantoch.
Klinicky genetik vSak postupuje rovnako ako pri patogénnych variantoch. Varianty neistého
vyznamu sa nedaji jednoznacne interpretovat’ vzhl'adom na asocidciu s ochorenim, nakol'ko
neexistuju dostatocne dokazy ¢i st patogénne alebo benigne. Je vysoko pravdepodobné, Ze
nespdsobia prislusné ochorenia, dokazy nie su jednoznacné ako pri benignych variantoch.
Benigne varianty su dobre preStudované a nemaji Ziadnu vyznamnu stvislost’ s ochorenim, st
teda ako keby neSkodné. Klasifikacia variantov sa neustdle, dynamicky vyvija a niektoré
varianty byvaju preklasifikované. Do uvahy sa d’alej berie mutécia v géne, ktora vedie k strate
funkcie. Variant s niz§ou frekvenciou ako 1% sa povazuje za zriedkavy. Cim ma variant niZsiu
frekvenciu v populécii, tym je vacSia pravdepodobnost’, Ze by mohol byt patogény. Dopad
danych variantov na fenotyp sa overuje aj funkénymi Stidiami, ktoré zahfnaj r6zne techniky.
Cielom funkénych §tidii moze byt objasnenie ako variant vplyva na Strukturu proteinu, jeho
fukncie a interakcie s inymi bunkovymi komponentami.

DNA polymorfizmy slizia ako genetické markery. Geneticky marker musi mat’
vysoku heterozygotnost’ v populécii, aby bol informativny (je mozné odliSit materska a
otcovsku alelu, potvrdit’ identickost” DNA darcu a prijemcu pri transplantacii). Ako geneticky
marker sluzi aj minisatelitna DNA, kde sa opakuje 9 az 65 nukleotidov dlhy DNA motiv.
V praxi predstavuje najuzito¢nejSie markery mikrosatelitna DNA s 2 — 5 nukleotidovymi
repeticiami, najCastejSie sa pouzivaju dinukleotidové CA opakovania. Mikrosatelitna DNA je
vysoko polymorfnd, v populacii sa moze vyskytovat mnozstvo alel, zaroven sa da l'ahko
analyzovat pomocou PCR, tzv. fragmentacnou analyzou. Genetické mapy boli zalozené

na detekcii mikrosatelitnych markerov. Vytvaraju sa detailné genetické vazobné (linkage) mapy



vyuzivajuce DNA markery, teda lokusy na presne definovanom mieste na chromozéme, ktoré
su polymorfné v populécii. Daju sa testovat’ pomocou metdd molekulovej genetiky. Umoznuji
od seba odlisit’ jednotlivé homologické chromozémy, detegovat’ alely dvoch alebo viacerych
markerov segregovanych spolu v rodinnych Stadiach. DNA markery je mozné lokalizovat
do tzv. vizobnych skupin (/inkage groups). Jednotlivé vizobné skupiny je mozné priradit’
k patricnému chromozému pomocou fyzického mapovania. Pre sekvencie, ktoré su
orientacnymi bodmi fyzickych map gendému bola vytvorend Specidlna databaza UniSTS
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists).

Velkym prekvapenim projektu Cudského gendmu su vysledky o pocte génov pre RNA,
ktorych pocet stale nie je definitivny a v sii¢asnosti sa odhaduje na asi 60 000 (Obrazok 3.2).

DNA mRNA Protein
— 4 — = o=

DNA mR\A miRNA Protein
= >~

Sy

Obrazok 3.2 Regulacia génovej expresie pomocou miRNA

LCudské gény kddujuce rRNA a tRNA st organizované do vel'kych génovych zoskupeni
(klastrov). Nedavno boli identifikované nové malé nekddujice jednovlaknové RNA molekuly
(21 az 23 nukleotidov dlh¢) tzv. mikroRNA (miRNA), ktoré sa podiel’aji na regulacii génove;j
expresie. Vznikaju transkripciou z génov ulozenych v DNA, ale nedochddza k ich translacii
na protein. Namiesto toho sa kazdy primarny transkript paruje s niektorymi vlastnymi
komplementarnymi bazami a nakoniec sa premeni na funkéni miRNA. Tieto molekuly su
¢iasto¢ne komplementarne k uréitym molekulam mRNA (obvykle k regionu 3' UTR) a su preto
schopné regulovat’ protein vznikajtci z tejto mRNA. Ked’ sa komplementarne sparuje miRNA
a mRNA, je obvykle inhibovana translacia_a nevznika protein.

MikroRNA sa nachadza nielen u I'udi, ale aj u rastlin a Zivo¢ichov. Sekvencie miRNA
su, na vel'ké prekvapenie pre vedcov, zapisané v nekodujucej oblasti DNA, o ktorej sme az
doteraz vobec ni¢ nevedeli.

Je vysoko pravdepodobné, ze rozlustenie gendému cloveka zasiahne v blizkej buducnosti
kazdu oblast’ mediciny a sposob lie¢by. Nebudeme hovorit’ o lekarskej genetike, ale ovel’a viac
o genomike. Diagnostika mutovanych génov, ktoré predisponuju choroby, bude sucastou
rutinnej mediciny. Mnohé DNA testy st k dispozicii uz v sicasnosti. Moznost™ identifikovat’

mutécie v nadoroch naStartovalo éru génovej terapie ,,Sitej* presne na mieru jednotlivych
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pacientov. Sekvenovanie prinieslo niekol’ko zaujimavych informécii. Napriklad deti maju
60 genetickych variécii, ktoré neziskali ani od jedného z rodicov, a tak museli vzniknut’ ako
mutacie de novo. Takisto Ziadna osoba nema perfektnu genetickl vybavu, ale nesie si so sebou
50 az 100 recesivnych genetickych varidcii v heterozygtnom stave, ktoré¢ boli v doterajSich

vyskumoch spojené s niektorou z chorob.

3.3.2 Vysledky riesenia etickych problémov vyplyvajucich z projektu ,,Cudsky gen6m*

Projekt TI'udského gendému spodsobil, ze genetické informdacie sa stali zrozumitelnejSie
a dostupnejsie, a prave preto vyvolal aj rozne etické otazky a strach o sukromie. Vynorili sa
obavy jednotlivcov o sukromie a zneuzitie genetickych udajov. Dodnes pretrvavaji otazky
o tom, ako by sa mali uchovavat’, spristupnovat’ a zdiel'at’ genetické¢ tdaje pri zachovani
sukromia. Ked’ze pouzitie genetickych tdajov na vyskumné ucely si vyzaduje informovany
suhlas ucastnikov, pretrvavajicou etickou vyzvou je zabezpecit, aby pacienti plne rozumeli
dosledkom zdielania ich genetickych informacii. Dal§im predmetom etickych diskusii boli
otazky o tom, kto je vlastnikom, kto kontroluje genetické udaje a kto ma financny prospech
z genetickych objavov. Spravodlivy pristup k vyhodam genetického vyskumu, pokrokom
v oblasti gendému a personalizovane] mediciny by mali mat vSetky populacie, vratane
marginalizovanych skupin.

V priebehu jedného alebo dvoch desatro¢i budeme moZzno mat’ pri sebe svoju geneticku
informaciu v mobile. Sucastou bude informacia o krvnej skupine, genetickej predispozicii
k roznym chorobam, alergidch a podobne. Bude podstatne jednoduchsie vybrat' genetické
znaky l'udskych embryi pred umelym oplodnenim. Liecba pacientov bude zaloZen4 na moznosti
ovplyvilovania konkrétnych génov (genetickych ochoreni, vyvinovych chyb alebo rakoviny).
Budeme snad’ vediet’ dost’ o spojeni urcitych génov v naSom gendéme s prvkami 'udskej povahy,
budeme chéapat’ 'udské myslenie a budeme vediet regulovat’ starnutie. To st vyhody, ktoré ndm
prindsa znalost’ I'udského genomu. Ale realizacia tohto projektu priniesla so sebou aj velké
moralne dilemy. Na ich rieSenie vznikla komisia ELSIWG (ethical, legal and social issues joint
working group), ktora sa venuje etickym, pravnym, politickym a spolocenskym aspektom
stivisiacich s realizaciou HGP.

Na tieto problémy upozornili ¢lenovia Medzindrodného bioetického vyboru, ktori
vydali v roku 1996 dokument s medzinarodnou platnost’ou, ktorého cielom je chranit’ 'udsky
genom. O projekt sa zacali zaujimat’ nielen poistovne ale aj katolici, etici a pravnici. Na prvy
pohl'ad je HGP zdanlivo bezproblémova vec, avSak uz od zaciatku jeho realizacie vznikali

mnohé etické, legalne i1 socidlne problémy. Jeho organizitori vyclenili 3 % z rozpoctu len



na rieSenie etickych aspektov. V stcasnosti tento podiel rapidne stipol. Vysledky rieSeni
etickych problémov st predmetom medzinarodnych dohdd (Rada Eur6py, Eurdpsky parlament,
UNESCO) s cielom harmonizovat’ legislativne normy jednotlivych Statov. Vsetky normy
uznavaju autonomiu, dovernost informacie a pravo na sukromie, rovnost pristupu
a reSpektovanie I'udskej dostojnosti. Vysledky genotypovania su vysoko osobnou zélezitost'ou,
ale svojimi dosledkami sa dotykaju aj inych oséb.

DNA analyza narozdiel od iného typu vySetreni je vo svojej podstate spojena
s moznost'ou diskriminacie. Napriklad v zamestnani by vas nemuseli prijat’, pokial’ by ste mali
predispoziciu k chorobe, a ani poistoviia by vas nemusela poistit, pokial by mala takéto
informéacie. Genetické testovanie ¢asto prinasa informacie aj o ostatnych ¢lenoch rodiny a moze
priniest’ 1 rozvrat v rodine. Napriklad v roku 2019 genetické testovanie novorodencov
na cystickll fibrézu vo Velkej Britanii dokdzalo, ze az 13 % zakonnych otcov nie su
biologickymi otcami. Stale astejsie sa vynara otazka, ¢i HGP neprehibi socialnu nerovnost’ a
diskriminaciu niektorych etnickych skupin, kde ur¢ité mutované gény budu vo vyssej
prevalencii.

RieSenie etickych problémov je prejavom zodpovednosti sucasnej generacie 'udstva
pred budticimi generaciami. Niektori kritici naznacuja, ze pokial’ sme schopni diagnostikovat’
genetické poruchy pred ich prejavenim, modze to ucloveka vyvolat' frustriciu, najma
v pripadoch, ked’ nie je k dispozicii vhodnad lieCba. Genetici maju niekol’ko presne
definovanych génov, v ktorych mutacie spdsobuji konkrétnu chorobu, ale terapia doposial
neexistuje. Napriklad mutacia v géne pre beta-globin, ktorad vyusti do kosacikovej anémie bola
identifikovand uz v roku 1956, ale doteraz je takmer nelie€ite'na. Ale aj pri absencii sposobov
liecby, mutédcia detegovana pred ndstupom priznakov c¢asto U€inne ovplyvni manazment
poruchy.

Projekt 'udského genomu dosiahol niekol’ko vyznamnych mil'nikov:

Sekvenovanie genomu: HGP tuspesne sekvenoval cely l'udsky genom, o bolo obrovskym
vedeckym uspechom, pricom pociato¢ny navrh bol publikovany v roku 2001 a konecna verzia
v roku 2003.

Pokroky v technolégii sekvenovania DNA: HGP zohral kI'i¢ovu ulohu v rozvoji metdd
sekvenovania DNA, vd’aka ¢omu je technologia ovela rychlejsia, jednoduchSia a cenovo
dostupnejsia. Mohli by sme povedat’, Ze inovacia technik sekvenovania spdsobila az revoluciu

v genetickom vyskume a v klinickej aplikécii pri diagnostike, prognostike a lie¢be pacientov.



Identifikacia Pudskych génov: Projekt identifikoval a anotoval priblizne 20 000 - 25 000
génov kodujucich proteiny v 'udskom gendéme a ziskané informacie vyrazne rozsirili nase
poznatky o genetike I'udstva.

Mapovanie genetickych variacii: HGP vytvoril komplexny katalog genetickych variacii,
vratane SNP a Strukturalnych variantov, ktoré prispeli k vyskumu genetickej diverzity,
predispozicie a farmakogenomiky.

RieSenie etickych socidlnych a pravnych problémov: Zlozka ELSI HGP viedla k dolezitym
odbornym a verejnym diskusidm. Vysledkom bolo vytvorenie pravnych predpisov a zasad
tykajucich sa genetického stikromia, informovaného suhlasu, nediskriminéacie v zdravotnictve,
poistovnictve a zamestnani. Najvyznamnejs$i z nich je zdkon platny v Spojenych Statoch
o nediskriminacii genetickych informacii Genetic Information Nondiscrimination Act (GINA).

Vysledky HGP by sme mohli zhrnat’ do nasledujuceho prehl'adu (Tabulka 3.1).

Tabul’ka 3.1 Prehl’ad vysledkov HGP vo vede, medicine a technoldégiach:
VEDA

evolucia ¢loveka a povod l'udskych populacii
- kompletna DNA sekvencia, sluzi ako dolezita informacna databaza
- determindcia Struktirnych génov

- porovnanie roznych genémov (evolucny a fylogeneticky vyznam)

MEDICINA - izolacia a charakteristika génov zodpovednych za dedi¢né a nadorové

ochorenia

- DNA diagnostika chorob

- pochopenie vyvinu a myslenia ¢loveka

- Stadium biologickych funkcii na molekularnej tirovni (diferenciacia,
starnutie ...)

- geneticka konzultacia

TECHNOLOGIE - génova terapia (genetickych a nadorovych ochoreni)

- cielena liecba (molekularna farmakologia)

- DNA databazy (kriminalistika, armada)

3.4 Nové genomové projekty

Aj ked’ bol HGP ukonceny, vedci sa aj nad’alej pokusaju zistit’, ktoré gény, pripadne ich

varianty, su pre vznik, vyvin a progresiu chorob ddlezité. Projekt poznania I'udského genoému



je este vytrvalo realizovany. St vypracovavané d’alSie plany, sekvenuji sa viaceré DNA vzorky
a porovnavaju sa DNA polymorfizmy. Analyza polymorfizmov 'udského genomu mala svoj
vlastny projekt ,,Human Genome Diversity Project* (HGDP). Aj ked bol HGP
monumentalnym uspechom, zameriaval sa predovsetkym na jeden referencny gendom, ktory
prevazne reprezentoval jedincov eurdpskeho pdvodu. HGDP vznikol, aby rieSil tato
obmedzenost’ porovnavania s jednym referenénym geném. Projekt bol spusteny v 90. rokoch
minulého storoc€ia a tento ambicidzny projekt sa snazil preskimat’ genetickt diverzitu l'udskych
populacii po celom svete. Projekt bol vyjadrenim jednoty a zaroven rozmanitosti ndsho druhu.
Vyskumnici sa snazili pochopit’ genetické variacie, ktoré robia kazdého ¢loveka jedine¢nym, a
zaroven ocenit’ nas§ spolocny geneticky povod. Projekt mal za ciel’ zbierat’ vzorky DNA
z populdcii po celom svete, analyzovat’, uchovavat’ a katalogizovat’ ich jedine¢né genetické
profily. DNA sa izolovala od osdb z 56 populécii azistilo sa, Ze jednonukleotidové
polymorfizmy typu SNP sa vyskytuju v priemere na kazdych 300 nukleotidov nasej DNA, ¢o
predstavuje obrovské mnozstvo variacii. Geneticka diverzita l'udi je dokazom nasej evolucnej
historie, odraZa migracie, adaptacie a interakcie €loveka s réznymi prostrediami. HGDP si
uvedomoval, ze Stadium tejto diverzity je nevyhnutné na pochopenie genetickych zakladov
ochoreni, zlozitosti historie a migracie populacii a mechanizmov l'udskej evolucie. Projekt
ukazal, Ze aj ked’ sa geneticka Struktura I'udskych populdcii 1i8i, zdielame spolo¢ny geneticky
povod. Toto poznanie je doleZité nielen pre pochopenie dejin 'udstva, ale aj pre biomedicinsky
vyskum a personalizovani medicinu.

Priblizne 99 % gendmu mame vSetci rovnaky a prave v tom jednopercentnom zvysku
su skryté rozdiely. Na projekt 'udského gendmu nadvizuje aj ,,1000 Genomes Project”, ktorého
cielom bolo preskimat’ genetické varianty u 2500 neidentifikovanych osdb z 20-tich populécii
sveta metddou sekvenovania druhej generacie. Touto metdédou mozeme rychlo sekvenovat’
vybrané oblasti, zistit’ genetickll vybavu mnohych 'udi a hl'adat’ genetické odlisnosti. Vysledky
by sa mali dat’ pouZzit’ pri patrani po genetickych pric¢inach réoznych chorob. V pilotnom §tadiu
programu ,,/000 Genomes Project* vedci preskimali a porovnali genetickl vybavu osemsto
I'udi. O tom, ze lustenie genetického kodu vyrazne pokrocilo, sved¢i aj fakt, Ze gendm prvého
jednotlivca sa sekvenoval takmer 11 rokov a vedci na to minuli tri miliardy dolarov. Projekt
genom 1000 si vystacil so 120 milionmi doléarov.

V rokoch 2003 - 2012 realizovalo 32 vedeckych timov projekt, ktory mal identifikovat’
a kategorizovat’ funkéné elementy v DNA, teda kodujuce aj nekddujuce sekvencie (protein
koédujuce gény, promoétory, enhancery, gény pre RNA, regulacné sekvencie, pseudogény....)

s nazvom ENCODE - ,, Encyclopedia Of DNA Elements “. Poslanim projektu bolo odhalit’



komplexné regulaéné mechanizmy, ktoré riadia expresiu génov a ich funkciu, pricom naklady
predstavovali 288 miliénov americkych doldrov. V rozsiahlej oblasti genomiky bol projekt
ENCODE komplexnym, ambiciéznym usilim na anotaciu a porozumenie funkénych prvkov
nielen l'udského genomu, ale aj gendmu mnohych inych druhov. Pred realizaciou tohto projektu
bol doraz kladeny na identifikaciu génov a oblasti kodujucich proteiny. Nekodujiice oblasti
genoému, tvoriace vacSinu nasej DNA, vSak zostavali prevazne nepreskimanym uUzemim.
Projekt ENCODE vznikol ako reakcia na tito medzeru vo vedomostiach a ukazal, ze
nekddujice oblasti zohravaji kIicova ulohu pri jemnom nastaveni expresie génov. Zistenia
projektu maju velky vyznam pre pochopenie evolucie, fylogenézy a mechanizmu vzniku
ochoreni. Jednym z kI"i¢ovych principov ENCODE je otvorené zdielanie dat, poskytovanie
vysledkov za Gi¢elom spoluprace a inovacie nielen vedeckej komunite ale aj verejnosti. Data
generované ENCODE st cennym zdrojom pre genetikov, ktori sa snazia pochopit’ funkcie
konkrétnych gendomovych oblasti a ich relevanciu pre 'udské zdravie a choroby. ENCODE ma
hlboky vyznam najmé pre personalizovanii medicinu pri liecbe nddorov a umoziuje terapiu
prispdsobentl genetickému profilu jednotlivcea.

Ukoncenie genomického projektu otvéra priestor pre d’alSie sivisiace projekty, ako je
napriklad proteomicky. Proteomicky projekt ,,Human Proteome Project’ (HPP) je
medzinarodny projekt organizovany Human Proteome Organization (HUPO). Ma za tlohu
kompletne opisat’ (funkcie, lokalizaciu a asociované gény) a kvantifikovat proteinové produkty
vznikajuce génovou expresiou. Jeho cielom je zmenit' naSe chépanie l'udského protedmu
prostrednictvom koordinovaného tsilia mnohych vyskumnych laboratorii po celom svete. Je
navrhnuty tak, aby systematicky mapoval cely l'udsky protedém v sucasnosti dostupnymi
a vznikajicimi technikami. M4 sa pokusit’ charakterizovat’ vSetkych 19 823 predpokladanych
protein koédujucich génov a vygenerovat’ mapu proteinovej molekularnej architektiry l'udského
tela. Ukoncenie tohto projektu zvysi porozumenie biologie ¢loveka na bunkovej trovni a poloZzi
zéklad pre rozvoj diagnostickych, prognostickych, terapeutickych a preventivnych
medicinskych aplikacii.

Vieme, Ze naSe telo je komplexnym ekosystémom, v ktorom okrem naSich vlastnych
buniek existuje rozsiahla a r6znoroda komunita mikroorganizmov, ktora nés osidl'uje a vytvéra
takzvany l'udsky mikrobiom. Tento svet baktérii, virusov, hib a inych jednobunkovych
organizmov ma hlboky vplyv na naSe zdravie, imunitny systém, metabolizmus a dusevnu
pohodu. Preto vznikla revoluc¢né iniciativa znama ako projekt ,,Cudsky mikrobiom* ,,Human
Microbiome Project” (HMP), ktorého cielom bolo charakterizovat’ mikrobialne spolocenstva

v roznych Castiach 'udského tela (urogenitalny trakt, koza, nos, tstna dutina, gastrointestinalny



trakt). Kazdé miesto nasho tela hosti jedine¢ni mikrobialnu komunitu, prispdsobenti svojmu
konkrétnemu prostrediu a funkcii. Cielom bolo spoznat’ ulohu mikrobiomu v normalne;j
fyziologii a pri r6znych ochoreniach. Projekt inicioval NIH uz v roku 2007 a plne sa realizoval
v rokoch 2008 — 2016 s rozpoctom presahujucim 100 milionov dolarov. Vedci skumali
Struktaru, diverzitu a funkcie mikrobiému, priCom sa snazili odhalit’ a pochopit’ nekonecné
spdsoby, akymi mikroorganizmy ovplyviuje 'udské zdravie a choroby. V ramci rieSenia tohto
projektu bolo vySetrené obrovské mnozstvo vzoriek zdravych aj chorych jedincov, bolo
vygenerované vel'ké mnozstvo genetickych udajov a vytvoreny podrobny katalog mikrobiomu
roznych oblasti I'udského tela. Ziskané genetické udaje boli volne dostupné celosvetovej
vedeckej komunite a verejnosti. Tento otvoreny pristup ulah¢il rozsiahly vyskum a urychlil
tempo objavov. Jednym z hlavnych zisteni HMP bol ohromujici rozsah mikroorganizmov
pritomnych v 'udskom mikrobiéme. Len v trdviacom trakte existuju tisice réznych druhov
baktérii, kazdy so svojim jedineCnym siborom funkcii. Mikroorganizmy ovplyviiuju nielen
nasu traviacu ¢innost’, absorpciu zivin ale dokonca aj produkciu esencialnych vitaminov a hraju
kl'aicovt tilohu pri vyvoji a reguldcii imunitného systému a ovplyviiuje aj metabolizmus liekov.
Zem je domovom uchvatného mnozstva druhov, pri¢om kazdy prispieva k rozmanitosti prirody.

Koncom roku 2018 bol oficidlne spusteny monumentalny projekt nazvany ,,Earth
BioGenome “ — EBP a nadvézoval na projekty ako Human Genome Project a Barcode of Life
Initiative. Tieto predchadzajiice snahy poskytli zékladné vedomosti a technologie potrebné
narieSenie sekvenovania biodiverzity Zeme. Ambicidéznou Ulohou EBP je zmapovanie
genomov vsetkych 1,6 miliéna znamych zivych rastlinnych a zivociSnych druhov na Zemi.
Ocakava sa, Ze naklady na projekt buda 4,7 bilionov doldrov. Vysledky by mali slazit' na
pochopenie fylogenézy, evollcie, posilnenie ochrany prirody, zachovanie biodiverzity a
udrzanie l'udskych ras. Ako prvé st sekvenované vziacne druhy aje uz zndma kompletna
sekvencia kanadského rysa, novozélandského papagija, vtakopyska, netopiera, ¢i zebry.
Napriklad USA planuje sekvenovat’ 66-tisic stavovcov a Cina 10-tisic rastlinnych genémov.
Projekt ma tri hlavné vyskumné a koordinaéné centrd: v New Yorku, Cambridge a Drazd’anoch.
Dosial’ bol zverejneny kompletny genéom 244 007 prokaryotickych, 14 337 eukaryotickych
(pes, kon, krava, sliepka, Simpanz, ryza, lalia, kukurica, pSenica...) biologickych druhov
a 35423 virusov. V roku 2019 bolo z celkového poctu 4 000 l'udskych a zvieracich mumii
sekvenovanych 3 000 kusov. Tento projekt ma potencial zmenit' nase pochopenie Zivota
na Zemi. Ponuka pohl'ady na vzt'ahy medzi druhmi, evoliciu biodiverzity a mechanizmy, ktoré
riadia rozmanitost’ zZivota. Projekt Earth BioGenome nie je iba zaznamendvanie druhov

na Zemi, ale je to aj iniciativa pre ochranu biodiverzity, identifikaciu ohrozenych populécii,



vypracovanie stratégii na ochranu a obnovu ekosystémov. EBP ¢eli vyznamnym vyzvam,
od logistickych problémov spojenych so ziskavanim vzoriek z odl'ahlych oblasti az po etické
uvahy tykajuce sa ochrany genetického stikromia. Aj napriek tomu su potencidlne vyhody
vyplyvajice z tohto projektu obrovské. EBP predstavuje spolo¢ny zaviazok a tym je zabezpecit
budticnost’ pre vsetkych obyvatel'ov naSej planéty. Podobne ako iné globalne projekty v oblasti
genomiky aj EBP sa zavizuje ku spolupraci a otvorenému pristupu k datam, ktoré generuje
avedecka komunita moéze ziskané genetické informacie vyuzit na vyskum, ochranu

a vzdelavanie.
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4 Vyuzitie kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie

(Petra Prisc¢akova)

Uvodné kapitoly sa zaoberali genetickou informaciou primarne na Grovni genému, akymi
metédami ho vieme analyzovat’ a aké informdcie z tychto analyz sa daju ziskat. Pandémia
SARS-CoV-2 vniesla do povedomia Sirokej verejnosti metdédu RT-PCR, ktora sa pri podozreni
na infekciu koronavirusom stala su¢astou rutinného testovania. Co vsak znamena RT-PCR
skratka a akd metodika sa za fiou skryva? Ako nam tato metdda rozsiruje moznosti skimania
genetickej informécie?

Len velmi malo objavov v molekularnej biologii za ostatnych 100 rokov moéze
konkurovat’ doleZitosti polymerazovej retazovej reakcii (PCR — polymerase chain reaction).
V roku 1983 Kary Mullis vymyslel, Ze pouzitie dvoch Specifickych oligonukleotidov, ktoré
nasadnll na denaturovani DNA (ssDNA, single-stranded DNA) na zédklade komplementarity,
umozni amplifikaciu konkrétnej sekvencie DNA. Dnes sa tieto useky nazyvaji PCR primery.
Reakcia sa sklada z troch cyklicky sa opakujucich reakcii pri roznych teplotach. Prvy krok PCR
je denaturacia templatu (nukleovej kyseliny), druhy krok hybridizécia primerov na templat

a treti krok elongécia (Obrazok 4.1).
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Obrazok 4.1 Princip polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Reakéna zmes obsahuje templat
(DNA), primery, nukleotidy, 7ag polymerazu a reakény pufor. Cela reakéna zmes je cyklicky zahrievana
na dopredu stanoveny teplotny program. Pri danych teplotach je umoznena denaturacia DNA, anelacia
primerov a nasledna extenzia vznikajucich PCR produktov (Pris¢dkova, vytvorené v Biorender.com)

Teoreticky je templat duplikovany v kazdom cykle PCR, v pripade ak je efektivita

reakcie 100 %. DNA polymeraza, povodne pouzivand v PCR, sa degradovala v kazdom
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denatura¢nom cykle, a preto sa musela opakovane pridavat’ pred kazdym PCR cyklom.
Zjednodusenie a zrychlenie PCR nastalo objavenim termostabilnej DNA polymerazy (7ag
polymeraza), ktord bola izolovana z baktérie Thermophilus aquaticus. Tag polymeraza ostava
funkcna aj pri teplote 94 °C, a teda ostava aktivna pocas vsetkych cyklov PCR.

PCR metddy sa stali plne kvantitativne po zavedeni kvantitativnej PCR (qPCR) a jej
naslednym rozvinutim. qPCR sa umoznilo monitorovanie PCR kinetiky v redlnom case, nie az
na konci reakcie (end-point PCR). Inkorporacia reverznej transkripcie (RT-PCR), ako prvého
kroku pred termalnym cyklovanim, umoznila aplikdciu PCR aj v RNA vyskume. Tieto techniky
sa rychlo stali zlatym Standardom pre kvantitativne analyzy nukleovych kyselin. Pri RT-qPCR
(v principe modifikovana PCR), je prvy krok prepis RNA reverznou transkripciou,
do komplementiarnej DNA (cDNA). Konverzia templatovej RNA do cDNA je realizovana
enzymom reverznd transkriptdza. Nasledne je cDNA amplifikovand, priCom amplifikéciu je
mozné sledovat’ v redlnom case (QPCR) a na zaklade toho urc¢it’ mnozstvo nukleovej kyseliny,
ktoré sa nachadzalo v analyzovanej vzorke. PCR sledovana v realnom case (real-time) je
niekedy oznafovand ako RT-PCR, pri¢om dochadza k slovnej zamene s PCR s reverznou
transkripciou.

RT-gPCR méze byt jednokrokova alebo dvojkrokova. Pri jednokrokovej RT-qPCR
prebiecha RT-PCR aj qPCR v jednej skimavke a je nutné pouzitie sekvencne Specifickych
primerov navrhnutych na sledovani RNA. Pri dvojkrokovej RT-qPCR je cDNA syntetizovana
pomocou oligo(dT) primerov, ndhodnych hexamérov alebo génovo Specifickych primerov.
Oligo(dT) primery hybridizuji k 3 'poly(A) koncom mRNA (transkripty protein kodujtcich
génov), zatial ¢o ndhodné hexaméry na zdklade komplementarity hybridizuji ndhodne
ku vSetkym RNA. Jednokrokova reakcia je praktickejSia pri masivnom skriningu, dvojkrokova
je idedlna pri sti€asnej detekcii viacerych cielov vo vzorke RNA.

Sledovanie reakcie v redlnom Case (QPCR) je moZzné vd’aka pouzitiu fluorescen¢nych
farbiv v reakcii (Obrazok 4.2). SYBR Green Ije jedno znajcastejSie pouzivanych
fluorescenénych farbiv, ktorésa viaze nadvojvldknovi DNA (dsDNA), nie vSak
na jednovlaknovii DNA (ssDNA). Je to asymetrické kyanidové farbivo, ktoré sa viaze
do malého Zliabku DNA, nezdvisle od sekvencie DNA. Jeho nevyhodou je, Ze sa viaze
neSpecificky, teda na vSetky dsDNA. Exciticia SYBR Green je moZnd modrym svetlom
s vinovou diZzkou 480 nm s emisnym spektrom porovnatelnym s fluoresceinom. Fluorescencia
farbiva sa po naviazani na dsDNA zvysi viac ako 1000-krat v porovnani s nenaviazanym
farbivom. Naviazanie SYBR Green I na dsDNA vedie k vyraznému zvySeniu detekovatel'nej

fluorescencie (fluorescencného signalu). Fluorescencny signal narastie pocas polymerizaéného



kroku (SYBR Green I sa inkorporuje do kazdej novonasyntetizovanej dsDNA) a poklesne, ked’
je DNA denaturovand. Fluorescen¢ny signal je merany v kazdom PCR cykle na konci
elongécie. Pouzitie SYBR Green I je lacnejsie, nez pouzitie Specifickych hydrolyzacnych préb,
ale Specifickost’ reakcie je zabezpecena len PCR primermi. Metodu je teda potrebné dokladne
optimalizovat, aby sa neamplifikovali neSpecifické useky, ktoré by skreslili fluorescenény
signal. Z toho ist¢ho dovodu Sybr Green I nie je mozné pouzit’ v multiplexnych reakciach. Tak
isto, ¢im je amplikén dlhsi, tym viac molekul SYBR Green I sa inkorporuje, o moze viest’

k saturacii signalu.
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Obrazok 4.2 Kvantitativna PCR s reverznou transkripciou, v ktorej je mnoZstvo templatu urcené
na zaklade intenzity fluorescen¢ného signalu pouZzitim: a) SYBR Green I, b) hydrolyza¢nych prob
(Pris¢akova, vytvorené v Biorender.com)

Nukleova kyselina moze byt detegovand aj pomocou fluorescenéne znacenych

oligonukleotidov (prob), ktoré sa Specificky viazu na amplikén, ¢im sa dosiahne vysSia
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Specifickost’ reakcie. Tieto préoby médzu byt hydrolyzaéné (TaqMan) alebo hybridiza¢né
(molekularne majaky (molecular beacon)).

Hydrolyza¢né préby st génovo-Specificky navrhnuté a obsahuju reportér a zhasac
(quencher). Préba sa naviaze na cielovu sekvenciu, ktora sa nachadza medzi priamym
a spatnym primerom, vd’aka ktorym sa bude amplifikovat’ cielova sekvencia. Ked’ su zhasac aj
reportér naviazany na probu, zhaSac absorbuje fluorescenciu emitovant z reportéru (FRET,
Forsterov rezonancny prenos energie). Pocas extenzie pri qPCR je proba degradovana
exonukleodzovou aktivitou DNA polymerazy, reportér sa vzdiali od zhdsaca a emituje
fluorescencné ziarenie. Kumulativne zvySenie intenzity fluorescencie je imerné mnoZzstvu
pritomného transkriptu. Vyhodou hydrolyzaénych prob je moznost’ multiplexovania v pripade
pouzitia rozne ziariacich reportérov. Hybridiza¢né préby sa nehydrolyzuju pocas PCR
a fluorescencia je generovand pri hybridizacii. Hybridizacia vedie k zvicSeniu vzdialenosti
medzi reportérom a zhdSacom, a teda emitovaniu fluorescencného signélu. Pri pouziti SYBR
Green I aj prob je intenzita fluorescencie vo vzorke detegovana v realnom Case vo vzt'ahu
k poctu cyklov (Obrazok 4.2). Intenzita fluorescencie je umerna mnozstvu produktu.

Presna kvantifikacia fluorescencie reportéra v probach modze byt stazend vplyvom
vnutornej fluorescencie samotného zhasac¢a. Tmavé zhasace (dark quenchers) eliminovali tito
interferenciu, pretoZe absorbuju emitované ziarenie z reportérov, ale neemituju Ziadne Ziarenie.
Vyhoda tmavych zha$aCov je zniZzenie podtu potrebnych svetelnych vinovych dizok
na excitaciu v reakcii a znizuju spektralny prekryv fluoroférov. Z tychto dévodov st uzito¢né
v masivne multiplexovanych reakciach.

MGB (minor groove binders) su molekuly, ktoré sa viazu do malého zliabku DNA.
Mozu byt’ konjugované k prébam, ¢im sa zvySuje ich teplota topenia. VysSia teplota topenia
zvySuje Specifickost’ nasadania prob a umoZziuje rozliSovat bodové mutéicie v cielovej
sekvencii.

V prvych fazach qPCR je DNA replikdcia najpomalSia, ked’Zze mnozstvo templatu je
relativne malé v porovnani s neskorSimi cyklami, teda SYBR Green I alebo probam dlhSie trva
hybridizacia na dsDNA resp. komplementarne useky. DalSia fiza je exponencilna, a ¢im
rychlejsie reakcia dosiahne tento bod, tym bolo viac nukleovej kyseliny v analyzovanej vzorke.
Cyklus, ked’ fluorescencia presiahne hodnotu fluorescencie pozadia (baseline), je tzv. Ct, teda

prahovy cyklus (cycle treshold) a je to zaciatok logaritmickej fazy (Obrazok 4.3).
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Obrazok 4.3 Zavislost’ fluorescencie od poctu cyklov v kvantitativnej PCR

Mnozstvo nukleovej kyseliny moze byt merané absolutne alebo relativne. V pripade
absolutnej metddy, pocet kopii templatu je uréeny porovnanim so Standardnou krivkou
pripravenou sériovym riedenim roztoku so znamou koncentraciou. Pri relativnej kvantifikacii
sa krivka pouziva len na vypocitanie efektivity reakcie sledovaného a referenéného génu
(RG). V pripade, Ze reakcie maji rovnaku efektivitu, mnoZzstvo transkriptu sledované¢ho génu
sa normalizuje vzhl'adom k referenénému génu. Relativna uroven expresie sledovaného génu
sa da vyjadrit ako ACt. ACt je rozdiel hodnot Ct Studovaného génu a Ct kontrolné¢ho
(referenéného) génu. Uroveii expresie vzhladom na $tandard (vzorka so znamou
koncentraciou), resp. porovnanie ovplyvnenych vzoriek vzhI'adom na neovplyvnené, je mozné

vyjadrit' vzorcom: RQ = 274ACt

, AACt je rozdiel ACt sledovanej vzorky a Standardu, resp.
ovplyvnenej a neovplyvnenej vzorky. Ak sa RQ rovnd 1, znamen4 to, zZe oba gény maji rovnaku
uroven expresie.

Efektivita PCR reakcie Casto nie je rovnakd pre vSetky analyzované gény. Ak je
efektivita reakcie 100 %, po 20 cykloch je mnoZstvo vstupnej cDNA zvySené milidon-nasobne,
pri efektivite 95 %, len 600 000-nasobne. Preto je vhodné pouzit’ na vypocet iny matematicky

model napr. Pfafflov model:

(E§tudovany gén)ACtétudovany gén (kontrola — vzorka)
RQ =

Exontrotng gon) " Ckontralng gin (kantrola —vzorka) kde E je efektivita amplifikacie.

Analyza génovej expresie ma uplatnenie v mnohych odvetviach biologického vyskumu.
Porozumenie expresnému profilu sledovanych génov moze viest’ k porozumeniu komplexnych
regulacnych sieti a k identifikacii génov relevantnych v biologickych procesov alebo
v ochoreniach. qPCR nie je len metdda pouzivand vo vyskume, ale ma aj diagnostické

uplatnenie, pri kvantifikdcii mikroorganizmov (detekcia SARS-CoV-2 v steroch



z hltana/nosohltana), uréovani génovej davky, identifikdcii transgénov v geneticky
modifikovanych potravinach, hodnoteni rizika recidivy rakoviny a forenznych aplikéciach.
reprodukovatel'nosti. Dovodom moézu byt nevhodne zvolené experimentdlne modely, ktoré
neilustruju fyziologicky stav alebo ochorenie. Interpretacii experimentalnych vysledkov brania
podstatné biologické a technické faktory, metodické chyby, tiez nespravne definované
a navrhnuté valida¢né experimenty a nevhodne zvolené Statistické analyzy.

V sucasnosti  je kvantitativna PCR jedna znajcastejSie pouzivanych technik
kvantifikacie nukleovych kyselin v biologickych vzorkach vd’aka ¢omu je metodicky relativne
jednoducha. Aby boli ziskané data reprodukovatelné a reprezentovali skutoény stav
v bunke/tkanive, mnoZstvo krokov a reagencii vyzaduje optimalizéciu a validaciu.

Kroky, ktoré najviac ovplyvituju reprodukovatel'nost’, teda aj vierohodnost’ vysledkov
gPCR stu: RNA extrakcia, skladovanie vzoriek a ich kvalita, proces reverznej transkripcie,

navrh primerov a vyber Statistickych metdd pri analyze dat.

4.1 Optimalizacia krokov kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie

gPCR a RT-qPCR predstavujii metodicky zlaty Standard v Sirokom spektre aplikacii, ¢i uz
experimentalneho alebo klinického charakteru. Su rychlo realizovatel'né, cenovo dostupné
a pristrojové vybavenie na ich realizdciu je Standardom vicSiny laboratérii. Ponukaja
spolahlivé a reprodukovatel'né vysledky, ale len v pripade, ak st optimalizované jednotlivé
kroky RT-qPCR. Pri planovani qPCR experimentu treba brat’ do ivahy aky biologicky materiél
bude pouzity, atomu prisposobit’ podmienky izoladcie nukleovych kyselin. Na vysledky
experimentu maju dopad podmienky a pouZité enzymy reverznej transkripcie ¢i reakéné zmesi
pre kvantitativnu PCR. Nakoniec, vhodne zvolend metdda kvantifikacie a samotna analyza
ziskanych vysledkov ovplyvni, ¢i st data reprodukovatelné a reprezentativne. Nejednotné
metodické kroky a chemikdlie m6zu byt zodpovedné za protichodné informacie z r6znych

laboratoérii o rovnakej problematike.

4.1.1 Extrakcia RNA

Pri odbere materidlu treba mat’ na zreteli, Ze aj ked’ sa odoberie rovnaké mnozstvo tkaniva
(rovnaka hmotnost, velkost’), neznamena to, Ze aj mnozstvo nukleovych kyselin vo vzorkach
bude rovnaké. Bunky a tkaniva su neustdle pod vplyvom internych a externych faktorov, ¢o
bude odrazat’ absolutne aj relativne mnozstvo nukleovych kyselin. V r6znych vzorkach preto

bude pozorovand vysoka prirodzend variabilita a pre jej pokrytie je potrebné analyzovat



dostato¢ne vel’ky subor biologickych replikatov. Pocet potrebnych replikatov zavisi od irovne
variability.

Dal§i dolezity parameter je kvalita nukleovych Kyselin. Nemozno kvantitativne
porovnavat’ vzorky réznych kvalit. Kvalitu a kvantitu RNA je mozné urcit’ viacerymi spdsobmi
(Obrazok 4.4). Koncentracia RNA, ale aj miera kontaminacie (¢i uz DNA, proteiny,
guanidinové soli, fenol, ..) modze byt stanovena spektrofotometricky, napr. pomocou
Nanodrop-u. Koncentracia a Cistota RNA je vypocitand na zdklade miery absorbancii
pri definovanych vlnovych dizkach. Vyhody metddy su, Ze je rychla a jednoducha — vzorka sa
nemusi Specialne pripravit, nie si potrebné ziadne farbicky ani Standardy. Nevyhodou je vyssi
detek¢ény limit v porovnani s inymi metodami, a to, ze tdito metodda nie je selektivna (rozliSenie
RNA od DNA je len pocitacovym algoritmom). Pri fluorometrickom merani (napr. Quibit)
kvantity RNA je potrebné pouzit’ fluorogénnu farbicku, ktora sa selektivne viaze k RNA.
Koncentracia sa stanovi na zédklade porovnania so Standardizovanou vzorkou a jej kalibra¢nou
krivkou. Vyhoda tejto metddy je teda Specifickost, citlivost a merania nie su skreslené
pritomnostou kontaminantov. Meranie je casovo ndro¢nejSie (v porovnani s Nanodrop)
aneposkytuje informacie o Cistote vzorky. Elektroforeticky je mozné urcit mnozstvo
28S a 18S rRNA, pri ¢om ich pomer v intenzite bandu by mal byt priblizne 28. To znamen4, ze
izolovand RNA nie je fragmentovand, teda je intaktna a nedegradovana. Tento pomer plati
hlavne pre cicavcie vzorky, pri inych organizmoch méZze byt pomer mierne odliSny. Popularna
metdda hodnotenia kvality RNA je urcenie RIN/RQI, teda pomer hodnoty integrity RNA
a hodnoty kvality RNA (RNA integrity value (RIN)/RNA quality value (RQI)). RNA vzorka je
elektroforeticky separovana v mikrokapildrach, deteguje sa fluorescencne. Intaktnost’ RNA je
vyjadrend hodnotou RIN, hodnoty mézu byt’ 0 — 10. Intaktna RNA dobrej kvality ma RIN viac
ako 5, idedlnej kvality viac ako 8. Miera degradaicie mRNA moéZe byt stanovena aj
porovnavanim efektivity mnoZenia amplikénov referenéného génu roznej dizky alebo
stanovenie relativnej amplifikacie oligo-dT primermi 5" a 3" regionov cDNA.

Pri planovani experimentu je potrebné vziat’ do tvahy aky typ RNA je cielom zaujmu.
80 % z celkovej izolovanej RNA je rRNA, 10 — 20 % je tRNA a 1 — 5 % mRNA a v niektorych

pripadoch je potrebné prispdsobit’ postup izolacie miere zastipenia cielovej RNA vo vzorke

8 28S a 18S rRNA su produkované §tiepenim jedného RNA transkriptu, teda ich mnozstvo v bunke je rovnaké.
Avsak ked sa tieto rRNA analyzuju v agar6zovom géli, intenzita fluorescencie bandov tychto molekdl zavisi
od po¢tu nukleotidov v molekule. U F'udi je 28S rRNA zloZena z 5070 nukleotidov a 18S z 1869 nukleotidov, teda
pomer intenzity 28S/18S (5070/1869) je priblizne 2,7.



celkovej RNA. Pocas pripravy vzoriek mozu byt s RNA extrahované viaceré inhibitory. Tie
vplyvaji na d’alsie kroky RT-qPCR, ale vysledky analyzy jednotlivych transkriptov nemusia
ovplyvnit rovnako. Okrem cistoty, integrity a koncentracie RNA je dolezité, aby vzorka nebola
kontaminovand DNA. NajvhodnejSim rieSenim je oSetrenie vzorky DNazou a nésledné
overenie nepritomnosti DNA pomocou PCR alebo qPCR.

Vzorky s rozdielnou kvalitou (Cistotou, mierou degradacie) RNA budu s vysSou
pravdepodobnostou vykazovat' v analyzach rozdiely, aj ked nie su rozdielne, resp. budu

rozdiely maskované. VSetky spominané faktory takisto ovplyviiuju aj analyzy DNA vzoriek.

“+=  kvalita RNA - stanovenie: —— Gistoty
— mnozstva
— integrity

Nanodrop

Ladder

| |Lane1
Lane 2

| Lane 4

DNA & RNA
>

Partially dagraded
RNA:RINS

i
w
23
gn Intact ANA RIN 10
£
2
<
1 2
5
0
8
7
5
5
s
3
2

10 mm Absorbance

30
2125
N0 Strongly Degraded
§iid RNACRIN
210
05
00

Wavelength nm I

e Bow | Cumwatoe | seveGaon [T r— 2 e lescone)

Obrazok 4.4 MozZnosti stanovenia kvality RNA, teda jej Cistoty, mnoZstva a integrity.
Charakterizacia kvality RNA je mozna viacerymi pristupmi, a to spektrofotometricky (Nanodrop),
flurometricky (Quibit), elektroforeticky, bud’ v agarézovych géloch alebo v polyméroch (Bioanalyzer
2100) (Pris¢akova, vytvorené v Biorender.com)

4.1.2 Reverzna transkripcia

Spolahliva/presna reverzna transkripcia RNA pred qPCR zavisi od koncentracie RNA, typu
pouzitych primerov, atieZ od elimindcie rozsiahlych sekundarnych Struktar vo védzobnych
miestach pre primery. Sekundarne Struktury mézu ovplyviiovat’ rozne reverzné transkriptazy
odli$ne. Pre reverznu transkripciu je mozné zvolit’ primery Specifické pre sledovany gén, zmes

nahodnych hexamérov alebo oligo(dT) primery. Efektivita reverznej transkripcie moze byt
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znane odlisnd vplyvom pouzitych primerov alebo dokonca vplyvom rozdielov
medzi jednotlivymi  komeréne dostupnymi reakénymi zmesami. Prinavrhu RT-PCR
experimentov je nevyhnutné overit' efektivitu pouzivanych komerénych siprav na reverznu
transkripciu, a takisto zvolit’ vhodnu alternativu pri vymene reakénej zmesi v experimente, ak

maju byt’ vysledky porovnatelné.

4.1.3 Kvantitativna PCR

Samotnd qPCR sa povazuje za robustnejSiu metodu nez RT-PCR. Najdodlezitejsi je kvalitny
vstupny material (kvalitnda cDNA), dobre navrhnuté primery alebo proby, nasadajice len
na transkript sledovaného génu. Vysledky v§ak méze vyrazne ovplyvnit’ pouzitd reakénd zmes,
tzv. master mix pre qPCR. Pouzitie relativnej kvantifikacie by malo tento problém zdanlivo
odstréanit’, ale zistilo sa, Ze r6zne reakéné zmesi nemusia amplifikovat’ transkripty referenéného
génu a sledovaného génu v rovnakej miere.

Za hlavné nedostatky RT-qPCR sa m6zu oznacit’ neschopnost’ rozliSovat’ malé rozdiely
v urovni expresie, slabu reprodukovatelnost’ experimentov vzoriek s nizkym poctom kopii,
inhibiciu PCR reverznou transkriptdzou, rozdielnu mieru transkripcie RNA pouZzitim réznych
primerov a samotny pouZity protokol extrakcie RNA a aj reverznej transkripcie, ktoré sa medzi
laboratoriami liSia. Z toho vyplyva vysoka pravdepodobnost’, ze vysledky RT-qPCR o rovnake;j
problematike prezentované réznymi laboratériami buda pravdepodobne odlisné. V pripadoch,
ked’ nie st zverejnené protokoly a presné informécie o navrhu experimentu, nie je jednoduché
urcit, ktoré vysledky odrdzaji realitu. Toto plati pre vSetky metddy, ktoré vychadzaju
z reverznej transkripcie, tak ako digitalna RT-PCR (RT-dPCR) a sekvenovanie RNA (RNA-
seq).

V dosledku nedostato€ne opisanych, nevalidovanych protokolov pre qPCR
v publikovanych Stadiach aich nizkej miere reprodukovatelnosti, sa vytvorila smernica
nazyvana MIQE (minimum information for publication of quantitative real-time PCR
experiments). MIQE hovori o miniméalnych informaciach, ktoré musia byt v pripade qPCR
experimentov spomenuté v publikicii so snahou podporit produkciu spolahlivejSich

a konzistentnych dat.

4.1.4 Vhodny vyber referencného génu

Stadie expresnych profilov boli v minulosti ¢asto robené¢ Northern blotom alebo v sucasnosti
pomocou mikro¢ipov, vd’aka moznosti ekonomicky analyzovat’ viacero génov sucasne. qPCR

je jedna znajspolahlivejSich metdd validacie tychto vysledkov. Vyhodou qPCR je jej



senzitivita, detekcia v redlnom case, rychlost’ analyzy a preciznost’ (ak su jednotlivé kroky
experimentu optimalizované). Uroveii expresie niektorych génov je také nizka, Ze ju je mozné
stanovit’ len pomocou qPCR. Ale ak ma qPCR validovat’ vysledky inych metod, ako je sama
normalizovana, a ako su jej vysledky validované? NajmensSie zmeny v izolaénych metodach,
osetreni DNazou, reverznej transkripcii, v reakénej zmesi a teplotnom programe qPCR mozu
viest’ k nepresnym vysledkom. Ak konformita tychto krokov nemdze byt na 100 % zachovana,
Ciasto¢ne vplyv tychto faktorov zmieriiuje zahrnutie normaliza¢ného génu, ku ktorému sa
vztahuje aroven expresie sledovaného génu/génov. Napriek tomu, ze qPCR je pouzivana
od roku 1992, délezitost’ referencnych génov bola dlhé roky v ustrani.
Referencné gény su endogénne kontroly reakcie, ktoré si sekvencne odlisné od sledovaného
génu (GO, gene of interest). Aby bol gén spolahlivou referenénou kontrolou, musi spiiat’
niekol’ko kritérii. NajdolezitejSie kritérium je, aby jeho uroven expresie nebola ovplyvnena
experimentdlnymi faktormi. Uroveii expresie referenéného génu by mala byt stabilna
a porovnatel'nd medzi vzorkami, s minimalnou variabilitou medzi tkanivami a fyziologickymi
stavmi organizmu. Zaroven by mal mat’ referenény gén podobné hodnoty prahového cyklu
(Ct, to isté ako Cq, teda kvantifikany cyklus) ako sledovany gén. Variabilita v Grovni expresie
referenéného génu by mala byt spdsobend len nedokonalostami pouzivanych technoldgii
a nepresnostami pipetovania. V takom pripade je mozné predpokladat, Ze chybovost' je
rovnaké aj pre sledovany gén. Zda sa, Ze tieto kritéria spiiaju gény bazalneho metabolizmu,
tzv. ,,house-keeping“ gény®. Ich génové produkty su zapojené do procesov esencialnych pre
prezivanie buniek, musia byt teda stabilne a konStantne exprimované. Z tohto dovodu sa zacali
ako prvé zvazovat' ako referencné gény. S tymto sa da suhlasit’, ale na druhej strane, vela
produktov ,,house-keeping ““ génov sa podiel'a nie len na bazalnych procesoch, ale aj na inych
SpecifickejSich dejoch v organizme. ,,House-keeping“ gény su Casto silne exprimované, ¢o
nemusi byt pripad sledovaného génu, ato modze viest' k skresleniu presnosti relativnej
kvantifikdcie. Ked je nejaky referencny gén spolahlivy prijednom type experimentov
s ur¢itym tkanivom a podmienkami, neznamena to, Ze bude aplikovatel'ny a funkény aj v inych
experimentoch. PouZitie referencného génu, ktory maé nestabilni Uroven expresie, vedie
k skreslenému pohl'adu na troven expresie GOI, ¢i ju uz nadhodnoti alebo podhodnoti.
NajcastejsSie pouzivané a v publikovanych Studiach spominané referencné gény su /8S

rRNA (18S ribozomalna RNA), 28S rRNA (28S ribozomdalna RNA), TUBA (a-tubulin), ACTB

® House-keeping gény st exprimované vo vsetkych bunkach a vo vsetkych vyvojovych §tadidch. Produkty

kodované tymito génmi st nevyhnutné pre zakladné funkcie buniek.



(p-aktin), f2M (f2-mikroglobulin), ALB (albumin), RPL32 (ribozomdlny protein L32), TBP
(TATA vidzobny protein), CYCC (cyklofilin C), EFIA (elonga¢ny faktor la), GAPDH
(glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza), HPRT (hypoxantin fosforibozyl transferaza) a RPII
(RNA polymeréza II).

Pri vybere vhodného referencného génu je nemozné sa spolahnit’ len na publikované
studie, ale pri navrhu a realizacii experimentu je potrebné otestovat’ vhodnost’ kandidatnych
referenénych génov pre konkrétne tkanivo, ktoré sa analyzuje, a aj pre konkrétne podmienky,
ktoré sa testuju.

Uroveii expresie bezne pouzivanych referenénych génov sa moéze menit vplyvom
externych faktorov, pricom posobenie tychto faktorov nemusi mat’ rovnaky vplyv na vSetky
typy tkaniv & organizmov. Urovei expresie sa dokonca moze menit’ medzi roznymi tkanivami
(Obrazok 4.5), ale aj v roznych Castiach tkaniva. Toto vSetko treba brat’ pri navrhu experimentu
do uvahy a optimalizovat’ spdsob odberu vzoriek, aby bol subor reprezentativny a otestované
referenéné gény v ilom mali stabilni uroven expresie. Takisto treba zohladnit, Ze rozne
patologické stavy, ako infekcie, nddorové a iné ochorenia (diabetes mellitus, atd’.) ovplyviiuja

expresiu génov bezne pouzivanych ako referencné.
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Obrazok 4.5 Uroveii expresie desiatich referenénych génov v 13 TPudskych tkanivach
normalizovanych ku geometrickému priemeru Siestich kontrolnych génov (GAPD, HPRTI,
SDHA, TBP, UBC, YWHAZ) (upravené podl'a Vandesompele a spol., 2002)
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4.1.5 AKo postupovat’ pri vybere a validacii referenénych génov?

Planovanie qPCR experimentov a vyber vhodného referencného génu by sa mohli zhrnut

do nasledovnych bodov:

Vyber kandidatnych referencnych génov na zéklade publikovanych Studii resp.
experimentalnych skusenosti.

Navrh primerov a prob. Primery a proby musia nasadat’ do unikatnych oblasti, aby
dochadzalo k amplifikacii len cielovej sekvencie. Nie je vhodné primery navrhovat
na oblasti, ktoré obsahuji bezne sa vyskytujuce varianty, resp. su mutacnym kot spot-
om. Pri eukaryotickych genomoch netreba zabudnut’ na alternativny zostrih. Primery je
vhodné navrhnut' na sekvencie, ktoré sa nachadzaji vo vsetkych transkripénych
variantoch, ak nas zaujima celkové mnozstvo danej mRNA, resp. na Specifické Casti
konkrétneho transkriptu, ak nds zaujima len produkt vznikajici z toho zostrihového
variantu. V pripade, Ze sledovany gén ma nefunkéné kopie alebo pseudogény, treba
pri navrhu primerov aspon jeden z primerov navrhntt’ na Specificktl oblast’ nepritomnu
v pseudogéne.

Vyber referenénych génov, ktoré majii podobntl troven expresie ako testovany gén, to
vSak nie je vzdy mozné dosiahnut’. Preto sa odporaca, aby urovenn RG nebola prili$ nizka
(Ct > 30) alebo prili§ vysoka (Ct < 15). V pripade, Ze je vyznamny rozdiel v tirovni
expresie, preferencne sa mdze amplifikovat’ mRNA, ktorej je tam vysSia koncentracia.
Preferen¢nd amplifikacia sa da eliminovat’ simplex navrhom experimentu (v jednej
jamke v reakcnej platni sa sleduje fluorescencia len GOI alebo referenéného génu), co
vSak vedie k zvySenym materidlnym, ¢asovym, a tym padom aj finanénym narokom.
Pri duplex/multiplex experimente sa sleduje uroven expresie vsetkych sledovanych

génov v jednej jamke.

Zakladnou vlastnost'ou referen¢ného génu je, Ze ma stalu a takmer nemennt troven

expresie v kazdej testovanej vzorke nezavisle od experimentdlnych podmienok. Existuje

niekol’ko algoritmov, ako napr. geNorm, NormFinder, BestKeeper, qBasePlus, ktoré

vypocitavaju tzv. index stability pre pary kandidatnych referencnych génov, ktoré su testované.

V pripade geNorm je miera génovej stability definovana ako Standardna odchylka logaritmicky

transformovanych hodnot expresie porovnavanych génov (M hodnota). NormFinder algoritmus

vyberd RG na zéklade linearneho modelu, ktory opisuje geometricky priemer tirovne expresie

ako komplexny stibor faktorov, ku ktorym patri tiroven génovej expresie v skupinach, mnozstvo

mRNA vo vzorke a ndhodné varidcie sposobené biologickymi a experimentalnymi faktormi.



Takto navrhnuty aditivny model je mozné otestovat’ roznymi Statistickymi pristupmi,
ako je klasicki ANOVA ainé metddy pre zmieSané linearne modely pozostavajuce
z pozorovani a nezavislych premennych. NormFinder vypocita na zaklade dat intra- a inter-
skupinovu variabilitu, ktoru skombinuje do hodnoty stability.

KedZe spominané programy vyuzivaju rdzne algoritmy, nie je prekvapujice, Ze
programy kandidatne RG vyhodnotia odlisne. Vyhoda geNorm spociva v schopnosti urcit
potrebny pocet génov pre normalizaciu. NormFinder zase vypocitava stabilitu kazdého génu
nezavisle, ¢o je vyhodné pri nedostatku informacii o spolo¢nej regulacii expresie danych génov.
Mallona aspol. aplikovali geNorm, NormFinder, BestKeeper, qBasePlus a vysledky
skombinovali pomocou programu RankAgregg. Zaujimavé je, ze GAPDH, najCastejSie
pouzivany referencny gén, bol takmer vSetkymi algoritmami vyhodnoteny ako najmene;j
stabilny vo vSetkych testovanych liniach petunii.

Typicky pilotny experiment pre evaludciu stability irovne expresie referenénych génov
je analyza desiatich kandidatnych RG v desiatich reprezentativnych vzorkach z kazdého
tkaniva alebo skupiny vzoriek. Vybrané gény by mali byt sicast'ou rdéznych biologickych
drah, s r6znou uroviou expresie.

V pripade, ze pouzitim algoritmov nie je mozné jednoznacne vybrat RG, resp.
algoritmy ponukaji rézne RG, pre najspolahlivejSie vysledky sa odporuca pouzit’ minimalne
tri RG, pri€om minimalne dva z nich by mali mat’ nestivisiace tlohy v organizme, aby sa zniZila
pravdepodobnost’, ze ich expresie st regulované spolo¢ne. Nasledne je potrebné tieto tri RG
otestovat’ na troch vzorkéach (biologické replikaty), ak maji rozne genotypy, tak triplikaty
pre kazdy. Pouzitie len jedného referenéného génu je prijatelné len v pripade, ak uz bol
otestovany a validovany za podobnych experimentalnych podmienok, avSak aj to moze viest
k vyznamnému skresleniu vysledkov. Vo v§eobecnosti plati, Ze ¢im je tkanivo homogénne;jsie,
tak bude potrebnych menej RG (napr. dva). V pripade heterogénnejSich tkaniv bude
relevantnejSie odrazat’ Uroven expresie v tkanive pouZitie Styroch az piatich referen¢nych
génov.

S rozmachom mikro¢ipov a charakterizdciou expresie na celogendmovej Urovni sa
naskytol novy sposob identifikacie vhodnych referencnych génov. MnozZstvo dat z mikrocipov
sa pre konkrétne tkaniva alebo podmienky kompiluje dokopy avnich sa identifikuju
najstabilnejSie exprimované gény. Validaéné experimenty potvrdili vhodnost’ takto
identifikovanych génov ako referencnych. Program, ktory toto umoziuje je RefSeq. Vyhoda
tohto pristupu je, zZe najprv skenuje verejne dostupné data na trovni celého genému, z nich

vyberie tie s najstabilnejSou urovilou expresie. Experimentator si moze nastavit® konkrétne



tkanivo a experimentalne podmienky, ktoré najvernejSie reprezentuji jeho navrhnuty
experiment. Nasledne je potrebné pontknuté kandidatne RG otestovat’ algoritmami GeNorm,
NormFinder alebo Bestkeeper. Takisto ma tento pristup svoje nepresnosti, pretoze mikroCipy
roznych technoldgii maji r6zne navrhnuté primery a proby na analyzované transkripty. Z tohto
dovodu je potrebné takto identifikované kandidatne RG otestovat aj experimentalne
porovnanim s overenymi RG.

Napriek neistotdm a nejasnostiam ohl'adom RG a normalizacie qPCR, qPCR je stale
jedna z najpresnejSich metod kvantifikacie nukleovych kyselin pri zachovani zakladnych

pravidiel pre qPCR metodiku (Obazok 4.6).
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Obrazok 4.6 Postup a délezité kroky pri navrhu a realizacii kvantitativnej polymerazovej reakcie
(upravené podl'a Derveaux a spol., 2010)

publikacia
vysledkov

+ vyber
+ validacia

* MIQE
* RDML

4.2 Technologie odvodené od polymerazovej ret’azovej reakcie

4.2.1 Digitalna polymerazova retazova reakcia

Digitalna polymerazova retazova reakcia (dPCR) je metdda umozZnujica kvantifikciu
nukleovych kyselin. Na amplifikaciu nukleovych kyselin sa vyuzivaju rovnaké chemikalie ako
pri qPCR. Uspesna amplifikacia cielovej molekuly je detegovana vd’aka fluorescencii, ¢i uz
z interkala¢nych cCinidiel alebo z hydrolyzaénych prob. Hlavny rozdiel medzi metodikami je
vtom, ako je PCR pripravena, a akym spdsobom sa detegovany signal z amplifikacie

kvantifikuje (Obrazok 4.7).
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Obrazok 4.7 Porovnanie PCR (polymerazova ret'azova reakcia), qPCR (kvantitativna PCR)
a dPCR (digitalna PCR). GOI — gén zaujmu (Pris¢akova, vytvorené v Biorender.com).

Pri qPCR je pripravend homogénna reakéna zmes a fluorescencia indukovana
amplifikaciou cDNA je monitorovand po kazdom cykle. MnoZstvo templatu sa odhaduje
na zdklade intenzity fluorescencného signdlu merané¢ho pocas logaritmickej amplifikacie,
vzhladom na interny alebo externy kalibrator (RG). Na rozdiel od toho, digitdlna PCR je
zaloZena na rozdeleni jednej reak¢énej zmesi do tisicov jednotlivych mikroskopickych kvapiek
s cielom fyzicky izolovat’ jednotlivé molekuly templatov pred amplifikdciou. Reakénd zmes
modze byt rozdelend r6znymi mechanizmami, ako napr. emulgovanim mikrokvapiek oleja

(digitdlna PCR v kvapkach), mikrojamkami alebo mikrofluidnymi ventilmi (Obrazok 4.8).
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Obrazok 4.8 MozZnosti separacie vzorky na jednotlivé molekuly pri digitalnej polymerazovej
ret’azovej reakcii (upravené podrla Streets, Huang, 2014)

Cielom je dosiahnut' aby v kazdom mikroskopickom kompartmente (mikroreakéna
jednotka, kvapka alebo jamka) bola jedna alebo Ziadna molekula a nie viacero cielovych
molekul. PCR reakcia prebehne nezavisle v kazdom kompartmente, pricom fluorescencia
z kazdého kompartmentu je snimana samostatne. Na zdklade Poissonovho rozdelenia sa urci
priemerné mnozstvo a podiel pozitivnych jednotiek (tie, ktoré vykazovali fluorescenciu)
s cielom redukovat/eliminovat’ chybu generovani jednotkami, v ktorych bolo viac kopii
cielovej sekvencie. Na zdklade rozdelenia je uréeny pociatoény pocet kopii v analyzovanej

vzorke.

4.2.2 Prevedenia digitalnej PCR

Principom digitialnej PCR v kvapkach (ddPCR — droplet-based digital PCR) je rozdelenie

vzorky (templatu) pred amplifikdciou. Vzorka sa rozdeli do tisicok malych uzavretych
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kvapdcok olejovej emulzie s objemom niekol’ko nanolitrov. V kvapdcke sa nachddza templat
aj reakénd zmes. Emulzie sa umiestnia do skimaviek, kde prebehne PCR a nasledne st vzorky
spracované prietokovym cytometrom. Alternativne mozu byt kvapky umiestnené na Cipe,
z ktorého sa nasledne zachytava fluorescencny signal, ak v kvapke prebehla reakcia (Obrazok
4.9).

V porovnani s qPCR, ddPCR je presnejSia, s menSou chybovostou. Je mozné
multiplexovat, proby su oznacené réznymi fluorescenénymi znackami pre rézne DNA/RNA.

Takymto sposobom je napriklad mozné vytvorit’ RNA kniznice pre jednotlivé bunky.

2.tvorba kvapdtok

olej

fluorescanda

¢ 1.vzorka I |
N ; /A
o \ | 1
A o / RTALR!
) i L3 CY YL Y YT Y -
reakénd zmes s
4. detekcia signalu
bR pozitivna vzorka vzorka
. A R T g kontrola 1 2
L BT H :
\ o
\ MR olej 'E :g_g
[TV R ¥ 5l
WD NG g }E__:_E o + 5 @ pozitivne kvapky
N s 5| & i ® negativne kvapky
3 H H
S pron
» cielova NK 3.PCR = IS 1 ;
Rt pozadie amplifikacia ?EL .--':.,"E ;
" " 21‘ ':;,;-
e e

pocetjavow
5.vizualizacia dat

Obrazok 4.9 Digitalna PCR v kvapkach, PCR — polymerazova ret’azova reakcia (upravené podl'a
Kojabad a spol., 2021)

Pri digitalnej PCR na ¢ipoch (cdPCR — chip-based digital PCR) su vzorky v jamkach
na silikbnovom ¢ipe. V jamke prebehne PCR acip je =zosnimany fluorescenénym
mikroskopom, aby sa urCilo v ktorych jamkach prebehla reakcia. Tak isto je mozné

multiplexovanie pouzitim prob s réznymi fluorescenénymi znackami.

4.2.3 Je pre méj experiment vhodnejsia qPCR alebo dPCR?

dPCR umoznuje kvantifikdciu absolutneho mnoZzstva kopii v jednotlivych vzorkach na konci
reakcie. Docieli sa to rozdelenim vzorky na tisice Casti, ktoré si analyzované oddelene.
Fluorescencny signal dPCR je binarny, bud’ kompartment ,,svieti* (1, v jamke je templat) alebo
»hesvieti (0, templat nie je v jamke). Pri qPCR je intenzita fluorescencie merana kontinualne
pocas celej reakcie. dPCR metdda absolutne kvantifikuje pocet kopii DNA alebo RNA, ¢im sa
eliminuje Casovo aj metodicky narocnejsia relativna kvantifikacia (pomocou Standardnych

kriviek, referen¢nych génov, ...). Elimindcia relativnej kvantifikécie je prakticka, ked’ pre analyt
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nie je dostupny vhodny RG alebo kalibrator. Ked'ze sa jednotlivé molekuly nukleovych kyselin
od seba oddelia, kazdd sa amplifikuje samostatne a nedochadza k prednostnej amplifikécii
najpocetnejSich nukleovych kyselin, teda nie je potrebné brat do uvahy efektivnost’
amplifikacie jednotlivych sledovanych génov.

Viacsina dPCR systémov umoziiuje simultinne detegovat’ emitovani fluorescenciu
z dvoch az piatich fluorescencnych farbiv, o je podobny pocet ako pri qPCR pristrojoch.
Multiplexovanie reakcii je vSak flexibilnejSie pri dPCR, ked’Ze reakcie prebiehaju samostatne
v kompartmentoch, a teda emisné spektra fluoroférov sa pri dPCR mézu, na rozdiel od qPCR,
prekryvat’.

Pri dPCR moéze byt kompartment vyhodnoteny ako falo$ne pozitivny alebo falo$ne
negativny vplyvom neSpecifickej amplifikacie alebo komplikovanej interpreticie priemernej
urovne fluorescencie z kompartmentov, €o stazuje urenie koncentracie analytov.

V pripade, ak je qPCR experiment dobre navrhnuty, optimalizovany a precizne
prevedeny, je mozné ziskat’ excelentné a presné vysledky. Avsak je citlivejsi k nepresnostiam
a zmenam v kazdom kroku experimentu. Pri izolacii RNA z r6znych zdrojov sa v izolate ¢asto
nachddzaju kontaminanty. Kontaminanty mozu interagovat’ s 7aq polymerazou, a teda zistené
Ct nemusi skuto¢ne odrazat mnozstvo nukleovej kyseliny vo vzorke, ale aj interakciu
s kontaminantami. Riedenie vzorky zriedi aj mnozZstvo kontaminantov, ktoré interaguju
s reakénou zmesou. Riedenie je v§ak mozné, len ak je mnozstvo nukleovej kyseliny vo vzorke
dostato¢ne vysoké. KedZe dPCR nie je zavisla od efektivity reakcie, ktord modze byt
ovplyvnena kontaminantami, efekt kontaminantov sa minimalizuje. Amplifikacia sice nie je
taka efektivna, ako bez pritomnosti kontaminantov, ale kompartment je stale vyhodnoteny ako
pozitivny. Preto je dPCR vhodné alternativa pri vzorkach, pre ktoré je typicka vysokd miera
inhibicie PCR, ako su napr. vzorky stolice. Takisto pri multiplexovani v dPCR nie je potrebné
pre kazdy sledovany gén normalizovat’ viacero RG.

dPCR je vporovnani s qPCR efektivnejSia pri detegovani zriedkavych variantov
v subore DNA vzoriek s vysokou frekvenciou wild-type sekvencie. dPCR je efektivna metdda
aj pri detekecii cirkulujiicej vol'nej DNA (cfDNA, cell free DNA) v tdznych vzorkach, ako krv,
sputum, stolica a cerebrospindlna tekutina, ale aj vo vzorkdch fixovanych vo formaline
a zaliatych do parafinu, kde Casto dochadza k degradacii DNA. dPCR naSla uplatnenie aj
v génovej terapii, kde umoziiuje absolutnu kvantifikaciu viralneho vektoru pred administraciou
pacientovi a stanovenie poctu kopii v cielovom tkanive, ale aj pri detekcii roznych virusovych

aj bakterialnych nakaz.



V sucasnosti st celkové néklady na reakciu pri dPCR vyssie, nez pri qPCR. V pripade,
ze je vzorka nachylnd na inhibiciu amplifikacie resp. nie je dostupny vhodny RG alebo
kalibrator, dPCR je vhodna vol'ba. dPCR je aplikovatelna na Siroké spektrum problémov, ale
otazka je Ci je potrebné ju aplikovat’ v pripadoch, ked’ je uz qPCR optimalizovana a poskytuje
hodnoverné vysledky. V niektorych analyzach mala dPCR vyssiu Specifickost’, v niektorych
rovnaku a v niektorych nizsiu nez qPCR. Preto len experimentalne overenie aplikovatel'nosti

metody zodpovie otazku ¢i pouzit’ gPCR alebo dPCR.

4.3 Kvantitativna polymerazova retazova reakcia jednej bunky (Single-cell

qPCR)

Bunka je zékladna fyziologicka a biologické jednotka, ktora dokéze fungovat’ samostatne, ale
aj ako sucast’ tkaniv a organov. Charakterizacia jednotlivych buniek na molekularnej Grovni
umoznuje pochopit’ ich funkciu, ako interaguju s prostredim, alebo navzajom. qPCR je jedna
z najvyuzitel'nejSich metod pre charakterizacie jednotlivych buniek, ¢i uz na urovni DNA alebo
RNA. Bunky maju vysoko variabilné molekuldrne profily, ktoré zodpovedaji internym
a externym stimulom, ¢o robi kazdu bunku jedine¢nou. Profily buniek st dynamické, neustale
sa adaptujice na stale sa meniace mikroprostredie. Ich molekularny profil odraza ich funkcie.
Profilacia jednotlivych buniek umoziuje identifikovat alebo objavit’ nové subtypy buniek,
porozumiet’ ako presne bunky reaguji na stimuly, opisat’ heterogénnu kompoziciu tkaniv
a odhalit’ bunkovo $pecifické interakcie v rdmci komplexnych tkaniv.

Vyuzitie qPCR na analyzy jednotlivych buniek, anie celych tkaniv, je celkom
priamociare. Mo6Zzu byt pouzit¢ bezné¢ qPCR metodiky a pristroje so Standardnym qPCR
analyzujicim programom. Kroky naviac si zber jednotlivych buniek, preamplifikacia
a modifikacia niektorych analyz. Obmedzenie je, Ze naraz mdze byt analyzovany limitovany
pocet molekul (zvy€ajne maximalne 96), ak je potrebné analyzovat’ vac¢si pocet, odporuca sa
masivne paralelné sekvenovanie (NGS, next generation sequencing). Vyhodou qPCR je
jednoduchsia optimalizacia, €o prispieva k vysSej citlivosti a reprodukovatel'nosti nez pri NGS.
Data ziskané z qPCR vie analyzovat’ bezny vyskumnik, neSpecialista. Vyhodnocovanie dat
z NGS si uz vyzaduje biostatistika. Cena qPCR analyzy na vzorku je nizSia ako pri NGS, ak sa
bert do uvahy vSetky kroky pripravy. qPCR moéze byt nahradena dPCR, ¢o vSak vedie
k zvySeniu ceny reakcie. Pri hromadnej analyze sa porovnavaji vzorky (napr. od pacientov,
z bunkovych kultur) medzi sebou. Teda sa spriemeruji hodnoty mnozstva daného transkriptu

v celej vzorke. Prianalyze jednotlivych buniek je mozné porovnavat jednotlivé bunky



v jednom tkanive, porovnavat jednotlivé tkaniva navzajom, pricom dochadza k menSiemu

skresleniu dat (Obrazok 4.10).
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Obrazok 4.10 Porovnanie klasickej hromadnej analyzy a analyzy jednotlivych buniek.
Pri hromadnej analyze su porovnavané subjekty, pri analyze jednotlivych buniek st porovnavané
bunkové typy (upravené podla Stahlberg, Kubista, 2018).

Jednotlivé bunky moéZu byt zozbierané niekolkymi technikami, najbeZnejSie st
mikromanipulacia, laserovda mikrodisekcia a prietokovd cytometria. Pri charakterizacii
molekulového profilu jednotlivej bunky je dolezitd charakterizacia v ramci jej jednotlivych
Casti avramcijej kompartmentov. Néastraha analyzy je, ze sa pracuje s minimalnym
mnozstvom ciel'ovych molekul, takZe bunkova lyza a reakcie musia byt maximalne efektivne
s minimalnymi materialovymi stratami. Casto je efektivnej§ie cielové bunkové populacie
oznacit pomocou génového konstruktu alebo protilatkou konjugovanou s fluorescencnym

signalom.
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Mnozstvo dostupnych buniek je délezitym faktorom pri vybere platformy pre analyzu
jednotlivych buniek. Fluorescen¢ne aktivovand prietokova cytometria (FACS, fluorescence
activated cell sorting) sa da povazovat' za rychlu a masivnu metdédu z hl'adiska spracovania
buniek, ale pozaduje na zaciatok vel'’ké mnozstvo buniek. Mikromanipulacia vie zachytit’ vSetky
viabilné bunky, aj ked’ ich je len par. Obe metdédy zachytavaju zivé bunky. Laserova
mikrodisekcia zachovéa priestorové usporiadanie zozbieranych buniek, ale vacsinou vyzaduje
fixaciu, ¢o je spojené so stratou analytov a degradaciou.

Molekuly su vac¢sinou priamo izolované z intaktnej bunky. Enzymatické spracovanie
buniek je prisposobené tomu, ¢o je potrebné izolovat. MiernejSie neidnové detergenty lyzuju
len cytoplazmaticki membranu, ¢o umoznuje purifikovatt RNA od obsahu jadra. SilnejSie
detergenty lyzuju aj jadrovi membranu. Enzymatické spracovanie musi byt’ optimalizované
aby doslo k purifikacii zelanych molekul a zaroven d’alSie analyzy neboli inhibované.
Pri klasickej qPCR je nukleova kyselina z tkaniva alebo bunkovej kultiry purifikovana
na pevnej faze (gulicky, membrany v koldnkach). Pri analyzach jednotlivych buniek su tieto
metody zriedka pouzité kvoli vysokym stratdm analytov.

Analyza molekul s nizkou koncentraciou si vyzaduje preamplifikéciu alebo detekciu
viacerych cielov naraz (multiplexing). Preamplifikacia va¢Sinou prebieha rovnako ako nasledna
amplifikacia pocas qPCR. Vysledky qPCR jednotlivych buniek moéZu byt skreslené, podobne
ako klasicka qPCR, a to vplyvom pripravy vzoriek, reverznou transkripciou a samotnou qPCR.
Preto je potrebné optimalizovat’ a normalizovat’ jednotlivé kroky. Pri klasickej qPCR st
expresné profily porovnané normalizovanim voci referencnym génom, ¢o vSak nie je
aplikovatel'né pri analyze jednotlivych buniek, pretoze ziadna RNA alebo protein nie je v bunke
pritomny v konstantnom mnozstve vd’aka ¢asovym vykyvom. Preto sa vysledky normalizuju
vzhladom na bunku, ¢i uz ako relativne mnozstvo konkrétneho transkriptu vzhl'adom
na celkové mnozstvo transkriptov alebo v absoliitnom mnozstve v bunke.

qPCR analyza jednotlivych buniek, po dostato¢nej optimalizacii, otvara nové moznosti
vyskumu a vyrieSenia problémov, ktoré neboli rieSite'né Standardnym pristupom. Metodika je
robustna, flexibilnd a moze byt implementovana takmer v kazdej problematike a laboratoriu.
qPCR analyza jednotlivych buniek by mohla pomoct’ aj pri rieSeni klinickych problémov, napr.
preco niektori pacienti vobec nereaguji na liecbu. Podl'a poslednych odhadov, 90 % lieciv je
efektivnych len u50 % pacientov. Jednym z dovodov neefektivity modze byt bunkova
heterogenita, ktord existuje v ramci, ale aj medzi pacientami, ktori trpia rakovinou a inymi

komplexnymi ochoreniami. Bunky sa mézu lisit’ expresnymi profilmi stoviek génov. Ked je



testovany génovy profil na urovni populdcii, intercelularne variacie s funk¢nou a klinickou

relevanciou mozu byt zamaskované.

4.4 Mikrocipy a RNA sekvenovanie

Za ostatné desatrocia sa vyvinuli metddy umoznujuce celogenémovu kvantifikaciu génovej
expresie, teda charakterizaciu transkriptomu. Mikro€ipova analyza je metéda umoznujuca
simultanne sledovat’ relativnu koncentraciu viacerych DNA alebo RNA sekvencii. Prvé stadie
boli realizované pomocou mikrocipov zalozenych na hybridizacii. DNA Cip funguje na principe
hybridizacie analyzovanej DNA k Specifickym nasyntetizovanym sekvenciam. Tieto sekvencie
su kovalentne alebo nekovalentne prichytené k povrchu ¢ipov. Analyzovand DNA je znacena,
napr. fluorescencne. Na zdklade signalu z hybridizacie je merand relativna koncentracia/pocet
sekvencii vo vzorke. Prianalyze génovej expresie musi byt RNA prepisand do cDNA
a nasledne sa hybridizuje k probam na &ipe. Cipy maju niekol’ko nevyhod. Dopredu je potrebné
poznat’ sekvenciu, ktora ma byt analyzovana. Ak gén alebo jeho produkt nie su v genéme este
anotované, nie je mozné ich pomocou mikrocipov zachytit. V pripade, ze chceme analyzovat’
podobné sekvencie, resp. sa v gendme nachddzaji vysoko homoldgne sekvencie (napr.
pseudogény) alebo alternativne splicingové varianty, moéze dojst’ ku krizovej hybridizacii.
Zachytenie konkrétneho zostrihového variantu je mozné napriklad navrhnutim prob ku spojom
exonov. Problematickd moéze byt aj presnd kvantifikidcia vysoko exprimovanych a slabo
exprimovanych génov. V dosledku kinetiky hybridizacie nie je intenzita signélu stale linearne
zavisla od poctu kopii hybridizujucich na mikro€ip. Pri istej koncentracii hybridizujicich sa
sekvencii dochddza k saturovaniu reakcie a intenzita fluorescenéného signalu uz nerastie
s rasticim poctom kopii. Naopak pri nizkych koncentraciach sekvencii nemusi dochadzat’
k naviazaniu. Teda intenzita signalu je linedrna len v obmedzenom intervale koncentracii
sledovanych molekul v roztoku.

Napriek nevyhoddm mikroCipov, je to stdle spolahliva metdoda pre simultanne
analyzovanie tisicov transkriptov. Viedla k objasneniu Sirokého spektra biologickych
problémov, vratane vyvojovych procesov, k identifikacii génov, ktoré sa exprimuju rozdielne
v pripade patologickych stavov ¢i k rozvoju farmakogenomiky.

Sekvenacné techniky, na rozdiel od hybridizaénych technik, priamo uréuja sekvenciu
transkriptu. Najprv sa na analyzu cDNA pouzivalo Sangerove sekvenovanie. K cDNA boli
pridavané podl'a metodik r6zne znacky (EST — expressed sequence tag, SAGE — serial analysis
of gene expression, CAGE — cap analyses gene expression), pricom sa pripravila expresna

kniznica, ktord sa nasledne sekvenovala. Tato metéda umoZznuje priamo urcit’ pocet kopii



mRNA transkriptu, ¢o poskytuje vyhodu v porovnani s mikro¢ipovymi metédami. RNA
sekvenovanie pomocou automatizovanej Sangerove] metddy vyzaduje velké mnozstvo
vstupnej RNA a je pomerne cenovo narocné.

Rozvoj masivneho paralelného sekvenovania spdsobil revoluciu v transkriptomike.
RNA sekvenovanie pouzitim NGS umoznuje detailnejsi pohlad na génovi expresiu,
alternativny zostrih a alelovo Specificku expresiu. RNA-seq predstavuje metodu, ktord by
mohla nahradit’ mikroCipy pri celogenomovych analyzach transkriptomu.

Hlavna vyhoda RNA sekvenovania je schopnost’ rozlisit’ transkripty liSiace sa len jednym
nukleotidom. Tym je mozné presne charakterizovat’® urovenl expresie jednotlivych alel
v heterozygotnych lokusoch a identifikovat’ alelovo Specifickua expresiu (ASE, allele-specific
expression). Av§ak vyhodnocovanie RNA-seq dat predstavuje algoritmicku aj logistickll vyzvu.
Bolo vyvinutych niekol’ko pocitacovych metdd na priradovanie Citani (reads), kvantifikaciu
génov a/alebo transkriptov, identifikaciu diferencidlne exprimovanych génov, ale aj medzi nimi

existuje vel'ka variabilita vo vystupoch analyz.

4.5 Vybrané aplikacie kvantitativnej polymerazovej ret'azovej reakcie

4.5.1 Detekcia infekénych agensov

Skora detekcia infekéného ochorenia mdze byt rozhodujica pri liecbe pacienta. Infekéné
agensy mozu byt identifikované priamym vySetrenim postihnutého tkaniva, detekciou
antigénov patogénnych agensov, kultiviciou aizoldciou agensov alebo stanovenim
sérologickej odpovede infikovaného jedinca. Tieto pristupy su stale vyuzivané v diagnostike
a su dolezité pri spravnom lieCebnom postupe. Zavedenie PCR, vratane RT-qPCR, vSak zmenilo
detekciu a diagnostiku infekénych agensov. Stanovenie mnozstva infekéného agensu je cenny
prognosticky nastroj ¢i spdsob monitorovania efektivity terapie.

SARS-CoV-2 spdsobuje tazky akltny respiracny syndrom. NajcastejSie bezné prejavy
ochorenia st: horucka (takmer vzdy), kasSel’, slabost” a tinava. NajcastejSie komplikacie veduce
k vaznym prejavom ochorenia st akutny respiraény syndrom (dychavicnost’), zapal a
zlyhavanie pl'ic, septicky Sok, poSkodenia obli¢iek, poskodenia srdca, sekundarne bakteridlne
a plesiiové infekcie a multiorganové zlyhanie.

Kvantitativna PCR s reverznou transkripciou je celosvetovo pouzivana na analyzu
vzoriek od pacientov, ktori maji symptomy ochorenia alebo boli v kontakte s infikovanym
jedincom. Primery musia byt Specificky a precizne navrhnuté, aby nedochddzalo k falo$ne

pozitivnym reakcidm na zaklade kriZzovej reaktivity s pribuznymi kmenimi. R6zne krajiny



a inStitucie pouzivaju rozny pocet prob k cielovym sekvenciam. Proby st vacSinou navrhnuté
na sekvencie Strukturdlnych génov (ako su S, £ aN gény), ktoré citlivejSie deteguju
koronavirus, atiez na sekvencie druhovo S$pecifickych génov (gén pre RNA-zavisli RNA
polymerazu (RdRp), ORFla a ORF'1b), ktoré su Specifické pre SARS-CoV-2.

Presnej$im diagnostickym testom nez RT-qPCR je masivne paralelné sekvenovanie,
ktoré je vSak financne aj casovo naro¢né a nemoéze byt pouzité ako skriningovy nastroj. Preto
sa RT-qPCR stala zlatym Standardom pri diagnostike SARS-CoV-2, aj napriek riziku faloSne
pozitivnych ¢i negativnych vysledkov. Faktory, ktoré mozu vplyvat’ na presnost’ testu st sposob
odberu (vytery z nosa alebo nosohltanu, bronchoalveolarna lavaz, odber z vykalov, slin a sputa),
ako aj miera s akou virus mutuje. Nie je dolezita len frekvencia mutécii, ale aj ich lokalizacia
v gendme. Ak zmutuje oblast’ kde nasadajii primery a proby pouzité v qPCR, Specifickost’
a efektivita testu sa zmeni. Tento problém sa da eliminovat’ multiplexovanim — navrhom
viacerych primerovych péarov a proéb pouzivanych sucasne.

Sice sa RT-qPCR pouziva celosvetovo na detekciu SARS-CoV-2, podmienky reakcie,
pouzivané chemikalie, protokoly a kedy je vysledok povaZovany za pozitivny, je nastaveny
v roznych krajinach rozne. Citlivost’ testu (LoD, /imit of detection) zavisi od jeho konkrétneho
dizajnu a prevedenia. Dalsim faktorom je mnozstvo biologického materialu, ktoré sa analyzuje.
Typ asposob odberu vzorky, €as od infekcie, zavaznost' priebehu ochorenia ovplyviiuj
mnozstvo virusove] RNA vo vzorkdch. Vytvorenie Standardného protokolu, ktory by sa
jednotne pouzival celosvetovo, by prinieslo udaje priamo porovnatelné medzi jednotlivymi
krajinami.

Pri tvoreni takéhoto protokolu, nielen v pripade detekcie SARS-CoV-2 st dolezité
viaceré parametre. Prvym je hodnota Ct, teda cyklus, pri ktorom fluorescencny signal vzorky
prekroc¢i dopredu stanoveny prah. Inak povedané je to pocet cyklov potrebnych na amplifikaciu
virusovej RNA, aby dosiahla detegovate'né mnoZzstvo. Hodnota Ct zavisi od poctu kopii
cielovej sekvencie (napr. pocet kopii SARS-Cov-2), ¢im je tam viac kopii, tym je Ct nizsie, a
naopak ¢im je tam menej kopii, tym je Ct vysSie. Za Ct je zvyC€ajne stanoveny 25. — 28. cyklus.
Ak je signdl vyznamny v neskorSich cykloch ako v 28., predpoklada sa, ze signal moze byt
z neSpecifickych sekvencii vdaka postupnej degradacii a inaktivacii 7ag polymerazy.
Vo vSeobecnosti sa hodnoty Ct nad 40 povazuju za negativny vysledok, ale nie je to jednotné
v kazdom laboratoriu.

Niektoré laboratdria pri vysledku testu uvadzaji hodnotu Ct, niektoré len ¢i je vysledok
pozitivny alebo negativny. Zaroveil neboli vysledky porovnané medzi jednotlivymi protokolmi,

jednotlivymi komerénymi supravami, teplotnymi cyklovaémi, atd’., preto je velmi tazké



porovnavat’ tieto vysledky a uzatvarat' klinicky aplikovatelné zavery. CAP (College of
American Pathologists) upozornili, ze metoda odberu materialu, zdroj biologického materidlu,
sposob uskladnenia a transportu, rozmrazenie a zamrazovanie vzoriek, ¢as od odberu
po analyzu a ¢as od infikovania po odber vzoriek mo6zu ovplyvnit mnoZzstvo virusovej RNA,
ktora bude detegovana, ateda hodnota Ct bude variabilne ovplyvnené tymito faktormi.
K 25. aprilu 2020 bolo komer¢ne dostupnych 480 validovanych diagnostickych testov.
Neexistuje ziadny referenc¢ny Standard, ktory by bol celosvetovo dostupny, a na zéklade ktorého
by sa validovali kvantitativne eseje, a teda sa generovali data, ktoré st navzajom porovnatelné.
Ct hodnoty dokonca vyznamne variruju medzi metodami, ale aj v rdmci metéd. CAP poslali
pripravené rovnaké vzorky do viac ako 700 laboratérii (Obrazok 4.11). Mediany hodnoty Ct
boli medzi réznymi protokolmi rozdielne, pri€om rozdiel bol aj 14 cyklov. Ak sa pouzil rovnaky
pristroj arovnakd komercna suprava, ale cielovd sekvencia (na ktora cast SARS-CoV-2
gendmu bola navrhnutd préba) bola rozdielna, rozdiel bol tri cykly. Rozdiely medzi
laboratoriami, ktoré pouzivali tie isté pristroje aj komercné supravy boli v niektorych pripadoch
az 12 cyklov.

Samozrejme, vo vSeobecnosti vzorky, ktoré obsahuji menej virusovej RNA majl vyssie
hodnoty Ct a naopak. Tak isto sa da predpokladat’, ze ak je virusova ndloz vyssia, tak aj priebeh
ochorenia méze byt zavaznejsi, ale pri momentalne nastavenych protokoloch a postupoch nie
je mozné priamo aplikovat hodnoty Ct do klinickej praxe ako nastroj pre stratifikdciu
zavaznosti infekcie SARS-CoV-2. Metdda RT-qPCR je pravdepodobne najpraktickejSia metdda
detekcie infekcie SARS-CoV-2, ale pre presné a vypovedné vysledky, ktoré moézu byt
porovnané celosvetovo, je potrebna Standardizacia a validacia protokolov.

Digitdlna PCR bola vyuZitd aj na detekciu SARS-CoV-2 adata boli porovnané
s vysledkami ziskanymi z tych istych vzoriek, ale pomocou RT-qPCR. dPCR testovanie
vykazovalo spolahlivejSie vysledky, pricom senzitivita dPCR bola 94 % v porovnani 40 %
pre RT-qPCR. Vysledkami ilustrovali, Ze je mozna aplikacia dPCR aj do viralnej diagnostiky,
hlavne v situaciach, ked je virusovd naloZ nizka a ziroven sa eliminuje miera faloSne
negativnych vysledkov. Zatial, ¢o kvantifikdcia pomocou qPCR zavisi od pouzitych primerov
a prob (Obrazok 4.11), dPCR prindSa stale porovnatel'né vysledky nezévisle od pouzitych
primerov, dokonca aj v ich suboptimalnom mnoZstve bez straty citlivosti. Nevyhoda je, ze kvoli
cene nie je mozné dPCR rutinne zaviest' do diagnostickej praxe. RieSenim by vSak bolo
kvantifikovat’ Standardizovanti vzorku SARS-CoV-2 RNA digitalnou PCR, a to pouzit’ ako

kalibra¢ny Standard pri stanovani kvantity RNA vo vzorkach pomocou qPCR.
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Obrazok 4.11 Hodnoty Ct pre vybrané cielové génové transkripty v diagnostike SARS-CoV-2.
Biologicky material pochadzal zrovnakej davky a bol analyzovany réznymi komercne dostupnymi
chemikaliami a platformami v réznych laboratoriach. Median Ct hodnét je vyznaceny farebnym
krazkom, rozmedzie hodnoét je vyznacené useCkami, n — pocet respondentov realizujucich analyzu, Ct —
prahovy cyklus (upravené podl'a Rhoads a spol., 2021).

Vyuzitie dPCR v klinickej mikrobioldgii vo vSeobecnosti spociva v kvantifikacii davky
patogénu (aj pri nizkych davkach, aj bez dostupnosti referencnej vzorky), na kalibraciu
referenénych Standardov pre qPCR, detekcii zriedkavych mutécii a alel a detekcii genomickych
editacii. Digitdlna PCR uZ bola pouzitd na kvantifikdciu viacerych virusov, vratane HIV,
cytomegalovirusu, virusu hepatitidy B, C a E, JC polyomavirusu, 'udského papillomavirusu,
I'udského T-lymfotropického virusu, 'udského rhinovirusu a 'udského parechovirusu typu 3.
Z baktérii boli kvantifikované Mycobacterium tuberculosis a Helicobacter pylori, z protozoa
Plasmodium malariae. Zoznam mikroorganizmov, ktoré boli pomocou dPCR uspesne

detegované a kvantifikované sa neustale rozrasta.

4.5.2 Predimplantacné genetické testovanie aneuploidii a genotypizacia reprodukénych

strat

In vitro fertilizacia (IVF) zmenila reproduként medicinu. VySetrenie embryi na pritomnost’
aneuploidii (PGS, preimplantation genetic testing for aneuploidy) je najCastejsi geneticky test
pred embryonalnym transferom pri IVF. Chromozomalne aneuploidie su najcastejSim dovodom
reprodukénych strat. Metodiky PGS umoziiuji odobrat’ vzorku trofektodermu zo skorych
kultivovanych embryi a ur¢it’ kompoziciu gendému embrya. PGS analyzuje bunky, z ktorych sa

vyvinie placenta. Ked’Ze s istou mierou dochadza k mitotickej disjunkcii po€as embryonélneho
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vyvoja, vysledky PGS odobratych embryonalnych buniek sa v niektorych pripadoch mézu lisit
od skuto¢nej kompozicie genému plodu.

Existuje niekol’ko diagnostickych moznosti, ktorymi je mozné otestovat’ vSetkych 23
chromozémovych parov, ¢i uz detegovat chromozomové aberdcie alebo génové mutacie.
Najcastejsie sa pouzivaju qPCR, mikroc¢ipy a NGS.

Na genetické testovanie sa pouzivaju dva typy mikrocipov — SNP (jednonukleotidové
polymorfizmy, vysoko variabilné v genéme) a komparativha genomicka hybridizacia
(CGH). SNP mikro¢ipmi je mozné identifikovat chromozomové aneuploidie, niektoré
Strukturdlne chromozémové aberacie auniparentdlnu dizomiu. Triploidiu nie je mozné
detegovat. CGH testuje priblizne 4000 markerov (duplikatne) rozmiestnenych v celom
genome. Pri CGH sa vzorky porovnévaju so vzorkami normélnych genémov, 46,XY a 46,XX.
CGH nerozlisi triploidie ani uniparentdlnu dizémiu. Identifikuje len chromozdémové
aneuploidie, a nie Strukturdlne zmeny chromozémov (napr. balansované translokacie, inverzie,

atd’.) (Obrazok 4.12).
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Obrazok 4.12 Vysledok komparativnej genomickej hybridizacie na ¢ipe. Vzorka ma parcialnu
trizomiu dlhého ramienka 6. chromozomu, parcialnu monozémiu dlhého ramienka 10. chromozomu a je
trizomicka pre 18. chromozom.

V pripade, Ze je podozrenie na gendomové prestavby nezachytiteIné spomenutymi
metodami, je stdle mozné uplatnit’ fluorescenéni in situ hybridizaciu (FISH), ktora ako prva
vobec umoznila predimplantacné analyzy. Kvantitativna PCR umoziuje zachytenie
chromozémovym aneuploidii detegovanim poctu kopii analyzovanych chromozémov. qPCR
porovnava tri alebo Styri amplikony konkrétnych lokusov rozptylenych po chromozdéme

vzhl'adom na referen¢ny gén na tom istom chromozéme. Pomocou qPCR je mozné zachytit’
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triploidiu alebo monozoémiu, nie je vSak mozné identifikovat’ Strukturdlne chromozémové
aberacie alebo uniparentdlnu dizomiu. Vyhodou analyzy je jej rychlost, 96 lokusov
(4 na kazdom chromozome) je zanalyzovanych za 4 hodiny (v porovnani s 12 hodinami pri
pouziti CGH). Potencial dPCR v prenatalnej a postnatalnej diagnostike sa neustale verifikuje

na uz zavedenych protokoloch pre rozmanité spektrum ochoreni (Obrazok 4.13).
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Obrazok 4.13 Prenatalna neinvazivna detekcia genotypu (GG/GA/AA) v géne PAH (fenylalanin
hydroxylaza) vo vol'nme cirkulujucej fetilnej DNA. a) stanovenie genotypu Sangerovym
sekvenovanim, b) stanovenie genotypu digitalnou dropletovou PCR. Alela A je klasifikovana ako
patogénna v pripade fenylketontrie (upravené podla Yan a spol., 2019).

PGS je mozné aj pomocou masivneho paralelného sekvenovania, a to konkrétne
MiSeq (Illumina) a Personal Genome Machine (PGM, Thermo-Fisher Scientific). Prvé klinické
studie ilustruja, Ze pouzitim NGS metod je mozné v porovnani s CGH presnejSie detegovat’

parcialne aneuploidie, nebalansované translokécie, a aj mozaiky.
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Napriek rozvoju mikrocipov, NGS ainych metdéd je stale zlatym Standardom
v prenatalnej aj postnatalnej diagnostike karyotypizacia kultivovanych amniotickych buniek.
Tato metdda sice umozinuje zachytit’ numerické aj Strukturalne zmeny, je vSak ¢asovo narocna
(dizka analyzy dva az tri tyzdne).
Tabul’ka 4.1 Porovnanie PGS (preimplantation genetic testing for aneuploidy) technologii. SNP -
jednonukleotidovy polymorfizmus, aCGH - komparativna genomickd hybridizdcia na ¢ipoch, qPCR -

kvantitativna polymerazova ret'azova reakcia, NGS - masivne paralelné sekvenovanie, PGM - Personal
Genome Machine.

SNP aCGH qPCR MiSeq PGM
NGS NGS
chromozémové V4 v V4 V4 V4
aneuploidie
mozaicizmus N4 pri cca 50 X V4 V4
%
triploidia | zavisi od DNA kvality X V4 V4 V4
vel’ké delécie alebo N4 X X nenavrhnuty V4
duplikacie (>50Mb) s tym
cielom
klinicky vyznamné | zavisi od velkosti a X X X v
delécie alebo duplikacie chromozémovej
lokalizacie
uniparentalna dizémia N4 X X V4 V4
pocet mitochondrialnych X X N4 V4 V4
kopii

Alternativna metoda je kvantitativna fluorescenéna PCR (QF-PCR). Vyhodou QF-
PCR je rychlost, nizke financné néklady a vysoka presnost’. Analyzuje sa amnioticka tekutina
alebo vzorka choriovych klkov, pricom kultivacia buniek nie je potrebna. Pri QF-PCR sa
analyzujui kratke tandemové opakovania (STR, short tandem repeats). STR (mikrosatelity)
st repetitivne sekvencie s dizkou dva az $est’ nukleotidov rozptylené v genome. Sekvencie st
v populacii vysoko polymorfné. Vd’aka sucasnej analyze viacerych STR je mozné presne
identifikovat’ jedincov, €o sa vyuziva v testoch paternity, forenznych pripadoch ¢i
v popula¢nych $tadiach. STR moézu byt amplifikované pomocou fluorescenéne znacenych
primerov. Amplifikované produkty si analyzované v kapilarnej elektroforéze
(napr. Geneticky Analyzator ABI PRISM 3130x1), pricom je moZzné urcit’ vel'kost’ produktov,
heterozygotnost’ a pocet kopii v analyzovanych lokusoch. Na zdklade analyzy je mozné
detegovat’ aneuploidie alebo parentdlne dizoémie (Obrazok 4.14). V pripade prenatdlnej
diagnostiky sa analyzuji STR na chromozomoch 13, 18, 21, X a' Y (Devyser Complete).
V pripade opakovanych reprodukénych strat je analyza rozsirend na chromozomy 13, 15, 16,

18, 21,22, X a'Y (Devyser Extend).
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Obrazok 4.14 Genotypizacia kratkych tandemovych opakovani (STR) kvantitativhou
fluorescenénou polymerazovou reakciou (QF-PCR), a) trizomia 16. chromozému, b) triploidia,
¢) XXY, d)XYY, e) X0 (Turnerov syndrom)

4.5.3 Vyuzitie qPCR a dPCR na zachytenie poctu kopii DNA fragmentov

Kvantitativna PCR sa rutinne vyuziva na stanovenie poctu kopii génov v genéme. Tento pristup
sa vyuzil pristanoveni poctu kopii SMNI a SMN2 pri spindlnej muskuldrnej atrofii,
pri kvantifikacii CFTR transkriptov pri cystickej fibroze, pri determinéacii miery HER-2
amplifikacie v 'udskom karcindme prsnika a pri nespocetnom mnoZstve inych ochoreni.
Na stanovenie poctu kopii je mozné pouzit’ fluorescencné proby alebo interkalacné farbiva.
Vo vSeobecnosti st nddorove bunky geneticky nestabilné s vysokou frekvenciou vzniku novych
mutécii, ktoré sa vSak nachadzaji len v Casti nddorovych buniek, pricom detekcia tychto
mutdcii mdéze napomoéct k navrhnutiu personalizovanej lie€by. Metéda dPCR je vhodna
alternativa zachytenia takychto sekvencii s nizkou frekvenciou. Vybornym prikladom je
nemalobunkovy karcindm pltc. Nadorové bunky s aktivatnou muticiou v géne EGFR
(receptor pre epidermdlny rastovy faktor) st citlivé na liecbu inhibitorom tyrozin kindz. AvSak
po liecbe Casto nastane relaps a to v dosledku vzniku druhej mutécie v géne pre kindzu, ktora
ma byt lieCbou inhibovana (gatekeeper mutation). Metoda dPCR umoziuje skory zachyt tejto
mutacie sposobujucej rezistenciu na lieCbu a méze mat’ aj potencial pri sledovani progresie
ochorenia a pri nastavovani liecby.

Variabilita poc¢tu képii (CNV — copy number variation) je Struktirna variabilita genomu,
pricom dochadza k delécii alebo duplikécii isekov DNA dlhSich viac ako 1 kb. Teda pocet kopii

daného fragmentu sa m6ze medzi jednotlivcami liSit. CNV prispievaju k genetickej variabilite
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jedincov rovnakého druhu. Medzindrodny projekt HapMap stanovil, ze 12 % Tl'udského
genoému je tvorenych CNV. Dokonca sa zistilo, ze gendmy dvoch jedincov obsahuju viac CNV
nez substiticii jedného nukleotidu. Regiony obsiahnuté v tychto fragmentoch mézu a nemusia
obsahovat’ gény. Vac¢sina CNV sa nachédza v nekodujtcich oblastiach. Zmeny v pocte kopii
moézu byt, ale nemusia byt asociované so zmenou fenotypu. Niektoré CNV vSak maja vplyv
na génovu expresiu a organizaciu chromatinu.

Polymorfizmy poctu kopii (CNP — copy number polymorphism) si v populécii bezné, ich
frekvencia vyskytu je viac ako 1 %. CNP st vicsSinou kratke (menej ako 10 kb), casto zahfiiaji
gény kodujice proteiny s ulohou v detoxifikdcia latok alebo v imunite. CNP asociované
s génmi imunitnej odpovede s spajané s rozvojom komplexnych genetickych ochoreni ako
psoridza, Crohnova choroba a glomerulonefritida. Druha skupina CNV zahfiia varianty, ktoré
su dlhSie, od niekol’ko stoviek tisic az po milién baz. Tie st v populdcii menej Casté, vacSinou
maji povod v rodine a vznikli pocas spermiogenézy alebo oogenézy. Tieto vel'ké CNV boli
pozorované u pacientov s mentalnou retarddciou, zaostdvanim vyvoja, schizofréniou
a autizmom.

Metoédou qPCR je mozné ur€it’ pocet kopii analyzovaného CNV. Pomocou qPCR sa
amplifikuje testovany lokus s neznamym poctom kopii a referen¢ny lokus so zndmym poctom
kopii. Pocet kopii sledovaného lokusu sa kvantifikuje relativne. Pre presné stanovenie poctu
kopii pomocou gPCR je potrebny vysoky pocet replikatov, napr. pre odliSenie Styroch a piatich
kopii je potrebné analyzovat’ az 18 replikatov. V pripade, ak nie st hodnoty relativnej
kvantifikacie celé ¢isla (napr. 1,3), mdze byt interpretacia vysledku zlozita. Citlivost’ dPCR je
vysSia, rozliSenie poctov kopii vyzaduje mensi pocet replikatov, ktory zéavisi od néavrhu
experimentu. Metddou dPCR je moZna aboslutna kvantifikacia poctu kopii.

V pripade, ze su duplikdcie/inzercie malé (menej ako 100 bp), v repetitivhom regione
alebo nie s v gendéme unikatnymi sekvenciami, méze byt navrh primerov pre qPCR néaroc¢ny.
Vysledok moze byt skresleny aj bunkovym mozaicizmom. Takisto ako pri ostatnych
metodikach zaloZenych na PCR, kvalita vstupnej DNA moéze vyrazne ovplyvnit vysledky
analyz. Vel'mi cCasto si prave biopsie nadorového tkaniva fixované formalinom a zaliate
do parafinu (FFPE) pre potreby histo- a imunohistochemickych analyz. Takyto spdsob
spracovania biologického materidlu vyrazne poSkodzuje genomicki DNA a samotné
chemikalie pouzité na fixaciu nasledne inhibuju PCR. Analyza FFPE tkaniva pomocou qPCR
modze viest k nepresnému urceniu poc¢tu kopii. dPCR je vSak rezistentna voci inhibitorom
a moze poskytnut’ spolahlivi kvantifikaciu aj pri tomto type vzoriek, napriek nizkej kvalite

vzoriek. Citlivost’ a Specificita dPCR je rovnak4 ako pri rutinne pouzivanych metoédach



vySetrovania nadorového tkaniva (imunohistochémia a fluorescencna in-situ hybridizacia
— FISH). Aplikacia dPCR si v takychto pripadoch nevyzaduje zapojenie expertného patologa

pri rutinnych vysetreniach, len diagnostika vyskoleného pre pracu s dPCR.

4.5.4 Vyuzitie qPCR a dPCR pri tekutej biopsii

Tekuta biopsia je neinvazivna metdda diagnostiky a monitorovania priebehu ochorenia,
vratane rakoviny. Standardne sa odobera biopsia postihnutého tkaniva, ktora je viak invazivny
zéakrok a je spojena s rizikom infekcii, poskodenia ciev a nervov. V pripade tekutej biopsie si
hlavne z krvi alebo popripade inej tekutiny zachytené cirkulujuce nadorové bunky (CTC
— circulating tumor cell), voI'na cirkulujuca DNA (cfDNA — cell-free DNA) alebo cirkulujtica
nadorova DNA (ctDNA — ciculating tumor DNA). cfDNA su fragmenty DNA, ktoré sa primarne
uvol'nili z apoptickych a nekrotickych buniek. Vo v§eobecnosti je progresia tumorov znasobena
cirkulujicimi nddorovymi bunkami, ktoré sa uvolfiuji z primarnych nédorov a tvoria
metastdzy. A prave problematickost’ zacielenia lie¢iv priamo na nédor, ale aj na distalne
metastazy je hlavnym doévodom vplyvajucim na mieru prezivania onkologickych pacientov.
Analyza cfDNA mdze byt uzito€na pri Sirokom spektre ochoreni, vratane rakoviny, cukrovky,
infarktoch myokardu alebo pri monitorovani UspeSnosti transplantacie organov. V pripade
rakoviny sa oznacuje cfDNA, ktord pochddza z nadorovych buniek a je pre ne Specificka, ako
ctDNA. V krvi st cfDNA, ctDNA a CTC v malom mnoZstve a navySe je cirkulujica DNA
vyrazne fragmentovand. Zaroven je pre nadorové tkanivo typickd genetickd heterogenita.
Tekuta biopsia umoziuje monitorovanie efektivnosti liecby, genetickych zmien v nadoroch,
skrinovat’ pacientov v remisii a detegovat’ rast nového nddorového tkaniva este pred objavenim
fyzickych symptomov, ¢i rutinne skrinovat’ vysokorizikovych pacientov. Zavedenie dPCR
umoznilo detekciu cirkulujiicej DNA s eSte vySSou senzitivitou, v kratSom case a bez potreby
vysokého poctu replikatov.

Priblizne 50 % melandémov ma mutaciu v onkogéne B-Raf a liecba je zaloZend na BRAF
inhibitoroch. Mnozstvo cirkulujicej cfDNA s mutaciou je vel'mi nizke (menej ako 0,01 %
z celkového mnozstva). dPCR je schopna zachytit’ fragmenty s danou mutéciou aj pri frekvencii
0,005 %, ¢o umoznuje monitorovat’ uspesnost’ liecby inhibitormi (znizujlice sa mnozstva
koreluju s u¢innou liecbou, zvySujice sa mnozstva s rozvojom rezistencie na lieCbu), a teda
identifikovat’ pacientov, ktory z lieCby benefituju.

Post-operacny relaps pri rakovine prsnikov nie je vynimoc¢ny, preto sa ¢asto po operacii
pokracuje s radidciou a/alebo chemoterapiou s cielom zni¢it' rezidudlne nadorové bunky.

Postopera¢ne sa ctDNA digitdlnou PCR zachytila v krvi u 50 % vySetrenych Zien, ¢o naznacuje



moznu pritomnost mikrometastdz a vyuzitie tejto metddy na stanovenie rizika post-opera¢ného
relapsu a zvolenie vhodného lieCebného postupu.

Extravezikularne vezikuly (EV) su vacky derivované z cytoplazmatickej membrany
o velkosti od 50 nm do 1 um. EV obsahuju biologicky aktivne molekuly (kargo), ako su
proteiny a RNA, ktoré¢ sprostredkovéavaju medzibunkova komunikaciu. Zarovenn EV obsahuju
na svojom povrchu rovnaké markery aké maju bunky, z ktorych pochadzaju. EV st uvol'nované
a detekovatel'né v telesnych tekutinach, ako plazma, moc¢ a bronchio-alveolarnej tekutine.
Kargové molekuly EV sa ukazuju ako potencialne biomarkery v diagnostickych
a prognostickych metodach pri rakovine a metastazach, zapalovych procesoch a metabolickych
ochoreniach. Detekcia RNA, konkrétne miRNA v EV v telovych tekutinach, pomocou RT-
qPCR bola navrhnuta ako novy diagnosticky nastroj pri ro6znych ochoreniach.

Pri diabetes mellitus prvého typu (DM1) dochadza k autoimunitnej reakcii, ktord znic¢i
beta bunky pankreasu, ¢o vedie k znizenému mnozstvu cirkulujiceho inzulinu. Predpoklada sa,
ze k progresivnej destrukcii buniek dochddza pocas dlhsieho obdobia, bez zjavnych prejavov,
az kym vécSina beta buniek nie je znicena. U pacientov, ktory mali vysoké riziko rozvoja DM1,
a neskor sa im aj rozvinul, bolo dPCR v krvi zachytené zvySené mnozstvo nemetylovanej DNA
pochadzajucej z génu pre inzulin v porovnani s kontrolami. Nemetylovana ¢fDNA sa zrejme
uvolnila z beta buniek po ich destrukcii, a predpoklada sa, Ze tento jav moze byt epizddny.
Rozvoj a progresia DM1 sa zvycajne monitoruje kvantifikaciou protilatok, ako markerov
autoimunity voci beta bunkam. Stadie viak naznaduju, ze digitalna PCR by mohla umoznit’
vcasnejSiu diagnostiku ochorenia.

Po transplantacii organov je potrebna imunosupresivna terapia, pre zniZenie rizika
odmietnutia organu imunitnym systémom pacienta. Imunosupresivna terapia moze mat
zavazné vedl'ajsie efekty (infekcie, maligne neoplazmy, rendlne dysfunkcie, ...). Skora detekcia
odmietnutia a poSkodenia mdze vyrazne zvysit kvalitu Zivota a preZitie pacienta. Sucasné
pristupy zahfilaji biopsie transplantovanych organov a sledovanie markerov poSkodenia
tkaniva (napr. kreatinin kindza). Kombinaciou mikrocipovej analyzy, masivneho paralelného
sekvenovania a dPCR sa podarilo monitorovat’ pacienta po transplanticii pomocou
kvantifikdcie mnozstva DNA obsahujucej SNP charakteristické pre recipienta orgdnu a DNA
obsahujucej SNP charakteristické pre donora organu. Zvysenie podielu DNA so SNP donora

v krvi mdze znamenat’ zvySenu mieru bunkovej smrti v transplantovanom organe.
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5 CRISPR/Cas (Helena Gbelcova)

Stadie zamerané na technolégie rekombinantnej DNA na zagiatku 70. rokov 20. storo¢ia
polozili zaklady modernych technol6gii na upravu gendmu. Vedecké usilie pocas nasledujicich
dvoch desatroci poukézalo na potrebu tvorby zlomu dvojvldknovej DNA v blizkosti ciel'ového
miesta na dosiahnutie presnej a efektivnej upravy genomu. Preto boli navrhnuté umelé
reStrikéné enzymy, vd’aka ktorym sa eliminovali pripady ndhodnej integracie DNA. Za u¢elom
editacie genetického materidlu boli nasledne skonstruované najskor tzv. zinkové prsty
s nukledzou (ZFN, z anglického zinc-finger nucleases), neskor tzv. efektorové nukleazy
podobné aktivatoru transkripcie (TALEN, z anglického transcription-activator-like effector).
Napriek ich velkému prinosu do génového inzinierstva oba systémy vyzaduju pre kazdé
ciel'ové miesto drahu a ¢asovo naro¢nu de novo syntézu proteinov. Systém CRISPR rozpoznava

cielovi DNA pomocou RNA a nie je od proteinov zavisly.

Tabulka 5.1 Sihrn najpouzivanejSich editaénych technolégii

Metoda ZNF TALEN CRISPR
(od 1996) (od 2009) (od 2013)
Rozpoznavajuci
mechanizmus protein — DNA protein — DNA RNA - DNA
Naroc¢nost’
vysoka stredna nizka
Specifickost
nizka vysoka vysoka
Cena
vysoka vysoka nizka
Realizovatel'nost’
nizka stredna vysoka
Klinické studie *15 *6 *33
(pocet, oblast’) vacsina HIV krvné nadory kosacikova anémia,

krvné nadory, CAR-T,
diagnostika

*Udaje pre rok 2023

Priprava CRISPR/Cas systému ako editatné¢ho nastroja bola inSpirovana prirodzene sa
vyskytujucim adaptacie schopnym dvojzlozkovym imunitnym systémom prokaryotickych
organizmov zabezpecujuci ich rezistenciu vo¢i cudzim genetickym elementom. Objavenie
tohto systému prinieslo nové moznosti liecby rdéznych ochoreni, vratane onkologickych,

infekénych a monogénovo podmienenych. V kapitole je ¢o najjednoduchsie opisana Struktara



systému CRISPR/Cas, mechanizmus jeho fungovania, moznosti jeho vyuzitia v medicinskej
praxi a uvedené etické a bezpecnostné otazky, ktoré s vyuzitim systému CRISPR/Cas suvisia.

Za objav CRISPR/Cas boli v roku 2020 po prvykrat v historii ocenené Nobelovou
cenou za chémiu dve Zeny, ato americka vedkyna Jennifer Doudnova, profesorka
z Kalifornskej univerzity v Berkeley a francuzska vedkynia Emmanuelle Charpentierova,
profesorka, geneticka, mikrobiologicka a riaditel’ka tstavu Maxa Plancka pre infekénu
biologiu. Cenu dostali za objavenie met6ody na cieleni upravu genetickej informacie
(DNA) v rastlinnych, zZivo¢iSnych ako aj v Pudskych bunkach. Hlavnhym zameranim
vyskumu oboch vedkyn bol imunitny systém baktérii a ich odpoved’ na virusovi infekciu.
V dosledku toho vznikla spolupraca, ktorej vysledkom bol objav takzvanych “genetickych
noznic“ — systétmu CRISPR/Cas9 a jeho vyuZitie pri uprave DNA. Prva zmienka o tejto
technologii bola publikovana v ¢asopise Science v roku 2012. Objaveny obranny mechanizmus
baktérii nasiel okamzite uplatnenie vo vyskume a v sucasnosti sa jeho aplikacia za¢ina zavadzat
do klinickej praxe.

Doudnové a Charpentierova so svojimi spolupracovnikmi boli prvé, ktoré predviedli
postup, avsak v jednom ddélezitom ohl'ade ich predbehla konkurencia. Svoj systém uplatnili
najprv na ,,nahom* useku DNA, nie v zivej bunke, ako to vyzaduje napriklad aj medicinske
pouzitie. Prvy, kto ukézal vyuzitie tohto systému na upravu DNA priamo v jadre bunky bol
na prelome rokov 2012 a 2013 tim z ustavov Broadsovych (spolo¢né pracovisko dvoch
prestiznych institacii, MIT (Massachusetts Institute of Technology) a univerziity Harvard).
V tiom st hlavnymi osobnostami George Church a jeho byvaly post-doc Feng Cang (anglicka
transkripcia je Feng Zhang).

Obe skupiny si nezavisle podali niekol'’ko Ziadosti o patent, ktory by mal proces a jeho
jednotlivé kroky ochranit. Timy narazili na skuto¢ny patentovy poklad. Oni aj ich materské
ustavy a Skoly — na jednej strane predovSetkym Kalifornska univerzita, na strane druhej
spominany ustav Broadsovych — by mohli na licenénych poplatkoch zarobit’ naozaj zaujimavé
peniaze. Ocakadvané zisky boli rddovo v miliardach dolarov a vysSie. Zainteresované strany sa
spolu nedokazali dohodnut’ a vznikol spor, ktory prerastol do patentovej vojny. T4 stala obe
strany desiatky miliénov dolarov. Je tazko uveriteI'né, Ze kalifornska skupina (pripadne
samotna univerzita) si pri svojej patentovej ziadosti nepriplatila za expresné posudenie
(pri jednom patente ide o dvetisic dolarov). Americky patentovy urad sa tak najskor vyjadril
k ziadosti Feng Cangovej skupiny a uznal jej patenty popisujiice CRISPR v cicavéich bunkach.
Rozhodnutie obstdlo aj naslednt Zalobu zo strany Kalifornskej univerzity (a tiez univerzity

vo Svédskom Umed a Viedenskej univerzity, ktoré maju na patente podiel). Skupina z tstavu



Broadsovych teda vysla z prvej fazy sporu v lepSej pozicii. Uznania niektorych patentov sa
dockala aj kalifornska konkurencia, kI'i¢ové vSak bolo, zZe uznané patenty skupiny z ustavu
Broadsovych pokryvali vyuzitie CRISPR v bunkach cicavcov, teda aj 'udi. To znamena, ze
pokryva vyuzitie v medicine, ktoré by podl'a dnesnych predstav malo byt hlavnym zdrojom
prijmov pre drzitel'ov patentov.

Spor sa vSak preniesol za ocean a Eurdpsky patentovy trad rovnaku situdciu vyhodnotil
inak. V roku 2017 rozhodol, z¢ v EU bude drzitelom platného patentu kalifornska skupina
Doudnovej, Charpentierovej a ich kolegov. KI'icové patentové Ziadosti ich protistrany oznacil
za ,,zjavne zalozené na praci timu z Kalifornie. V tej chvili sa zdalo, ze za pouzitia jednej
technoldgie na kazdom kontinente bude nutné platit’ licencie niekomu inému. Patentovy trad
v USA vSak v d’alSom kole rozhodovania priznal d’alsi zo ,,zdkladnych* patentov (konkrétne
WO02013176772A1) Kalifornskej univerzite. Patent nepopisuje cely proces, ale jeho dolezita
sucast’, ktord je rovnakad pre vyuzitie v bunkach aj mimo nich. To sice neznamena, Ze by
predchadzajice patenty boli vSetky neplatné, ale zdujemcovia o vyuzitie CRISPR v USA sa

musia vo vicSine pripadov dohodnut’ na licencii s oboma znepriatelenymi stranami.
5.1 Charakteristika CRISPR/Cas

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) a s nim asociované
proteiny Cas (CRISPR associated protein) spolu tvoria prirodzene sa vyskytujuci adaptacie
schopny dvojzlozkovy imunitny systém prokaryotickych organizmov. Ten zabezpeCuje
rezistenciu prokaryotickych organizmov voci cudzim genetickym elementom ako su plazmidy
a fagy. CRISPR lokus bol prvykrat pozorovany v baktérii Escherichia coli a nachadza sa

priblizne v 84 % doteraz sekvenovanych gendémov archebaktérii a 45 % baktérii.

5.1.1 Struktira lokusu CRISPR/CAS

Organizéacia lokusu CRISPR/CAS je na obrazku 5.1. Pozostdva zo sady génov CAS a
zoskupenia CRISPR (z anglického CRISPR array). Gény CAS, ktorych pocet a poradie v rdmci
CRISPR/Cas podtypov su variabilné, koduji restrikéné enzymy Cas. Prave na typoch Cas
proteinov pritomnych v systéme CRISPR/Cas je zalozena v sti¢asnosti najviac akceptovana
klasifikacia CRISPR/Cas systémov.

CRISPR zoskupenie predstavuje usek prokaryotickej DNA zahfiiajaci veducu
sekvenciu (z anglického leader sequence) bohatu na adenin a tymin a sériu priamych opakovani
(z anglického direct repeats) dlhych 21 —45 nukleotidovych parov, ktoré si preruSované

variabilnymi sekvenciami, takzvanymi spacer oblastami dlhymi 20 — 58 nukleotidovych



parov. Prave spacer oblasti DNA predstavuju pozostatky tzv. protospacerov (mobilnych
genetickych elementov), ¢ize nukleovych kyselin virusov, plazmidov alebo transpozonov, ktoré

boli do CRISPR zoskupenia zaclenené po predchadzajucich atakoch.

lokus CRISPR

priame opakovanie
(direct repeat)

dy k '
ve ug:ja; 22;)611(:121 / T T \

b s e

gény CAS spacer

zoskupenie CRISPR
Obrazok 5.1 Organizacia lokusu CRISPR/CAS

5.2 Klasifikacia CRISPR/Cas systémov

V sucasnosti najviac akceptovana klasifikacia rozdel'uje systémy CRISPR/Cas na zaklade
pritomnych génov CAS a vlastnosti vznikajiceho efektorového komplexu. Zakladna
klasifikacia deli tieto systémy do dvoch tried (1 a 2), ktoré su d’alej delené do Siestich typov a
niekol’kych podtypov. Trieda 1 obsahuje typy I, III a IV, zatial’ ¢o do triedy 2 st zaradené typy
I, V a VI. Hlavnym rozpoznavacim znakom triedy 1 je vyuzitie proteinovych komplexov
obsahujucich viac proteinovych podjednotiek, zatial’ ¢o trieda 2 vyuziva efektorovy komplex
obsahujuci iba jediny multidoménovy protein. Do triedy 1 patri asi 90 % vSetkych doteraz
identifikovanych ~ CRISPR/Cas  systémov.  V mikroorganizmoch  najrozsirenejSim
a najdiverzifikovanejSim typom je typ I, vyuzivajuci nukleazu Cas3, ktory bol néjdeny
napriklad u E. coli. NajpreStudovanejSim systém je v sucasnosti systém z baktérie Streptococcus
pyvogenes kodujuci nukledzu Cas9, ktory je zaradeny do typu II. V jednom organizme mézu
existovat’ rézne typy systémov CRISPR/Cas. Efektorové komplexy CRISPR/Cas systémov sa
od seba liSia aj typom nukleovej kyseliny, ktorta rozpoznavaja. Typy 1, II, V a pravdepodobne
IV su cielené na DNA, zatial’ Co typ VI na RNA. Systémy typu III st schopné Stiepit’ DNA aj
RNA.

Systémy typu I su definované pritomnost’ou charakteristického proteinu Cas3, proteinu

s doménami helikdzy aj DNazy, zodpovednymi za degradaciu ciela. VyuZivaju proteiny
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z proteinovej nadrodiny RAMP (Repeat associated mysterious protein), ktoré pomocou svojich
RNA rozpoznévajiacich motivov (RRM — RNA recognition motif) rozpoznaju a rozstiepia pre-
crRNA vo vnutri repeticii na mensie Useky zrelej crRNA. Do proteinovej nadrodiny RAMP
patria napriklad efektorové endonukleazy Cas6, Cas6e a Cas6f. Nasledne sa crRNA viaze
na komplex niekol’kych proteinov Cas (Csel, Cse2, Cas7, Cas5, Cas6el) s nazvom Cascade
(CRISPR-associated complex for antiviral defense). Cascade sa viaze na ciel'ové sekvencie, kde
vytvori R-ohyb (R-loop — trojvlaknova Struktira DNA:RNA hybridu a komplementarneho
nekddujuceho vlaka DNA) v cielovej DNA. Potom naberie transaktivujucu Cas3 nukledzu
s heklikazovou aktivitou, ktora rozpletie a nasledne rozstiepi cieloviit DNA vo vytvorenom R-
ohybe. Protein Cas3 sa deli do podskupin A-F a to podl'a polohy Cas3 v lokuse voci ostatnym
génom a d’alej podla d’alSich signatarnych génov CAS, Specifickych pre jednotlivé kategorie.
Signatirne gény podtypu I-A st cas8al a cas8a2, z ktorych sa vicSinou vyskytuje v lokuse iba
jeden. Cas3 je ¢asto rozstiepeny na helikdzovi doménu Cas3 " a endonukledzoviu doménu Cas3".
Podtyp I-B sa vyznacuje signatirnym cas8b. Podtyp I-C obsahuje signaturny cas8c a vic¢sinou
mu chyba gén pre Cas6 endonukleazu, ktora je funk&ne nahradena katalyticky aktivnym Cas5.
Podtyp I-D ma ako Specificky gén CAS10d. Pre subtyp I-E st Specifické gény pre Csel a Cse2
(systematicky Cas8a a Casll), chyba im gén pre Cas4. Podtyp I-F taktiez neobsahuje Cas4,
jeho gén pre endonukledzu Cas3 je spojeny s Cas2 a jeho typickymi génmi st gény kddujtce
Csyl a Csy2 (systematicky Cas8f a Casl11).

Typ III je casto pritomny u archei, vzacnejSie potom u baktérii. Je pre neho typicka
pritomnost’ génu pre Cas10. Podobne ako typ I tvori efektorovy multipodjednotkovy proteinovy
komplex. Najprv prebehne transkripcia pre-crRNA, ktora je obdobne ako u typu I rozStiepena
enzymom Cas6 vo vnutri repeticii. Vytvori sa tak prechodnd crRNA, ktord tvori
ribonukleoproteinovy komplex s produktmi génov CMR (RAMP module Cas — protein
obsahujici RAMP modul) alebo CSM (Cas subtype Mtube — podtyp proteinu Cas povodom
z M. tuberculosis). Vnutri tohto komplexu prebieha definitivne zrenie crRNA formou Stiepenia.
Komplex s naviazanymi zrelymi crRNA potom nasadne na komplementdrnu cielovu
DNA/RNA a Casl0 endonukledza ju rozstiepi. Obe endonukledzové aktivity, RNazova aj
DNézova st dolezité a in vivo vedu ku kotranskripénému Stiepeniu cudzorodej DNA aj jej
produktov. Typ III sa dalej deli na podtypy A-D, ktoré rozliSujeme podla proteinov
efektorového komplexu. Pri podtype III-A je komplex tvoreny proteinmi Csm2, 3, 4, 5 a 6
(systematicky a pre maturaciu crRNA je nutny produkt génu CSM2). Podtyp III-B méa komplex
z proteinov Cmr2, 3, 4 a 5 a Csx1 (paralog Csm6), signatirnym génom je CMRS5. Podtyp II1-C

je Specificky inaktivaciou cyklazovej] domény CaslO spojenou s vyznamnymi rozdielmi



v sekvenciach tohto génu. III-C aj III-B vyuzivaji rovnaké proteiny efektorového komplexu,
Cmr. Rovnako obsahuji aj rovnaky signaturny protein Cmr5. II-D podtyp sa zhoduje
v proteinoch efektorového komplexu s III-A podtypom obsahom proteinov Csm. Signatiarnym
génom je CSX10, gén podobny CASS.

Zriedkavy typ IV sa podoba podtypu III-B, avSak neobsahuje Casl ani Cas2 a Casto sa
vyskytuje vzdialene od lokusu CRISPR. Koéduje silne zredukovany efektorovy komplex
pozostavajuce z redukovanej velkej podjednotky Csfl, dva gény RAMP (pre Csf2, Csf3) a
niekedy aj mali podjednotku komplexu Cascade (maly, vacsinou a-helikalny protein). CSF1 je
typickym génom typu IV. Typ IV sa deli na dva podtypy, pricom zakladny obsahuje navyse
helikdzu Cfs4 z rodiny DinG a variantny podtyp obsahuje maly o-helikdlny protein.

Pravdepodobny mechanizmus funkcie zahfiia pouzitie cudzorodej RNA priamo ako crRNA.

V triede 2 sa systémy CRISPR/Cas lisia stavbou efektorovych modulov, ktoré obsahuju
vzdy jeden protein tvoreny viacerymi doménami. Rozdiel medzi triedou 1 a 2 v stavbe
efektorovych komplexov aj ich Specifického navadzania pomocou RNA ilustruji obrazky 5.2
a 5.3. Trieda 2 zahtna typy I, Va VL.

Typ II je v stcasnosti najvyuzivanejsi v praxi pre svoju jednoducht stavbu. Jeho
typickym génom je CASY, ktorého produkt v sebe zlucuje funkcie interakcie s crRNA aj
endonukledazovej aktivity. Spracovanie a maturdcia crRNA je zaistend prostrednictvom
tractRNA, ktord tvori komplex s pre-crRNA na zdklade komplementarity v repeticiach pre-
crRNA. Tym umoziuje Stiepenie pre-ctRNA pomocou RNazy III za pritomnosti Cas9. Gén
kodujuci tracrRNA je sticastou lokusu CRISPR/CAS typu I1, gén kddujiaci RNéazu 111 lezi mimo
lokusu. Typ II sa deli na 3 podtypy A-C. Podtyp I1-A obsahuje navyse k zakladnej Strukture gén
CSN2, ktory je zaroven jeho signaturnym génom. Ten sa zrejme podiel’a na integracii spacerov,
avSak nie je nevyhnutny na ich rozpoznavanie a Stiepenie. Na rozdiel od neho podtyp II-B
obsahuje oproti zakladnej §truktire aj cas4, ktory sa typicky vyskytuje u typu I. Dalej obsahuje
gény CASI a CAS2 sekvencne bliz§ie homoldogom typu I, nez sesterskému podtypu II-A. Typ
II-C obsahuje iba zakladnt Struktaru CRISPR/CAS lokusu, a to gény kédujuce proteiny Casl,
Cas2 a Cas9 a gén pre tracrRNA.
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I-A

F

I-F

variant

IV-A

IV-B

lII-A

li-D

-

Archaeoglobus fulgidus
AF1859,AF1870-AF1879

Clostridium kiuyveri
CKL_2758-CKL_2751

Bacillus haledurans
BH0336-BH0342

Geobacter sulfurreducens
GSU0051-GSU0054
GSU0057-GSU0058

Cyanothece sp. 8802
Cyan8802_0527-
Cyan8802_0520

Escherichia coli K12
ygcB-ygbF

Yersinia pseudo-
tuberculosis
YPK_1644-YPK_1649

Shewanella putrefaciens CN-32
Sputcn32_1819-Sputcn32_1823

Thioalkalivibrio sp. K90mix
TK90_2699-TK90_2703

Rhodococcus jostii RHA1
RHA1_ro10069-RHA1_ro10072

Staphylococcus
epidermidis
SERP2463-SERP2455

Synechocystis sp. 6803
slI7067-s117063

Methanothermobacter
thermautotrophicus
MTH328-MTH323

Pyrococcus furiosus
PF1131-PF1124

Obrazok 5.2 Trieda 1 CRISPR/Cas systémov. Pre kazdy podtyp je vyznacena Struktira génového
lokusu aj cielova molekula (DNA/RNA). RuZzovo je vyznaCeny efektorovy modul. SS, mala
podjednotka Cascade komplexu. Upravené podl'a Koonin, Makarova, a Zhang 2017.

Typ V na rozdiel od variantu typu II obsahuje miesto CAS9 ako typicky gén CPFI

(CRISPR-associated endonuclease in Prevotella and Francisella 1). Cpfl navadzana crRNA

ma endonukleazovl aktivitu a to bez potreby tracrRNA, Co pontka vyuzitie v génovom

inZinierstve. Medzitym boli objavené dalSie podobné systémy s efektorovymi proteinmi

odli$nych vlastnosti (napr. vyZaduji navddzanie dvoma RNA) — C2cl1, C2c3, CasX a CasY. Ich

nomenklatiura bola zjednotend a teraz st oznacované Standardne vo forme génov CAS ako

CASI2a, b, ¢, d, e2. Typ V sa deli na 5 podtypov A-E podl'a pritomného efektorového proteinu

Casl12, ktory je zaroven aj typickym proteinom podtypu. V-A, B a E st podtypy, ktoré obsahuju

Casl, Cas2 a Cas4, teda okrem zameny Cas9 za Casl2 prakticky zhodné s podtypom II-B.

Podtyp V-A obsahuje efektorovy protein Cas12a, II-B obsahuje Cas12b a II-E Cas12e. Podtyp
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V-C a V-D sa vyrazne liSia, predstavuji maximdlne zjednoduSeny systém, ako jediné
neobsahuju gén CAS2, efektorovym proteinom je Casl2c u V-C a Cas12d pre V-D.

Typ VI je unikatny svojou Specifitou vyhradne vo¢i RNA. Jeho typickym génom je
efektorovy gén C2C2, systematicky CAS13a, ktory je zarovei typickym génom podtypu VI-A.
Typ VI je zaroven schopny Stiepenia po navedeni iba jednou RNA. Po vizbe na crRNA proteiny
Cas13 identifikuju a rozstiepia cielovl jednovldknovi RNA. Unikétna je tiez schopnost’ Cas13
po aktivacii Stiepit’ aj necielové RNA. Typ VI mé redukovanu struktaru, va¢sinou obsahuje iba
CRISPR, adaptorové gény CASI a CAS2 a prislusny efektor kodujuci gén CAS13. Deli sa
na podtypy A-C podl'a typov proteinov Cas13: VI-A, VI-B a VI-C prinalezia v zodpovedajucom
poradi gény pre Casl3a, Casl3b a Casl3c. VI-B sa oproti ostatnym podtypom odlisuje
nepritomnost’ou CAS! a 2, navySe obsahuje gény CSX27 a CSX28 (CSX je oznaCenie pre gény
CAS, ktoré doteraz neboli zaradené do Ziadnej génovej rodiny), ktoré maju regulacnti funkciu

pre CAS13b.
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Legionella pneumophila str. Paris

I-B Ipp0160-Ipp0163
-A Streptococcus thermophilus
str0657-str0660
n-c Neisseria lactamica 020-06
NLA_17660-NLA_17680
I-c Micrarchaeum acidiphilum ARMAN-1
. BK997_03320-BK997 03335
variant
V-A Francisella cf. novicida Fx1
FNFX1_1431-FNFX1_1428
V-E Deltaproteobacteria bacterium
- A2789_08250-A2Z89_08265
V-B Alicyclobacillus acidoterresiris
N007_06525-N007_06535
V-B Planctomycetes bacterium RBG_13_46_10
h A2167_01675-A2167_01685
variant
. Oleiphilus sp.
V c A3715_16885-A3715_16890
V-D Bacterium CG09_39_24
BK003_02070-BK003_02075
Gordonia otitidis
v-U1 GOOTI_R$19525
Cyanothece sp. PCC 8801
V. U2 PCCB8801_4127
X Cyanothece sp. PCC 8801
V-U5 PCC8801_2993-PCC8801_2997
Bacillus thuringiensis HD-771
V-u3 BTG_31928
Rothia dentocariosa M567
V-U4  upreroras 01201
- Leptotrichia shahii
VI-A B031_RS0110445
Ruminococeus bicirculans
VI-D RBI_RS12820
" Fusobacterium perfoetens
VI-C T364_RS0105110
VI-B1 Prevotella buccae
HMPREF6485_RS$00335-HMPREF6485_RS00340
V|_Bz Bergeyella zoohelcum

HMPREF9699_02005-HMPREF9699_02006

Obrazok 5.3 Trieda 2 CRISPR/Cas systémov. Pre kazdy podtyp je vyznacena Struktira génového
lokusu aj cielova molekula (DNA/RNA). TM, predpovedana transmembranova doména. Upravené

podla Koonin, Makarova, a Zhang 2017.
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5.3 Molekularny mechanizmus ucinku CRISPR/Cas

Molekularny mechanizmus identifikacie a likvidacie invadujucej nukleovej kyseliny systémom
CRISPR/Cas sa v detailoch v jednotlivych typoch CRISPR/Cas systémov liSi a navyse eSte
stale nie su vsetky jeho kroky jednoznacne opisané. Na obrazku 5.4 je zjednoduseny prehl'ad
molekularneho mechanizmu u¢inku najpouzivanejsieho systému CRISPR/Cas9. Ten pozostava
z troch zékladnych krokov, a to adaptécie, biogenézy (maturacie crRNA) a interferencie.
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Obrazok 5.4 Molekularny mechanizmus u¢inku CRISPR/Cas9

Expresiou CAS génov vznikaju enzymy, ktorych ulohou je Specificky rozstrihat
invadujicu nukleovu kyselinu. Aby vSak nestiepili vlakno DNA zakazdym, ked’ objavia cielova
sekvenciu baz, st k miestu Stiepenia navedené. Ako navadzacie jednotky pre Cas enzymy sluzia
produkty CRISPR zoskupenia, ktoré je v procese transkripcie prepisané do podoby mRNA
a nasledne upravené na kratSie tiseky crRNA (crispr RNA). Vzniknuté crRNA st vd’aka obsahu

transkribovanej spacer oblasti komplementarne k invadujucej nukleovej kyseline a
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s prislusnymi Cas proteinmi vytvaraju nukleoproteinové komplexy schopné identifikovat
a Specificky Stiepit’ invadujuce nukleové kyseliny. Vlastny CRISPR lokus nestiepia vd’aka
sekvencii PAM (z anglického protospacer adjacent motif, 2 — 6 nukleotidovych parov dlha
Specificka sekvencia 5'-NGG-3'; N — dusikatd zasada, G — guanin), ktora je sucastou
protospacer sekvencie invadujicej nukleovej kyseliny, v spacer sekvencii CRISPR zoskupenia
sa vSak uz nenachadza. PAM sekvencia je zdroven nevyhnutna pre zaclenenie sekvencie nového

protospacera do CRISPR lokusu.

5.3.1 Adaptacia

V prvej faze je urcita sekvencia invadujuceho mobilného genetického elementu (MGE),
nazyvana protospacer, zaClenena do oblasti CRISPR zoskupenia, ¢im vznikne novy spacer
usek. Tento proces umoziuje hostitel'skému organizmu zapamitat’ si cudzorody geneticky
material, a tym zabezpec€uje adaptacie schopnu povahu tohto imunitného systému. Mechanizmu
zaClenovania spacer sekvencii do genému este stale nie je uplne objasneny.

Proces adaptacie moze byt rozdeleny do dvoch krokov. Prvym je vyber protospacer
sekvencie spolu s jeho upravenim do podoby spacer sekvencie a druhy je jeho nésledné
zaclenenie do CRISPR zoskupenia spolu s duplikaciou opakujicej sa sekvencie (Obrazok 5.4).
V tomto procese si potrebné aj nukledzy Casl a Cas2. Tie v Escherichia coli vytvaraja
komplex, ktory poméha integracii novych spacer sekvencii. Integracia sekvencii pripomina
sposoby virusovych integrdz a transpondz. Integrdza je enzym produkovany retrovirusmi,
patriaci medzi rekombinazy. Je schopnd naviazat sa na DNA hostitel'skej bunky
prostrednictvom zinkovych prstov a integrovat’ virusova nukleovu kyselinu do genému bunky
v podobe provirusu. Pri replikacii genetickej informacie dochadza aj k replikacii virusovej
nukleovej kyseliny a nasledne k tvorbe novych viridnov, ktoré si schopné infikovat’ d’alSie
bunky. Niektori autori povazuju transponazy za podskupinu integraz, ktoré umoziuju presun
urcitého useku nukleovej kyseliny, takzvaného transpozonu, z p6vodného miesta na iné, bud’
priamo vystrihnutim tohto tseku alebo tomuto vystrihnutiu predchédza replikacia a az
vytvorena kopia je ndsledne presunutd na iné miesto. Takéto preskupenie mdze ovplyvnit’ mieru
expresie d’alSich génov v ramci genomu. Funkcia Casl a Cas2 bola potvrdend nadexpresiou
prislusnych génov v type I-E v E. coli, priCom integracia spacer Gseku prebehla aj pri absencii
d’alSich Cas proteinov. Mutacia v oblasti aktivneho miesta Cas1 znemoznila integraciu spacer
sekvencie do gendmu E. coli.

Obe nukledzy vytvaraju komplex, kde jeden Cas2 dimér viaze dva Casl diméry.

Uvedené usporiadanie komplexu je pre zaclenenie spacer sekvencie nevyhnutné. Casl



prednostne viaze CRISPR DNA v Cas2-zavislom vzorci, d’alej podporuje ahrd ulohu
v zacleneni spacer sekvencie. Predpoklada sa, ze Cas1/Cas2 komplex transportuje a zaroven
zabezpecuje integraciu spacer sekvencie. Pri integracii st potrebné aj niektoré d’alsie faktory,
napr. Cas9, Csn2 a tractRNA v type II-A a v type I-B je to Cas4. Ulohy tracrRNA, Csn2 a Cas4
st nejasné ale Cas9 pravdepodobne navadza a riadi mechanizmus integracie. Polymerazy,
ligdzy arekombinazy hostiteI'skej bunky sa moézu podielat na neSpecifickych krokoch
v procese adaptacie.

Vyber cielovej sekvencie, ktord je integrovana do CRISPR lokusu nie je ndhodna.
Kratka sekvencia nazyvand PAM je lokalizovand priamo vedla protospacer sekvencie a je
nevyhnutnd pre ziskanie a zaclenenie do genému. V type II-A CRISPR/Cas systému, PAM
rozpozndvajuca doména enzymu Cas9 je zodpovedna za selekciu profospacer sekvencie.
Po rozpoznani protospacer-sekvencie Cas9 zapoji Casl, Cas2 a pripadne Csn2 do integracie
novej spacer oblasti do CRISPR zoskupenia. Tento vzorec spravania sa moze byt
konzervovany u vSetkych typov CRISPR/Cas systému, hoci experimentalna evidencia zatial
chyba. Novy spacer usek je zvy€ajne inkorporovany do oblasti hraniciacej s /eader sekvenciou

CRISPR zoskupenia, kym prvé opakovanie v ramci zoskupenia je duplikované.

5.3.2 Biogenéza

Po aktivacii imunity je CRISPR zoskupenie prepisané do dlhej prekurzorovej molekuly pre-
crRNA (mRNA) a nasledne do crRNA (Obrazok 5.4).

V systéme typu I alll Cas6 enzym zabezpeCuje spracovanie pre-ctRNA, pri¢om
vznikaji crRNA, ktoré st ohrani¢ené kratkou sekvenciouna 5’ konci. Jedind vynimka je v type
I-C, ktory nekdduje Cas6 proteiny. U tohto typu spracovanie pre-crRNA zabezpecuje enzym
Cas5d avytvorené crRNA maji na 5" sekvenciu 11 nukleotidov na rozdiel od osem-
nukleotidovej sekvencie, ktor generuje Cas6. Dalsia tiprava na 3’ konci prekurzorovej
molekuly crRNA nukleazou vedie k ziskaniu plne funkénej crRNA zloZenej z kompletného
spacer useku, ktory je na 5' konci presne definovany a premenlivej Casti na 3' konci, ktord
vo vacsine systémov typu I a III vykazuje Struktaru vlasenky.

V systéme typu II je na Gpravu crRNA potrebné tractrRNA (trans-activating crRNA).
Neopakujuce sa useky tracrRNA umoziuju sformovat RNA do dvojzavitnice s kazdym
opakovanim pre-crRNA, ktora je stabilizovana Cas9. Dvojzavitnica je nasledne rozpoznana
a spracovana hostitel'skou RNazou III, ¢o vedie k tvorbe navadzacich crRNA. Od RNazy 111 je
nezéavisly mechanizmus, ktory bol objaveny v type II-C CRISPR/Cas systému Neisserie

meningitidis.



5.3.3 Interferencia

V poslednom kroku imunitnej reakcie je hlavnou tlohou crRNA interferovat’ s invadujicou
nukleovou kyselinou (Obrazok 5.4).

Systém typu I vyuziva na dosiahnutie cielenej degradacie cely komplex proteinov
Cascade, zatial’ co v systéme typu II je za cielenti degradaciu zodpovedny jediny efektorovy
protein. Vdaka PAM tusekom lokalizovanym v protospacer sekvencii, ktora predstavuje
invadujucu DNA (v systéme typu I je lokalizovany ,,upstream* a v type 1l je ,,downstream) je
imunitny systém schopny rozpoznat' cudziu nukleova kyselinu od vlastnej, ked'ze spacer
sekvencia uz reprezentuje vlastni, zacleneni, DNA a neobsahuje PAM tusek. V type III je
rozpoznanie vlastného od nevlastného zabezpefené prostrednictvom 5’ znacenému useku
crRNA, ktory nemdze byt komplementarny s cielovym tsekom nukleovej kyseliny. Cudzoroda
nukleovd kyselina tento tusek, ktory chrani prirodzené Struktiry bunky neobsahuje
a bez sparovania baz, ktoré ma inhibi¢ny efekt na dany systém, dojde k aktivacii destrukénych
mechanizmov. V systéme typu [ Cascade lokalizuje invadujicu DNA crRNA zavislym
spdsobom, pricom pre cieleni degradaciu vyuziva aj nukledzu Cas3. Cas3 sposobi zlom
na cudzorodej DNA a nésledne degraduje cielova DNA.

V type II CRISPR/Cas systému tractrRNA:crRNA duplex navadza efektorovy protein
Cas9 na cudziu DNA, v ktorej Cas9 nasledne sposobuje dvojvladknové zlomy.

Systém typu III zahfiia aj Cas10-Csm (podtyp I1I-A a III-D) a Cas10-Cmr (podtyp
I11-B a III-C) komplexy, ktoré su schopné zacielit DNA aj RNA. Interferencia systémov typu
III-A a typu III-B zavisi od transkripcie cielovej DNA. PresnejSie, podjednotka Cas10 Stiepi
DNA, zatial’ co Csm3 a Cmr4 §tiepia transkribovanu pre-crRNA.

5.4 Editacia genomu pomocou CRISPR/Cas9

Na editovanie gendému v praxi sa najCastejSie pripravuje editacny systém vychéadzajuci
z typu II, konkrétne CRISPR/Cas9. Ten pozostava z kratkej nekddujiicej navadzajucej gRNA
(z anglického guide RNA), ktord méa dve molekulové zlozky, a to cielovo Specifickli crRNA
a pomocnu trans-aktivaéni crRNA (trancrRNA). Jednotka gRNA mé za ulohu naviest Cas9
protein na Specificky genémovy lokus pomocou parovania badz medzi sekvenciou crRNA
a cielovou sekvenciou, preto musi byt’ crRNA navrhnuta a optimalizovana pre kazdua aplikéciu.
Existuje mnoho variant proteinu Cas9, ktoré sa navzajom liSia funkciami, konkrétne mozu
sposobovat’ jednovlaknové zlomy, dvojvlaknové zlomy, alebo sa len viazat' na DNA. V pripade
potreby editacie genetickej informacie je sticastou CRISPR/Cas9 systému aj templatova DNA,

ktora po vzniku zlomu a naStartovani bunkovych systémov opravy umoziiuje vloZenie



Specifickej sekvencie DNA. Ak je cielom inhibicia, uml¢anie niektorého z génov, pouzivaju sa
tzv. mftve verzie dCas9 (z anglického dead Cas9), ktoré eliminuji schopnost’ systému Stiepit’
DNA pri suacasnom zachovani schopnosti zacielit’ na pozadovanu sekvenciu. Vysledkom je, ze
cielovy gén nie je rozsStiepeny a zaroven nedochddza k jeho expresii. Pridanim ro6znych
regulacnych faktorov ku dCas9 je mozné zapnut alebo vypnut akykol'vek gén, pripadne
nastavit’ Groven jeho aktivity. CRISPR/Cas9 systém moze byt bunkdm poskytnuty vektorovo
riadenou expresiou génov pre Cas9 a gRNA, €o je proces pouzivany pri priprave geneticky
modifikovanych organizmov. Dnes sa vSak v praxi CastejSie pouziva dodavanie Cas9-gRNA

v podobe ribonukleoproteinovej ¢astice priamo do bunky.

5.5 Otazky bezpecnosti stvisiace s aplikaciou systému CRISPR/Cas
Geneticky modifikované organizmy (GMO) pripravené vektorovo riadenou expresiou génov
moézu v populdcii s divymi typmi organizmov daného druhu prezit’ iba vd’aka selekénému tlaku.
Tym je zvycajne rezistencia k antibiotikdm, ktort GMO v procese genetickej manipulacie
ziskaju tiez. V momente ak vyhoda selekéného tlaku pominie (antibiotikum sa GMO nedoda),
GMO hynie a opét’ sa presadi divy typ organizmu. Ukdazalo sa vSak, Ze v pripade mutécii
vnesenych CRISPR/Cas systémom, ma mutovany organizmus schopnost’ organizmus divého
typu premenit’ na svoj obraz. Experiment, pocas ktorého vniesli do embrya vinnej musky
(Drosophila melanogaster) CRISPR/Cas systém s cielom vytvorit mutaciu ist¢ho génu,
skoncil vyradenim daného génu nie na jednej, ale na oboch alelach, ¢o sa prejavilo zmenou
farby tela musky.

Este zaujimavejSie vysledky priniesol pokus, kedy sa vinne musky s poskodenymi
génmi kriZili s muSkami divého typu, ktoré mali obe kdpie daného génu funkéné. Na zéklade
Mendelovych principov dedi¢nosti by mali potomkovia zdedit' od jedného rodi¢a poSkodeny
gén aod druhého gén plne funkény. V skutoCnosti vSak viac ako 95 % musSiek, ktoré
z uvedeného krizenia vznikli, malo poskodené oba gény, pretoze CRISPR/Cas lokus zdedeny
od jedného rodica okamzite zabezpecil rozstrihnutie funkéného génu ziskaného od zdravého
rodica a do medzery vlozil gény pre Cas-gRNA. Vysledkom bolo potomstvo prakticky len

so zmenenou farbou tela (Obrazok 5.5).
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Obrizok 5.5 Experimentilna demonStracia mutagénnej ret’azovej reakcie u Drosophila
melanogaster. a) Mendelovskd dedi¢nost muzského znaku viazaného na pohlavny chromozom X.
b) Teoreticka dedicnost’ zalozena na mutagénnej ret'azovej reakcii MCR vedie k tomu, ze pévodne
heterozygotna alela konvertuje druht alelu a vytvara homozygotné samcie potomstvo. MCR
— mutagénna retazova reakcia. Upravené podla Gantz a Bier, 2015.

Vd’aka schopnosti CRISPR/Cas S§irit’ sa procesom tzv. mutagénnej ret'azovej reakcie
(Obrazok 5.6), vysledkom ktorej je proces oznacovany ako gene drive, je na mieste obava

Sirenia sa mutéacii v prirode v pripade Uniku organizmov pozmenenych CRISPR/Cas

technologiou.
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Obrazok 5.6 Mechanizmus mutagénnej retazovej reakcie. Plazmid nestici Cas9 gén, gRNA
zacieleni na pozadovanu genomovi sekvenciu a lemujuce homologické ramena (HA1l, HA2)
zodpovedajice genomovym sekvenciam komplementarnym k cielovému Stiepnemu miestu (A) vklada
Cas9/gRNA do cielového lokusu prostrednictvom opravy DNA homolognou rekombinaciou (HR). (B,
C) Z vlozenej sekvencie sa exprimuje Cas9 aj gRNA, ¢o vedie k stiepeniu (D) a HR-sprostredkovane;j
inzercii vloZenej sekvencie aj do druhej alely, ¢im sa mutacia stdva homozygotnou (E, F). Upravené
podl'a Gantz a Bier, 2015.
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Napravu pripadnej havarie s gene drive nasledkom odskusali vedci na kvasinkovom
experimentalnom modeli. Nechali populaciu kvasiniek systémom CRISPR/Cas zaviest’ a Sirit’
mutaciu. Nasledne do populacie vpustili kvasinky schopné prepisat’ mutaciu do povodného

stavu DNA. Vymazanie mutécie sa im podarilo.

5.6 Moznosti vyuzitia CRISPR/Cas v medicinskej praxi

Systém CRISPR/Cas nachadza okrem vyuzitia vo vyskume Siroké uplatnenie v medicinskej
praxi. V Cine prebichali oficidlne klinické §tadie aplikacie systému CRISPR/Cas do HIV
terapie od roku 2015. V suvislosti so spustenim mnohych klinickych stidii CRISPR/Cas
systému v USA a Eurépe bol prelomovy rok 2018.

Moznych vyuziti systému CRISPR/Cas je mnoho. Od liecby chordb hospodarskych zvierat
cez vyhubenie komarov, opravy DNA l'udi s dedicnymi chorobami, ale napriklad aj Gpravy
imunitného systému tak, aby dokézal porazit’ rakovinu alebo virusové ochorenia (nie len typu
AIDS), az po Uplne extrémnu viziu, avSak evidentne uz moznu, ktorou je geneticka uprava
nenarodenych deti.

Konkrétne v roku 2018 sa traja ¢inski lekéri rozhodli geneticky upravit DNA T'udskych
embryi, o vyvolalo pravny a eticky rozruch. Zah4jili projekt na pomoc parom, kde otec je HIV
pozitivny a matka HIV negativna. DNA embryi, konkrétne gén CCRS5 kodujlci receptor
na povrchu bielych krviniek, pomocou ktorého do nich vstupuje virus HIV, upravili vyuZitim
technologie CRISPR/Cas9 s cielom vyvolat’ kompletnu rezistenciu na virus HIV. Prvé dve deti
sa narodili v oktobri 2018 a tretie v roku 2019. Lekar oznamil, Ze vSetky deti sa narodili zdravé.
Vyskum sa vSak stretol s masivnou kritikou a naslednym suspendovanim celého vyskumu.
He Jiankui, veduaci lekarskeho timu, bol zatknuty a obvineny z falSovania dokumentov

a neetického spravania.

5.7 CRISPR/Cas v diagnostike a liecbe monogénovo podmienenych

ochoreni

Idealnym cielom pre aplikaciu CRISPR/Cas systému v génovej terapii su ochorenia spdsobené
mutaciou v jedinom géne. K takymto ochoreniam patri cely rad vrodenych monogénovo
podmienenych chyb, vratane cystickej fibrézy, hemofilie, Duchennovej svalovej dystrofie,

Huntingtonovej choroby a inych.



5.7.1 Liec¢ba beta-talasémie a Leberovej kongenitalnej amauroézy

Pociato¢né klinické skusky testovali schopnost’ Gpravy genomu systémom CRISPR/Cas9
na bunkach, ktoré boli odobraté z pacienta a po Gprave vybranych ¢asti DNA boli aplikované
naspat’ do tela pacienta. Ide o takzvanu ex vivo terapiu. Tak, ako sa genetickd zmena Siri
v populacii vinnych musiek, §iri sa aj medzi bunkami v rdmci jedného organizmu.

Prikladom je liecba monogénovo podmienené¢ho krvného ochorenia, beta-talasémie,
kedy su krvné bunky vystavené ucinku CRISPR/Cas systému mimo l'udského tela a nasledne
su do tela vratené.

Prvykrat bola génova terapia s vyuzitim CRISPR/Cas9 testovana priamo v tele pacienta
s genetickou mutaciou sposobujicou dedi¢nu poruchu zraku, Leberovu kongenitdlnu amaurdzu
10 (slepotu, LCA10). Je to vzacna, autozomalne recesivne dedi¢nd choroba, pri ktorej su
defektné fotoreceptory v sietnici a je od narodenia pritomna zdvazna porucha zraku. Defektny
je gén RPEG65 (z anglického retinal pigment epithelium). NezZ bola spustend klinickd Stadia
sledujtica schopnost’ systému CRISPR/Cas9 efektivne odstranit’ mutéacie spdsobujliice Leberovu

kongenitalnu amaur6zu 10, efektivna liecba neexistovala.

5.7.2 Diagnostika kosacikovej anémie a amyotrofickej lateralnej sklerozy SNP

CRISPR/CAS ¢ipmi

Viac ako 50 % mutécii sposobujicich ochorenie ul'udi predstavuji jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP). Ovplyviiuji patogenézu ochorenia a to, ako reagujeme na patogény,
chemikalie, lieky a vakciny. Su€asny zlaty Standard pre rozsiahlu genotypizaciu SNP vyzaduje
$pecializované vybavenie, personél s odbornymi znalostami a zahfiia zdihavé procesy, vd'aka
ktorym su tieto technologie nekompatibilné v mieste starostlivosti alebo v teréne.

Aktuélne vedci vyvinuli novy biosenzor na elektronickul detekciu neamplifikovanych
cielovych génov pomocou tranzistorov napojenych na CRISPR (CRISPR-powered transistors),
oznacovanych aj SNP-Cip, ktoré dokaZzu identifikovat' jednonukleotidové polymorfizmy
do hodiny.

Ide o technologiu, ktora kombinuje CRISPR/Cas sluziaci na vyhladdvanie
potencialnych mutécii v genome a ultracitlivy grafén. Biosenzor pozostdva z katalyticky
deaktivovaného proteinu Cas9 (oznacovany ako dCas9 alebo deadCas9), ktory je cieleny
na prislusny gén Specifickou jednovlaknovou navadzajucou gRNA, ktora je imobilizovana
na povrchu tranzistorov na baze grafénu. Biosenzor hl'ad4d v gendme svoju ciel'ova sekvenciu

DNA a po naviazani sa zmenené vodivé vlastnosti grafénu nasledne deteguji jednoduchou



ruc¢nou ¢itackou. CRISPR-Cip tak rozsiruje aplikacie technoldogie CRISPR/Cas9 na elektricku
detekciu neznacenych, neamplifikovanych nukleovych kyselin na ¢ipe.

SNP-Cip bol zatial navrhnuty na detekciu SNP v ciel'ovych génoch v dvoch modeloch
I'udskych chorob, a to kosacikovej anémii (SCD) spojenej s bodovou mutéaciou v géne HBB,
ktory tvori podjednotku hemoglobinu beta, a amyotrofickej lateralnej sklerdze (ALS). ALS je
neurodegenerativne  ochorenie, ktoré¢ je spojené sbodovou muticiou Vv  géne
superoxiddismutazy typu 1 (SOD1). Cipy boli postupne upravené tak, aby dokazali rozlisit’ aj

homozygota od heterozygota.

5.7.3 SHERLOCK a DETECTR

Dalsie dve jednoduché platformy pre diagnostiku na baze CRISPR, poskytujice rychlu a
Specificktl detekciu SNP st SHERLOCK (z anglického Specific High Sensitivity Enzymatic
Reporter Unlocking) a DETECTR (z anglického DNA Endonuclease Targeted CRISPR Trans
Reporter).

5.8 CRISPR/Cas a imunoterapeuticka stratégia pri liecbe onkologickych

ochoreni

Kedze aj mnohé onkologické ochorenia sii sposobené mutéciou v jednom géne, konkrétne
genetickymi a epigenetickymi zmenami v onkogénoch a tumorsupresorovych génoch,
technoldgia nasla uplatnenie aj pri liecbe nadorovych ochoreni. Ciel'om je vniest’ do organizmu
CRISPR/Cas systém rozpoznavajuci sekvencie DNA typické pre nddorové bunky, a tym
vyradit’ gény nepostradatelné pre rast nddoru. Ret'azovou mutagénnou reakciou by sa tento
zasah $iril do vSetkych rakovinovych buniek. Experimentilne modelovanie a funkéné
testovanie novo-identifikovanych mutacii v onkogénoch a tumorsupresorovych génoch
pomocou systému CRISPR/Cas uz prebieha. Vyznamne ovplyviiuje napredovanie a
smerovanie personalizovanej mediciny. Terapeuticky potencial CRISPR/Cas9 v oblasti
protinddorovej terapie bol potvrdeny mnoZstvom in vitro, in vivo a ex vivo experimentov.
Inym, obzvlast Gispesnym a najviac pouzivanym pristupom je aplikacia CRISPR/Cas9
technoldgie v imunoterapii nadorovych ochoreni, a to predovSetkym v adoptivnej (nezamienat’
s adaptivnou) imunoterapii, ktord je zaloZend na izolacii pacientovych T-lymfocytov, ich
genetickej modifikécii ex vivo, kultivacii a naslednom vrateni spédt’ do organizmu, kde dojde
k navodeniu imunitnej odpovede v oblasti nddoru. Dodanie systému CRISPR pomocou
virusovych a nevirusovych (elektroporacia, lipozomy, nanocastice, ribonukleoproteinovy

komplex) metdd (podrobnejsSie vysvetlené v kapitole 5.9 a 5.10) do ex vivo izolovanych buniek



je relativne uskutocnitel'nejSie v porovnani s in vivo zacielenim na pevné tkanivo. Preto sa
uskutocnili pociato¢né klinické studie s CRISPR (33 stadii fazy I/I) na vyliecenie rakoviny
krvnych buniek a chorob liecitelnych manipulaciou T-buniek a hematopoetickych kmenovych
buniek (HSC) ex vivo.
Cielom genetickych modifikécii na T-lymfocytoch je upevnit’ Specifitu a zvysit’ ich afinitu
k danému nadorovému antigénu, aktivovat’ imunitni odpoved’ a zaroven obmedzit’ riziko
vzniku imunitnej reakcie Stepu proti hostitel'ovi (graft verzus host disease — GvHD). Rozsah
imunitnej reakcie je zavisly na interakcii roznych receptorov a ligandov, ktoré zosiliuju ¢i timia
procesy aktivacie T-lymfocytov. Délezitu tlohu v potlaceni imunitnej odpovede v nddorovom
mikroprostredi hraju tzv. kontrolné body imunitného systému. Za jeden z nich je povazovana
interakcia PD-1/PD-L1, ktord navodzuje funként inaktivitu lymfocytov, a tym chrani
organizmus pred vznikom autoimunitnych ochoreni. Tato interakcia prispieva k ,,vyCerpaniu‘
efektorovych lymfocytov, ktoré nie st schopné Specifickej cytotoxickej odpovede a destrukcie
cielovych buniek, ¢o mdze naopak viest k navodeniu nadorovej tolerancie. K jej vzniku
prispieva predovsSetkym expresia PD-L1 na povrchu nadorovych buniek. Jednou z moznosti
imunoterapie je vyradenie kontrolného bodu PD-1, a tym navodenie vysSej aktivity imunitného
systému. Je potrebné spomenut’, Ze v sti¢asnej dobe existujii monoklonalne protilatky blokujuce
receptor PD-1, ale aj ligand PD-L1, ktoré boli schvalené na lie¢bu pokroc¢ilého metastazujuceho
melandmu, rendlneho karcindmu a nemalobunkového karcindému plic.

T-lymfocyty modifikované CRISPR/Cas9 s vyradenym PD-1 boli pouzité v klinickej
Stadii (NCT02793856) (Obrazok 5.7 (I)) vykonanej u pacientov s nemalobunkovym
karcinomom pltc, u ktorych zlyhala Standardna lie€ba a u ktorych bola zistena zvySena
expresia PD-L1 na nadorovych bunkach. Stidia je zamerani na zhodnotenie bezpecnosti a
definovanie maximalnej tolerovanej davky po implantacii autolégnych T lymfocytov
modifikovanych CRISPR/Cas9 s vyradenym PD-1 (PD-1-/ - T). Stidie sa zucastnilo devit
pacientov, dokoncilo ju osem z nich. Zaverom S$tidie bolo konStatované, ze terapia PD-1-/- T
sa zd4a byt bezpecna. Z neZiaducich U¢inkov bola najzadvaZznejSia hyperhidroza (nadmerné
potenie). Dalej u pacientov dochiddzalo k zvysenej aktivite pelefiovych transaminaz
(ALT/AST), trombocytopénii, inave ¢i horucke, vSetko hodnotené v miernej az strednej
zévaznosti (stupent 1-2). Jeden pacient trpel srdcovou arytmiou stupiia 1, a to po dobu
42,4 tyzdita. Sedem pacientov odpovedalo na priebeh liecby. U dvoch bolo ochorenie
stabilizované po dobu 18 — 22 tyzdnov a zdroveil bola zistend vicsia diverzita T lymfocytov
ako u d’alsich piatich pacientov, u ktorych doslo k progresii ochorenia.

Styri d’algie klinické §tadie vyuzivajuce podobny koncept delécie PD-1 na autolognych



T lymfocytoch boli registrované pri liecbe rakoviny prostaty (NCT02867345), mocového
mechura (NCT02863913), pazerdka (NCT03081715) a oblic¢iek (NCT02867332).

V d’alSej klinickej studii (NCT03399448) (Obrazok 5.7 (II)) bolo testované vyuzitie T
lymfocytov nesucich tri rozne genetické modifikacie indukované CRISPR/Cas9 v liecbe
mnohopocetného myelému, synovidlneho sarkomu, myxoidného liposarkomu a melanomu.
Okrem obmedzenia expresie PD-1 bola vyradena aj cast T-bunkového receptora (7-cell
receptor — TCR) a vneseny modifikovany receptor selektivne sa viazuci na antigén NY-ESO-1
exprimovany na nadorovych bunkach. Vyradenie T-bunkového receptora by malo pomdct
znizit’ riziko vzniku imunitnej reakcie Stepu proti hostitel'ovi.

Klinicka stadia fazy I/IT (NCT03044743) (Obrazok 5.7 (III)) je registrovana na liecbu
malignit asociovanych s virusom Epsteina a Barrovej, u ktorych velmi cCasto dochadza
k zvySenej expresii PD-L1. V stadii st vyuzité T-lymfocyty modifikované CRISPR/Cas9
s vyradenym PD-1, ktoré su Specifické k bunkdm infikovanym virusom Epsteina a Barrove;j.
Na inhibiciu interakcie PD-1/PD-L1 st v sucasnosti vyuzivané monoklonalne protilatky.
Napriek tomu cely zdmer s ,,nabudenim® imunitného systému pomocou modifikovanych T-
lymfocytov vyzerd vel'mi sl'ubne a je d’alSou alternativou protinddorovej terapie vyuzitelnou

v klinickom prostredi.
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Obrazok 5.7 Schéma adoptivnej imunoterapie nadorov vuyZitim T lymfocytov geneticky
modifikovanych CRISPR/Cas9. (I) vyradenie PD-1, (II) vyradenie PD-1 a TCR a s modifikovanych
receptorom viazucim sa selektivne na antigén NY-ESO-1, (III) s vyradenym PD-1 a Specificky sa
viazuce k bunkam infikovanym EBV. Upravené podl'a Zatloukalova a spol., 2019.

Dalsia imonoterapeuticka stratégia je zalozena na vyuziti modifikovanych T-lymfocytov
upravenych ex vivo tak, aby exprimovali chiméricky antigénny receptor (CAR z anglického

chimeric antigen receptor). Ten je tvoreny intracelularnou doménou TCR, ktora vedie
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k aktivacii T-lymfocytov a spusta cytotoxicku odpoved’, a extracelularnou doménou Specificky
rozoznavajlicou cielovy antigén. Vyhodou tychto geneticky modifikovanych T-lymfocytov je
Specifita vizby na cielovy antigén bez nutnosti spracovania antigénu a jeho prezentacie
na hlavnom histokompatibilnom komplexe (MHC z anglického major histocompatibility
complex). Cielom je zabezpecCit, aby tieto geneticky modifikované T-lymfocyty rozpoznali
Specifické antigény vyskytujice sa na povrchu malignych buniek a eliminovali ich. Této
metodika sa vyvija uz viac ako 20 rokov. V jej priebehu vzniklo niekolko generacii
chimérickych antigénnych receptorov a sucasne boli zdokonal'ované metodiky ich bezpecného
a ucinného vlozenia do autolognych T-lymfocytov. PGvodne bola pouzivana transfekcia DNA,
neskor transpozonové vektory obsahujice element pre integraciu, az po stabilnu transdukciu T-
lymfocytov pomocou lentivirusovych vektorov. Uspeine bola testovani $pecifita CAR-T
lymfocytov k antigénu CD19, ktorého expresia je obmedzena predovsetkym na B-lymfocyty a
je idedlnym ciel'ovym antigénom pre hematologické malignity vychadzajice z B-lymfocytarnej
linie. U mnohych pacientov vel'mi ¢asto dochadza k relapsu ochorenia z dévodu straty CD19
na nadorovych bunkach. RieSenie ponuka klinicka Stidia (NCT03398967), ktorej tlohou je
zhodnotit” uskutocnitel'nost’ a bezpecnost’ terapeutického pouzitia CRISPR/Cas9 na pripravu
modifikovanych CAR-T lymfocytov Specifickych k CD19 a CD20 alebo k CD10 pre B-
lymfocytovl leukémiu v recidive alebo s malignym B-lymfémom (Obrazok 5.8 (I)). CD20
alebo CD22 su d’alSie antigénne Struktiry exprimované na povrchu B-lymfocytov a CAR-T
lymfocyty afinitné k tymto antigénom by pomohli rozpoznat’ nddorové bunky, u ktorych doslo
k strate CD19, a to rozpoznanim znakov CD20 alebo CD22. Vi¢sina CAR-T lymfocytov je
pripravena z T-lymfocytov jednotlivych pacientov, ¢im sa terapia vyrazne predlZzuje a financne
predrazuje. MozZnost'ou je priprava univerzalnych CAR-T lymfocytov, u ktorych v§ak dochadza
k zvySeniu rizika vzniku imunitnej reakcie Stepu proti hostitel'ovi. Riziko imunitnej reakcie
Stepu proti hostitelovi bolo vyrazne zniZzené u CAR editovaného pomocou CRISPR/Cas9
do receptorov afy TCR (tvoreny polypeptidovymi retazcami o a ), ktoré rozpoznavaju
vyhradne antigény prezentované na povrchu MHC molekul.

Jedina registrovana in vivo §tdia (NCT03057912) vyuziva CRISPR/Cas9 na lieCbu
cervikalnych intraepitelidlnych neopléazii (CIN), ktoré mdzu viest’ najmé k vzniku karcindmu
krc¢ka maternice u Zien. Hlavnym kauzalnym faktorom je infekcia vysoko rizikovymi l'udskymi
papilomavirusmi (HPV z anglického human papillomavirus), najCastejsiec HPV16 a HPV18,
u ktorych v priebehu karcinogenézy dochadza k zvySenej expresii onkoproteinov E6 a E7.
Ciel'om $tadie je eliminovat HPV priamo vo vnutri P'udského tela. Zendm vo veku 18 — 50

rokov s 'ahkou dysplaziou (CIN I) a pozitivhou HPV infekciou bol dvakrat tyZdenne po dobu



Styroch tyzdiov aplikovany na infikovany kréek gél nesuci konstrukty CRISPR/Cas9, ktoré
boli navrhnuté tak, aby obmedzili expresiu virusovych proteinov E6 a tym zabranili malignej
transformacii.

V dalsej klinickej stadii (NCT03166878) (Obrazok 5.8 (II)) st testované CAR-T
lymfocyty Specifické k CD19 s vyradenou doménou TCR. Ciel'om je zistit,, ¢i tieto genetické
modifikacie T-lymfocytov znizia riziko vzniku imunitnej reakcie Stepu proti hostitel'ovi
bez obmedzenia terapeutického ucinku u pacientov s B-lymfocytovou leukémiou v recidive
alebo s malignym B-lymfomom.

Klinicky testované (NCTO03545815) (Obrazok 5.8 (III)) st aj CAR-T lymfocyty
s CRISPR/Cas9 vyradenou doménou TCR a PD-1 (alebo CTLA-4), ktoré sa Specificky viazu
k mezotelinu, ktory je povazovany za povrchovy antigén s vysokou expresiou v rade solidnych
nadorov. Vyradenie PD-1 alebo CTLA-4 (d’alsi kontrolny bod imunitného systému) napoméha
utlmit’ inhibi¢né mechanizmy imunitného systému a podporit’ jeho nabudenie v hostitel'skom

prostredi.
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Obrazok 5.8 Schéma adoptivnej imunoterapie nadorov vyuzitim CRISPR/Cas9 modifikovanych
CAR-T lymfocytov. (I) Specifickych k CD19 a CD20/22, (1) Specifickych k CD19 s vyradenym TCR,
(IID) Specifickych k mezotelinu s vyradenym TCR a PD-1. Upravené podl'a Zatloukalové a spol., 2019.

5.9 CRISPR/Cas v boji proti patogénom ¢loveka

Siroké uplatnenie nachadza technolégia CRISPR/Cas aj v boji proti ochoreniam, ktoré su
sposobené l'udskymi patogénmi, vratane virusov, baktérii, pripadne protozoi. Virusy
predstavuju nebunkové mikroorganizmy, zvySok patogénnych mikroorganizmov pozostava

z bunky, konkrétne baktérie z bunky prokaryotickej a protozoa z bunky eukaryoticke;.
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5.9.1 Liec¢ba bakteridlnych infekcii rezistentnych na antibiotika

V suvislosti s liecbou bakteridlnych infekcii sa do popredia dostdvaju dva problémy. Na jedne;j
strane neschopnost’ Standardnych antibiotik pdsobit’ selektivne bakterocidne len na patogénne
baktérie anenarusat’ tak eumikrébiu, ateda pozitivne posobenie l'udského mikrobiomu.
Na druhej strane prili§ rozsSirené a nevhodné pouzivanie antibiotik umoziuje rezistentnym

baktériam $irit’ ich gény rezistencie d’alej prostrednictvom plazmidov.
Plazmidova DNA baktérii a vznik rezistencie na antibiotika

Plazmidy su malé kruhové DNA, ktoré moézu byt’ v prokaryotickej bunke vol'ne v cytoplazme
alebo integrované, ¢ize zabudované do gendmu bakteridlnej bunky. Integrované plazmidy sa
oznacuju pojmom epizomy. Pocet plazmidov v bunke sa pohybuje od 1 az do viac ako 100.
Cim je plazmid mensi, tym vicsi byva pocet jeho képii v bunke. Podet kopii plazmidu je pre
dany plazmid v danom hostitel'ovi konStantny a oznacuje sa pojmom plazmidové ¢islo alebo
copy number. Plazmidy predstavuji pridavnd, nie nepostradatelni geneticki informdciu
baktérii. Obsahuji od troch do sto génov. Funkcie, ktoré koduju, nie st vSeobecne Zivotne
nepostradatelné, ale v Specidlnych podmienkach prostredia mézu svojho hostitela
zvyhodnovat’ alebo zachranit’ pred zahynutim. Okrem rezistenciu na antibiotikd méze byt
plazmid zodpovedny za rezistenciu na chemoterapeutika a tazké kovy, produkciu antibiotik a
toxinov, degradaciu a oxidaciu inak biologicky inertnych alebo toxickych organickych latok,
tvorbu restrikénych a modifikaénych enzymov a schopnost’ symbiozy. Niektoré plazmidy su
kryptické, ¢iZe st v bunke pritomné, ale nepozname ich fenotypovy prejav.

Plazmid je definovany ako replikon schopny trvalej pritomnosti v bunke
v mimochromozomalnom stave. To je vel'mi ddlezitd defini¢né vlastnost’, lebo to znamena, ze
pre udrzanie plazmidu v bunke nie je nutny trvaly Specificky selekény tlak, napriklad
pritomnost’ antibiotika. Plazmid svojimi vlastnymi génmi autondmne riadi a kontroluje svoju
replikdciu a segregaciu do dcérskych buniek, dokonca so stilym poctom képii. V jednej
bakteridlnej bunke mdze byt viac druhov plazmidov, ale len niektoré druhy plazmidov st
kompatibilné, ¢ize iba niektoré druhy plazmidov vedia pretrvavat’ a koexistovat’ v mnoziacej
sa bunke vedla seba. Segregacna stabilita plazmidu nie je absolutna a bunka moéze plazmid
stratit’. Strata je trvala a bunka nie je sama schopné plazmid vytvorit. Mo6ze ho vSak ziskat
od inej bunky:.

Intercelularny prenos plazmidu méze byt’ vertikalny, a to na priame potomstvo, kedy sa
do dcérskych buniek prenasaji kopie plazmidu, a horizontadlny medzi nepribuznymi bunkami,

a to nie len medzi klonmi rovnakého druhu, ale dokonca medzi r6znymi druhmi a rodmi. Objav



tohoto sposobu prenosu genetickej informdcie je jednym z najvacsich objavov bakterialnej
genetiky. Vysvetlil totiz takzvané nemendelistické dedenie bakteridlnych znakov, preukézal, ze
DNA je jedinym nositel'om dedicnej informacie baktérii ako aj nevysvetliteI'né pomnozenie a
selekciu mutantov. Intercelularny horizontalny prenos je zabezpeceny procesmi konjugacie,

transdukcie a transformécie.

Ciele u¢inku antimikrobialnych latok a mikrobiéom

Vznik mnohondsobnej liekovej rezistencie viedol k intenzivnemu zdujmu o vyvoj novych
antibakteridlnych latok. Zatial’ o v minulosti boli Standardom Sirokospektralne antibakteridlne
latky, v sucasnosti dominuje potreba eliminovat’ patogény selektivne pri zachovani prirodzene;j
mikroflory. VacSina antibiotik sa zameriava na inhibiciu tych Struktir a dejov bakterialnej
bunky, ktoré sa v ludskych bunkdch nevyskytuji. Vtedy st Specifické s minimdlnymi
vedlajsimi u¢inkami na eukaryotické bunky Tl'udského tela. K takymto patria antibiotika
inhibujuce syntézu bunkovej steny, ako su napriklad betalaktdmy a glykopeptidy, antibiotika
zvySujlice permeabilitu vonkajSej fosfolipidovej membrany bunkovej steny gramnegativnych
baktérii, ako st polypeptidové antibiotikd alebo lipopeptidy, antibiotika inhibujtice bakteridlnu
translaciu, ako su aminoglykozidy, tetracykliny a makrolidy, a antibiotikd zasahujice
do replikacie alebo transkripcie alebo selektivnym spdsobom vyvolavajice zlomy DNA
baktérii, ako chinolony, ansamyciny a nitroimidazoly. V pripade inhibicie syntézy bunkovej
steny alebo zvysenia jej permeability, ide o zasah, ktory bakteridlnu bunku zabije. Takyto
ucinok oznacujeme pojmom baktericidny. Baktericidny u¢inok maju aj antibiotikd, ktoré sa
ireverzibilne, ¢iZe nevratne, viazu na ribozomalne podjednotky bakteridlnych ribozomov. Ak je
vSak vézba na ribozomalnu podjednotku reverzibilnd, ako v pripade tetracyklinov, hovorime
o bakteristatickom u¢inku, nakol’ko po uvolneni sa tetracyklinu z ribozému moze translacia
pokracovat’.

Pretoze efekt antibiotik je cieleny na takéto zakladné procesy, antibiotika neovplyviiuji
len patogénne baktérie, ale menia aj nativnu, prospesnt floru jednotliveca a moézu spodsobit’
dismikrobiu. Dnes sa ukazuje, Ze narusenie prirodzenej mikroflory moze mat’ d’alekosiahlejSie
neziaduce ucinky, ako sa v minulosti pozorovalo. Viacero §tudii poukazuje na odli§né zloZenie
mikrobiomu u l'udi trpiacich chronickym zapalom hrubého creva, obezitou a autizmom.
Experimentami na hlodavcoch bolo preukazané, Ze transplanticia stolice mdze prejavy autizmu
eliminovat’. V pripade terapie chronickych zapalov hrubého c¢reva sa transplanticia stolice

v klinickej praxi Uspesne aplikuje aj na Slovensku.



Krisprové antibiotika

V sucasnosti nie je k dispozicii antibioticka stratégia zamerana len na patogénne baktérie alebo
baktérie rezistentné k wcinkom antibiotik. Specifickost’ a jednoduchy mechanizmus u¢inku
systtmu CRISPR/Cas umoznuje vyuzitie tychto obrannych systémov ako zaklad
programovatel'nych antimikrobidlnych latok, ktoré st oznaCované pojmom krisprové
antibiotika. Antimikrobialna terapia je v suvislosti so syst¢tmom CRISPR/Cas zamerana najma
na vyuzitie dvoch jeho mechanizmov, a to priameho uc¢inky voci genoému baktérii a ucinku voci
plazmidom zodpovednym za rezistenciu baktérii. VacSina baktérii ma nedostato¢ne fungujtice
mechanizmy opravy DNA, takze dvojvldknovy zlom v gendéme baktérii indukovany
CRISPR/Cas systémom je pre ne smrtelny. Ak sa dvojvladknovy zlom vyskytne v plazmide,
dojde k jeho vymiznutiu z baktérie, Co v zavislosti od povahy plazmidu mdze tiez spdsobit’
smrt’ baktérie. Jedine¢nost’ CRISPR/Cas systému spociva v tom, zZe sa zameriava na Specifické
sekvencie v jedinom virulentnom bakteridlnom druhu alebo dokonca na gén rezistencie voci
antibiotikdm a nie na spominané zékladné zivotné bakteridlne procesy. Nepatogénne baktérie
tak zostavaji nepoSkodené a pomdhaji pri obnoveni zdravej mikroflory, ¢im sa zniZzuje

pravdepodobnost’ infekcie oportinnymi patogénnymi mikroorganizmami.

Vpravenie CRISPR/Cas systému do bakterialnych buniek

Problémom antimikrobidlnych latok zaloZenych na CRISPR/Cas systémoch zostdva ich
transport do prislusnych buniek a skuto¢nost’, Ze jednoduché modely in vivo vykazuji vyrazné
zniZzenie ufinnosti v porovnani s experimentami in vitro. NedorieSenym zostava zatial aj
problém mozZnosti vzniku rezistencie na tento typ antibiotik. Obava vznikla na zaklade
experimentov, pocas ktorych neboli vSetky cielové baktérie usmrtené dostatocne rychlo a
niektoré¢ dokonca liecbu krisprovymi antibiotikami prezili. Do niektorych baktérii sa
CRISPR/Cas vobec nedostal, do inych sice prenikol, ale baktérie ho zase rychlo vylu¢ili, alebo
sa CRISPR/Cas poskodil a stratil tak ucinnost. V uvedenych pripadoch bol CRISPR/Cas
systém vnaSany do bakteridlnych buniek pomocou bakteriofaga (virus schopny infikovat
baktérie). Predpoklada sa preto, Ze za odolanie u¢inku CRISPR/Cas mdze mutacia bakteridlnej
DNA, vdaka ktorej doslo kuplnej strate alebo k principidlnej zmene receptora,
prostrednictvom ktorého sa bakteriofdg zachyti na povrchu bakteridlnej bunky. Ak sa
bakteriofag na povrchu bakteridlnej bunky neuchyti, neméze CRISPR/Cas do bunky vniest’.

Na obrazku 5.9 je znazorneny postup redukcie génov rezistencie a plazmidov rezistencie
pomocou systému CRISPR/Cas vneseného do bakteridlnych buniek plazmidmi,

extracelularnymi vezikulami, fdgmi a nanocasticami ako nosi¢mi.
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Obrazok 5.9 Redukcia génov a plazmidov rezistencie pomocou systému CRISPR/Cas. A) Spdsoby
dodavania komponentov CRISPR/Cas: dodavanie na baze plazmidov (navrhnutd a syntetizovana
sgRNA zacielena na cielovy gén a ligovana do plazmidového vektora obsahujiiceho Cas9); dodavanie
na baze fagov (systém CRISPR/Cas integrovany do fagového genomu a dodavany s fagom ako vektor);
dodavanie pomocou extracelularnych vezikal (EV) a dodavanie na zaklade nanocastic (protein Cas9 a
sgRNA tvoria ribonukleoproteinovy komplex (RNP) a st zabalené do EV alebo nanocastic). B)
Aplikacia systému CRISPR/Cas pri rezistencii na antibiotikd. Ked’ sa do bakterialnych buniek dodaju
systémy CRISPR/Cas, gény rezistencie na antibiotikda (ARG) na plazmidoch moézu byt eliminované a
baktérie znovu senzibilizované k antibakterialnym latkam. CRISPR/Cas tiez vykazuje silna baktericidnu
aktivitu a spdsobuje, Ze bunka po rozpoznani cielového ARG na plazmide a cielového miesta na genéme
zomrie. Upravené podl'a Tao a spol., 2022.

a) Transport systéemu CRISPR/Cas zaloZeny na plazmidovom vektore

Niektoré, tzv. konjugativne plazmidy, maju vd’aka prislusSnym génom schopnost’ po spojeni
donorovej arecipietnej bunky prostrednictvom Specifického pilusu prechadzat’ z bunky
do bunky, pricom donorovad bunka plazmid nestraca, nakolko priamo pocas transportu
dochadza k jeho replikacii mechanizmom otacavej kruznice, ¢iZze plazmid sa v populacii
baktérii, a to aj roznych druhov ¢i rodov, rozsiri. Takyto sposob horizontalneho prenosu génov
je pre ¢loveka mimoriadne nebezpecny v stivislosti so Sirenim rezistencie na antibiotika.

Integracia sekvencii systému CRISPR/Cas alebo niektorych jeho komponentov
do plazmidového vektora umoziuje vniest’ syst¢ém CRISPR/Cas do buniek a nésledne cielit’ a

Stiepit’ gény rezistentné¢ voci liekom, ¢im sa zniZzuje odolnost’ rezistentnych baktérii voci

135



antibiotikam. Jeden zo spdsobov prenosu bakteridlnych génov, ktory podporuje Sirenie génov
rezistencie, je konjugdcia.

Zavedenie plazmidového vektora nesuceho systém CRISPR/Cas do rezistentnych
baktérii (napriklad pCasCure systém do Enterobacteriaceae rezistentnych na antibiotikum
karbapeném) odstrani gény rezistencie a tym ich resenzibilizuje. Baktérie zaroven dany plazmid
obsahujuci systém CRISPR/Cas prostrednictvom konjugacie prenasaju na iné baktérie, Co
znacne rozsiruje rozsah pouzitia systému CRISPR/Cas na eliminaciu génov rezistencie
na lieciva v populdacii baktérii.

Hlavnym faktorom obmedzujicim klinicku aplikaciu systému CRISPR/Cas je uc¢innost’
prenosu plazmidu. Perspektivu aplikécie systému CRISPR/Cas pri prevencii a kontrole prenosu
génov rezistencie na lieky moze rozsirit’ prave zlepSenie tcinnosti konjugacie plazmidov.
Plazmid citlivy na feromény (PRP z anglického pheromone response plasmid), ktory je
prirodzene pritomny v Enterococcus faecalis, mé vyssiu uc¢innost’ konjugacného prenosu ako
iné plazmidy. Tento plazmid pouzili na prenos systému CRISPR/Cas do grampozitivnych
baktérii (Enterococcus faecalis). Baktérie nesuce plazmid citlivy na feromony po indukcii
feromoénmi vylucovanymi recipientnymi bunkami bez daného konjuga¢ného plazmidu za¢nti
produkovat’ protein adhezin, ktory podporuje agregaciu donorovych a recipientnych baktérii,
¢im sa zvysuje ucinnost’ konjugacie plazmidov.

b) Transport systéemu CRISPR/Cas do bakteridalnych buniek pomocou fagov
Nekonjugativne plazmidy méZu byt prenesené transdukciou. Pri pomnoZeni bakteriofaga
v infikovanej bunke a tvorbe novych fagovych Ccastic je s ur€itou pravdepodobnost'ou
do fagovej hlavicky namiesto fagovej] DNA omylom uzatvorena aj plazmidovd DNA. Ak takyto
fag infikuje d’al$iu bunku, plazmidovi DNA do nej prenesie.

Bakteriofagy predstavuju vel'mi rozmaniti skupinu virusov. Pozostavaji z DNA alebo
RNA, ktord je uzatvorend v hlave bakteriofaga pozostavajucej z proteinov. Struktira
bakteriofagov moze byt r6zne komplikovana, vSeobecne obsahuje hlavu, chvostik, golier a
d’alSie zlozky. Gendmy bakteriofagov mézu kodovat’ len Styri gény, ale aj stovky génov.
Bakteriofagy sa replikuju v baktérii po injekcii ich genému do cytoplazmy. V minulosti boli
bakteriofagy priblizne 60 rokov pouzivané v Sovietskom zvéze a vychodnej Eurdpe ako
alternativa k antibiotikdm. Dnes predstavuji moznu liecbu proti kmeniom multirezistentnych
baktérii. A okrem iného nachddzaj uplatnenie aj ako vektor pre vnesenie systému CRISPR/Cas
do baktérii.

V porovnani s plazmidovymi vektormi st fagové vektory nielen schopnejsie infikovat’

hostitel'ské baktérie, ale mo6zu niest aj vacSie fragmenty DNA, ktoré mozno zaviest



do CRISPR/Cas systému. Okrem toho je nukleova kyselina uzatvorena v hlavicke faga
relativne stabilnd a nie 'ahko degradovatelnd. To, Ze fagy su prirodzené parazity baktérii,

z fagov robi preferovany nastroj pre transport syst¢ému CRISPR/Cas do bakteridlnych buniek.

¢) Transport systému CRISPR/Cas do bakteridalnych buniek pomocou extraceluldarnych

membranovych vezikul

Aj vol'na, v prostredi sa nachddzajiica molekula DNA, méze do tzv. kompetentnej bakteridlnej
bunky preniknit’ a stat’ sa jej stcastou. Takyto prenos DNA do bunky sa oznaCuje pojmom
transformécia. Kompetencia je fyziologicky stav len prechodne a v prirode nema vyznamnt
ulohu. Stav kompetencie je vSak mozné umelo navodit. Transformacia bunky plazmidom
predstavuje dolezity metodicky nastroj v génovych manipulaciach. Pri vnasani CRISPR/Cas9
do buniek sa vSak neosvedcCil a ako ucinnejSie sa ukdzalo dodavanie systému do buniek
pomocou réznych nanocastic.

Membranové vezikuly (MV z anglického membrane vesicles) si nanocastice lipidove;j
membrany, prvykrat opisané u gramnegativnych baktérii. Su zname aj ako vezikuly vonkajse;j
membrany (OMYV z anglického outer membrane vesicles). St to vezikuldrne Struktary, ktoré
gramnegativne baktérie vyluuji do extracelularneho kompartmentu pocas ich rastu. Mézu
posobit’ ako transportné systémy pre gény rezistencie na antibiotikd, gény virulencie alebo
plazmidy, ktoré st v membranovych vezikulach chranené pred DNazami, a tym sa zvySuje
uspesnost’ horizontalneho prenosu génov, resp. DNA.

Membranové vezikuly testovali ako vektory na dodavanie CRISPR/Cas9 na tpravu
génov a reguldciu génov. Chyba vSak mechanizmus na obohatenie membranovych vezikul
ribonukleoproteinmi, co obmedzuje G¢innost membranovych vezikul ako nastroja na transport

CRISPR/Cas systému.

d) Transport systému CRISPR/Cas do bakteridalnych buniek pomocou nanocastic
Nanocastice maji mali vel'kost’ a su vel'mi u¢inné pri prenikani biologickymi membranami.
Po ukotveni systému CRISPR/Cas9 nanomateridlmi sa CRISPR/Cas9 neda I'ahko degradovat’
a je cielene transportovany s vysokou u¢innostou.

Uskutocnilo sa vel'a stadii aplikujucich nanocastice ako nosice antibiotik, testovali sa
polymérne nanocastice a nanokrystaly, nanocastice zwitterionovych aminolipidov (ZAL),

zmieS$ané nanocastice exozom-lipozoém a nanocastice katidnovych lipidov.



Vztah medzi CRISPR/Cas, Sirenim antimikrobidlnej rezistencie a tvorbou biofilmu
Obzvlast’ nebezpecné je horizontalne Sirenie antimikrobidlnej rezistencie, nakol'ko sa $iri aj
medzidruhovo. Systémy CRISPR/Cas slizia na ochranu gendému proti invazii exogénneho
genetického materialu, takze moézu zabranit' Sireniu plazmidov a fagov obsahujucich gény
rezistencie na antibiotikd. Tym sa obmedzi horizontdlny prenos génov zodpovednych
za rezistencie na antibiotika.

To znamena, ze CRISPR/Cas prirodzene pritomny v prokaryotoch sluzi zaroven
na prevenciu a kontrolu Sirenia rezistencie na antibiotika. Patogény obsahujuce CRISPR/Cas
s menSou pravdepodobnost’ou nie su gény rezistencie na antibiotika ako tie, ktorym tento
obranny systém chyba. Z nejakého dovodu vsSak v niektorych patogénoch, v ktorych sa
pritomnost’ syst¢émov CRISPR oc¢akéva, tieto chybaju alebo st inaktivované.

Baktérie Casto tvoria biofilmy, ktoré im pomahaji odolavat’ roznym hrozbam v ramci hostitel’a.
Okrem iného sa preukazalo, ze systétm CRISPR/Cas posilnil integritu obalu regulaciou
bakteridlnych lipoproteinov a tym bunkdm umoznil odolévat’ poskodeniu membrany ¢inkom

antibiotik.

Anti-CRISPR (Acr) proteiny a odolnost’ voci antibiotikam

Mnohé fagy a mobilné genetické elementy vyvinuli anti-CRISPR proteiny (Acres), ktoré
posobia proti systétmu CRISPR/Cas pod silnym selekénym tlakom vyvijanym CRISPR/Cas
syst¢tmom. Anti-CRISPR proteiny inhibuji u¢inok CRISPR/Cas r6znymi mechanizmami.
Modzu blokovat’ vizbové miesta DNA, mdézu blokovat’ Stiepenie DNA a dokonca enzymaticky

deaktivovat’ CRISPR/Cas.

CRISPR/Cas a rychla detekcia patogénnych mikroorganizmov aich rezistencie
na antibiotika

V stvislosti s rezistenciou na antibiotikd sa dnes okrem kultivacného dokazu vyuZzivaji
aj metody molekulovej biologie. Na testovanie citlivosti baktérii voci antibiotikam sa pouzivaju

fenotypové a genotypové metody.

a) Fenotypové metody
Na fenotypové testovanie citlivosti baktérii na antibiotikd sa pouZzivaji kvalitativne a
kvantitativne metddy. Fenotypové testovanie dava odpoved’ na aké antibiotikum je baktéria
citliva a aka je jeho minimdlna inhibi¢na koncentracia MIC udavana mg/I1.
Prikladom kvalitativnej metody je diskovy difuzny test, ktoré¢ho podstatou je diftizia

testovaného antibiotika z antibiotického disku do pevného kultivaéného média a posudenie jeho



vplyvu na testovany bakterialny izolat, ktory je na povrchu kultivacného média inokulovany.
Hodnoti sa pritomnost’, respektive nepritomnost’ a velkost' zény inhibicie rastu okolo
antibiotického disku, ktord vznika pdsobenim antibiotika na testovany bakterialny izolat.

Antibiotické disky, ktoré sa na test pouzivajt, su komercne dostupné filtracné papieriky
s presne definovanym obsahom antimikrobidlnej latky. Zostavy testovanych antibiotik su
tvorené tak, aby obsahovali antibiotikd pre jednotlivé skupiny mikroorganizmov, podla
lokalizacie infekcie v organizme ako aj podl'a toho, ¢i ide o hl'adanie pdvodcu infekcie pacienta
v ambulantnej starostlivosti alebo o hospitalizovaného pacienta so zavaznou infekciou.

b) Genotypové metody

Genotypové metddy st zalozené na detekceii Specifickych génov kodujucich mechanizmus
rezistencie alebo jeho produkt. Genotypové metddy predpovedaju iba rezistenciu, nie st
kvantifikovateI'né. Na detekciu génov rezistencie sa pouzivaji molekuldrno-biologické metody
a pre epidemiologické ucely tiez metdody molekularnej epidemioldgie. Pritomnost génu
rezistencie sa nie vzdy prejavi vo fenotype baktérie a nemusi sa rovnat’ in vivo klinickému
zlyhaniu liecby infekcie. Prislusny produkt génu nemusi byt exprimovany vdbec alebo iba
na vel'mi nizkej Grovni. Na druhej strane absencia génu rezistencie nevylucuje pritomnost’
iného mechanizmu rezistencie voci urcitej latke. V rutinnej praxi su genotypové metody vhodné
napriklad na rychlu detekciu niektorych génov rezistencie s ohl'adom na rychle zacatie ucinnej
antimikrobidlnej liecby, ako v pripade meticilin rezistentného Staphylococca aureus alebo
vankomycin rezistentného FEnterococca faecium a faecalis. Pouzivaji sa metddy PCR
na stanovenie jednotlivych génov, multiplexovd PCR, real-time PCR, DNA sekvenicia,
hybridizacné metddy aj genomické bioCipy. Vyhodou tychto metodd je ich rychlost” a presnost’
urcenia znamych genetickych determinantov rezistencie, nevyhodou je, ze nedokaZu zachytit
nové, novo sa vyskytujlce, dosial nezndme genetické determinanty rezistencie a nové varianty
znamych génov rezistencie. Zachytavaju aj gény rezistencie bez fenotypového prejavu, takze
citlivost’ na antibiotikum musi byt zvac¢Sa potvrdena fenotypovymi metoédami.

V sucasnosti je vynakladané znacné Usilie na aplikovanie néstroja CRISPR ako
rychleho nastroja na presnu identifikdciu genotypov a jednonukleotidovych polymorfizmov
(SNP) v patogénnych baktéridch, detekciu génov rezistencie (ARG z anglického antibiotic
resistance genes) a génov virulencie v patogénnych baktéridch a diagnostiku bakteridlnych

infekcii (Obrazok 5.10).



Metody detekcie baktérii zalozené na CRISPR-Cas
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- identifikacia SNPs - jednoduchost’ a presnost’
- detekcia génov rezistencie a virulencie - vysoka senzitivita a Specifickost
- diagnostika bakterialnych infekcii - rychlost
- rychla detekcia priamo na mieste - moznost viacnasobnej detekcie

Obrazok 5.10 Postupy, aplikiacie a vyhody metéd detekcie baktérii zaloZenych na systéme
CRISPR/Cas. Na diagnostiku patogénov boli vyvinuté systémy CRISPR/Cas9, Cas12, Cas13 a Casl4.
Najprv sa z klinickych vzoriek extrahuju a amplifikuja nukleové kyseliny patogénu. RNA vzorky su
amplifikované reverznou T7 transkripciou. Po naslednej identifikacii ciela je tento Stiepeny
zodpovedajiicim systétmom CRISPR/Cas. Citlivost mozno zvysit metdodami vyuzivajucimi
fluorescenciu alebo lateralny prietok. Nasleduje kvantitativna detekcia patogénov. Okrem toho mézu
byt systémy CRISPR/Cas pouzité na rozliSenie genotypov patogénov od SNP, rozliSenie génov
rezistencie a génov virulencie, diagnostiku patogénnych infekcii a vykondvanie rychlej detekcie
na mieste. Diagnostika patogénov na baze CRISPR poskytuje prenosnost, vysoku citlivost a
Specifickost’, tsporu Casu a viacnasobnu detekciu. Upravené podl'a Wu a spol., 2021.
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Pre diagnostiku bakterialnych infekcii a antimikrobidlnych rezistencii boli vyvinuté
platformy zalozené na CRISPR/Cas systémoch cielenych na DNA.

Technika FLASH (z anglického Finding Low Abundance Sequences by Hybridization)
vyuziva CRISPR/Cas9 na implementaciu multiplexnej detekcie sekvencii zodpovednych
za antimikrobidlnu rezistenciu (AMR). PouZiva sa na testovanie meticilin-rezistentnych
kmenov S. aureus a vankomycin-rezistentnych kmenov E. faecalis.

Dalsia metéda vyuZzivajuca kombinaciu fluorescenéného farbiva YOYO-1, AT-
selektivnu molekulu netropsin a CRISPR/Cas9 predstavuje jednokrokovy test identifikacie a
optického mapovania Sirenia sa génov blaCTX-M, blaNDM a blaKPC zodpovednych
za antimikrobidlnu rezistenciu v nozokomialnom ohnisku.

Stratégia nazyvana CAS-EXPAR (z anglického CAS-exponential amplification
reaction) je zaloZend na izotermickej exponencialnej amplifikacnej reakcii nukleovej kyseliny
sprostredkovanej CRISPR/Cas9 a ,nicking* endonukledazou (NEaza — reStrikény enzym
rozpoznavajuci kratku asymetrickii sekvenciu dvojretazcovej DNA, avSak Stiepi len jeden
vopred uréeny retazec). Ma vyhody rychlej a miestne Specifickej detekcie nukleovej kyseliny
a nevyzaduje exogénne primovanie, ¢im sa ucinne vyhyba amplifikédcii nukleovej kyseliny
sposobenej cudzimi primérmi. Okrem toho moZze byt pouzita na detekciu metylacie DNA.

CRISPR/Cas12 vykazuje neSpecificki lyticki aktivitu na molekule ssDNA
rozpoznanim dsDNA. Vyuzitim Cas12 bol vyvinuty nastroj DetectR, ktory je vysoko citlivy,
rychlo deteguje DNA alebo RNA a umoziluje identifikdciu zdmeny jednotlivych baz. Takzvané
kolateralne Stiepenie CRISPR/Cas12 sa tiez pouzilo na diagnostiku a identifikdciu kmenov a
poddruhov baktérie M. tuberculosis v klinickych vzorkach.

Na principe CRISPR/Casl2a s kolektivnym testom impedancie bez potreby znafenia
bolo vyvinuté prvé vysoko citlivé a Specifické prenosné biosnimacie zariadenie na rychlu
detekciu E. coli a S. aureus. Detek¢ny limit pre S. aureus je len 3 nM. CRISPR/Cas12a znamy
ako Cpfl bol vyvinuty na identifikaciu ciel'ovych sekvencii zodpovedajicich génom rezistencie
na karbapeném, ako st blaKPC, blaNDM a blaOXA. Celkovo sa s testom impedancie
bez potreby znacenia Cas detekcie skratil na menej ako hodinu a vysledky su porovnatel'né
s vysledkami qPCR, pokial ide o presnost’ a citlivost’.

CRISPR/Cas14 cielene Stiepi ssDNA, pricom Casl4 je najmensi znamy protein Cas.
Kombinaciou CRISPR/Casl4a s magnetickym DNA nanocasticovym systémom vznikla
fluorescen¢na platforma na detekciu nukleovych kyselin znama ako systém Cas-TSPE (target-

specific primer extension), ktord umoziiuje vykonavat' diagnosticku analyzu bez zlozitych



nastrojov a purifikdcie nukleovych kyselin. Pouziva sa na detekciu patogénov ako E. coli,
S. typhi, P. aeruginosa, S. aureus, S. pyogenes a E. faecalis.

Dalgia platforma zalozena na Casl4a znama pod oznaéenim CMP (z anglického
Casl4al-mediated nucleic acid detection platform) sa pouziva na rychlu detekciu patogénov
vo vzorkach mlieka a inych patogénov sledovanych v suvislosti so zdravotnou nezavadnostou

potravin. CMP poskytuje vyssiu citlivost’ ako qPCR.

5.9.2 Liecba protozoalnych infekcii

Existuju vazne protozoalne infekcie, ktorych liecba nie je vzdy uspesna. Z dovodu naro¢nosti
protozoi na zivotné podmienky dané casto neobvyklym zivotnym prostredim a zivotnymi
cyklami alebo odvodenostou ich genéomov komplikujucich samotny priebeh génovych
manipuldcii, sa protozoa vyznacuju pri vyskume réznymi komplikaciami.

K protozoalnym infekciam patri aj maléaria. Kazdoro¢ne postihuje az 300 milionov l'udi,
z nich priblizne 750-tisic zomrie. Povodcom malarie st plazmdédid prenasané samickou komara
rodu Anopheles pocas satia krvi. Plazmoédia sa v tele infikovaného Cloveka krvou dostanu
do pecene, kde su dostato¢ne chranené pred imunitnym systémom postihnutého jedinca,
na ktory sa nakoniec adaptuju. Nasledne sa zacnu jednoduchym delenim vel'mi rychlo mnozit’,
zjedného parazita mdze vzniknut’ az 40-tisic novych jedincov nazyvanych merozoity. Ttuto fazu
zivotného cyklu plazmodii preziva infikovany jedinec bez priznakov. Asi za mesiac a pol sa
merozoity z buniek pecene presunu do krvi, kde za€inaju patogénny proces, napadaji cervené
krvinky, v ktorych sa mnozia, nasledkom ¢oho ¢ervené krvinky praskaja. Tato faza zivotného
cyklu plazmdédii je sprevaddzand rdéznymi priznakmi postihnutého jedinca, ku ktorym patri
hortcka, neznesitel'né bolesti hlavy, zimnica, zvracanie, kice, niekedy strata vedomia, anémia,
1schémia, pritomnost’ hemoglobinu v mo¢i. Desat’ro¢ia sa malaria lie€ila chininom. Neskor boli
vyvinuté a dodnes sa pouzivaju lieky, ku ktorym patri Artesunat, Amodiachin, Cotrifazit,
Mefloquin a d’alSie. Niektoré z nich sa pouzivaju aj k prevencii. Vakciny proti malarii zatial
neexistuju.

Komplikéaciou pri génovych manipulacidch je v pripade plazmoédii prave haploidné
krvné S$tadium, kde inaktivacia génu Casto vedie k smrti alebo extrémne znizenej
zivotaschopnosti. Tento problém je mozné obist’ r6znymi formami podmienenej génovej
inaktivacie alebo uml¢ovanim, ktoré zachovéava nutni bazalnu hladinu expresie daného génu,
avSak metodika je komplikovana avysledky s menej presné. Vyrazne znizena
zivotaschopnost’ organizmu po umlcani nevyhnutnych génov zarovenn vedie k extrémnemu

spomaleniu rastu, ¢o komplikuje ich selekciu pocas rastu na selekénych médidch. Mnoho



protozoi sa od ostatnych organizmov vyrazne odliSuje takzvanym codon usage bias (stav
nerovnomerného vyuzivania synonymnych kodénov pre jednu aminokyselinu). Obmedzenie
vplyvu codon usage bias je mozné dosiahnut’ nadexpresiou tRNA, ktoré st u daného druhu
menej zastupené. To je mozné bud’ zvySenim aktivity promotora riadiaceho transkripciu
prirodzene nizSie syntetizovanych tRNA, alebo inzerciou plazmidu kdédujiiceho konkrétnu
tRNA, ¢im sa nahradi jej nedostatok a nastane tak syntéza proteinov s tplne odliSnym
kodonovym zlozenim.

Existuju CRISPR/Cas systémom pripravené tropické komare Anopheles stephensi,
ktoré neprendsaju povodcu malarie — plazmddie. Ich rezistencia k malarii je zabezpecena
vnesenim génov kodujucich protilatky proti dvom proteinom sporozoitov plazmodii do ich
genoému tak, aby sa §irili mutagénnou retazovou reakciou. Po ich vypusteni do vol'nej prirody
by sa tato ich vlastnost’ rozsirila na vSetky komare, ¢im by sa problém s maldriou vyriesil.
Pripravené su aj komare Siriace neplodnost’ komarich samiciek. Ak by sa do prirody vypustili
takto pozmeneni samcekovia, populacia prenasacov mnohych tropickych chordb (malaria, zIty
zimnica, horucka dengue a.i) by skolabovala. Je vSak zrejmé, Ze kolaps moze vyvolat' v prirode
d’alekosiahle zmeny. Komare su sucast’ou potravinového retazca a chybali by tak zivo¢ichom,
ktori sa nimi zivia. Otazne je tiez, ktoré druhy hmyzu by komadra v prirode nahradili, a aké
nasledky by malo ich rozsirenie. Rovnako tak rozSirenie koméarov s mutaciou zodpovednou
za rezistenciou k maldrii nemusi zostat’ bez nésledkov. Odvahu vypustit’ takto modifikované
komare do tropického pralesa zatial’ nikto nenasiel aj napriek tomu, Ze uz existuje systém, ktory

riziko nekontrolovaného Sirenia mutacii vyznamne zniZuje.

5.9.3 Antiviralna terapia

Je mozné navrhnut’ CRISPR/Cas rozpoznavajici bunky, do ktorych zabudoval svoju geneticku
informaciu virus. Postupne by sa tak mohli bunky infikovaného ¢loveka od virusovej genetickej
informacie ocistit’. VyuZitie schopnosti CRISPR/Cas systému Specificky zacielit’ nukleotidové
sekvencie vo virusovych gendmoch umoziuje eliminiciu virusov bez poskodenia I'udskych
buniek hostitel'a. Identifikovat’ takyto terapeuticky ciel’ v pripade virusov je vel'mi naro¢né,
pretoze virusy, na rozdiel od baktérii, pre svoju replikaciu vyuZzivaju hostitel'sky enzymaticky
aparat. Doteraz pouZzivané vhodné ciele pre terapiu, ktoré¢ zaroven neposkodzuju l'udské bunky;,
predstavuju virusové proteiny, ako napr. virusové polymerdzy, voci ktorym sa vyvijaju
inhibitory alebo virusové obalové proteiny, ktoré sluzia ako ciel’ pri vyvoji ockovacich vakcin.

Niektoré virusy vSak vstupuju do neaktivneho stavu perzistencie alebo latencie, kedy sa



virusové proteiny netvoria alebo len vo velmi malom mnozstve. CRISPR/Cas systém preto
predstavuje kl'aCovy prvok v boji proti virusovym ochoreniam.
V réamci rozmanitosti prirodzenych systémov CRISPR/Cas sa ako mozné antivirusové
terapeutika javia najvhodnejSie endonukledzy Cas triedy II, ¢ize jednoproteinové efektory.
Konkrétne Cas9 a Casl2, pricom obe strihaji dvojvlaknova DNA, a Casl3 strihajica
jednovldknova ssRNA. St vhodné proti niektorym DNA a RNA virusy.

Casl3 stiepi jednovlaknovia RNA a moze sa pouzit’ na degradaciu gendmov virusove;j
RNA. Cas9 strihda dvojvlaknova DNA, ¢o vedie k vzniku tupych koncov. Moze vystrihnat
integrovanu provirusova HIV-1 DNA z hostitel'ského genému, ¢o si vyzaduje dve navadzajuce
sgRNA. Dvojita tprava v tej istej bunke nemusi byt vzdy dostato¢ne ucinnd na vyrezanie
segmentu virusovej DNA, ale v dosledku zésahu aspoil na jednom mieste by mohlo dojst’
k inaktivacii replikdcie virusu. Cas12 moze z DNA priamo odstranit’ isek v ciel'ovej oblasti
vo virusovom gendéme. Ilustrované su priklady studii in vivo na modelovych zvieratach
(Obrazok 5.11).

RNA virusy sa nastupom pandémie COVID-19 stali akutnou globdlnou prioritou
a v tejto suvislosti sa ako potencidlne antivirotikum stal predmetom zaujmu Cas13, ked’Ze striha
ssRNA, ktora predstavuje aj genom SARS-CoV- 2. V skuto¢nosti jednovlaknové RNA virusy
tvoria vacSinu virusov, ktoré¢ mézu infikovat I'udi a tak antivirusovy systém Cas13 bol vyvinuty
a overeny dokonca aj v bunkéch cicavcov uz pred COVID-19. Napriklad Cas13a a Cas13b boli
testované proti trom roznym patogénnym ssRNA virusom, konkrétne proti virusu lymfocytovej
choriomeningitidy, virusu chripky A a virusu vezikularnej stomatitidy. CRISPR RNA (crRNA)
su cielené na vysoko konzervované oblasti virusového genomu, ¢o umoziuje vyhnut' sa iniku
pripadnych mutantov. NavySe multiplexovanie, CiZe zacielenie na viaceré lokusy sucasne
pomocou zdruZenych crRNA eSte vyznamnejsie zniZuje moznost’ uniku mutovanych virusov.

Z podtypov Casl3 je Casl3d najmensi, ¢im je najvhodnejsi z hladiska dopravenia
na miesto posobenia in vivo prostrednictvom adeno-asociovaného virusového vektora, nakol’ko
prave adeno-asociovany virus ma sérotypy vysoko Specifické pre pltica, ¢o je hlavny organ
pre infekciu virusom SARS-CoV-2. Navrhnuté bolo zbalit’ do jedného vektora Cas13d s tromi
réznymi navadzajicimi RNA zacielenymi na rézne kodujuce oblasti RNA genetického

materidlu virusu SARS-CoV-2, ¢im sa minimalizuje moznost’ vzniku rezistencie.
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Obrazok 5.11 Schéma systémov CRISPR/Cas v antivirusovej terapii. A) Cas13 striha ssRNA a moze
sa pouzit’ na degradaciu genomov virusovej RNA. B) Cas9 tvori tupé konce DNA a mdze vyrezat
integrovanti provirusovii HIV-1 DNA z hostitel'ského genému, ¢o si vyzaduje dve sgRNA. Dvojita
uprava v tej istej bunke nemusi byt vzdy dostato¢ne ucinna na vyrezanie segmentu virusovej DNA, ale
pripadny vznik inzercii a delécii v mieste strihania, mozu inaktivovat’ replikaciu virusu. C) Cas12 mdze
z DNA priamo odstranit’ isek v ciel'ovej oblasti vo virusovom genome. dsDNA - dvojvlaknova DNA,
ssRNA — jednovlaknova RNA, sgRNA — jednoducha vodiaca RNA, crRNA — CRISPR RNA, HIV-1
—virus ludskej imunodeficiencie 1, SIV — virus opifej imunodeficiencie, BmNPV —
nukleopolyhedrovirus Bombyx mori, SARS-CoV-2 — koronavirus tazkého akutneho respiracného
syndréomu. Upravené podl'a Baddeley a Isalan, 2021.

Platforma PAC-MAN (z anglického prophylactic antiviral CRISPR in human cells)

vyuziva Casl3 a CRISPR-asociovani RNA (crRNA) na Stiepenie alebo degradaciu
RNA gendému virusu SARS-CoV-2 a inhibiciu jeho intracelularnej replikacie.
RieSenim technického problému, ktory spociva v najdeni vysoko Specifického dodéavacieho
systému transportujuceho komponenty CRISPR jedine¢ne do infikovanych buniek, ¢iastocne
riesi systém ABACAS (z anglického antibody and cas fusion), v ktorom je CRISPR nukledza
pripojend k hlavnému virusovému Strukturdlnemu proteinu, napriklad S proteinu, ¢im sa ul'ah¢i
spolo¢ny vstup s Cas13 do infikovanych buniek.

Okrem priamej degraddcie RNA virusu SARS-CoV-2 technoldgiou CRISPR/Cas sa
uvazovalo o pouziti tejto technoldgie na spresnenie Specificity a bezpecnosti CAR-T buniek,

CAR-NK buniek a neutraliza¢nych protilatok proti SARS-CoV-2 pocas roznych Stadii
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progresie ochorenia COVID-19 u infikovanych jedincov. Takto personalizované kokteily
imunoterapeutik a CRISPR/Cas systémov proti COVID-19 ako stratégia mozu zabranit’ d’alsej
progresii ochorenia a zabranit’ virusu uniknut’ pred imunitou.

Technologia CRISPR/Cas ako editacny nastroj v kombinacii s existujucou technologiou
amplifikacie nukleovych kyselin, technoldgiou luminiscencie, technoldgiou rychlej detekcie a
inych, poskytuje obrovské technické vyhody, ako je vysoka citlivost’ detekcie, Specifickost’ a
skrateny reakény Cas. V tejto suvislosti je CRISPR/Cas technologia uplatnitel'na aj ako nastroj
pre diagnostiku virusovych ochoreni. Napriklad molekularna detek¢na platforma SHERLOCK
zalozend na CRISPR/Casl3a systéme cielenom na ssRNA a rekombinantnej polymerazove;j
amplifikacii dokaze detegovat’ virus Zika a virus Dengue s extrémne vysokou citlivostou a to
az 2 aM (2 x 1078 mol/l). Verzia SHERLOCKv2 sti¢asne deteguje viaceré virusové nukleové

kyseliny do 90 minut.
5.9.4 Prevencia priénovych ochoreni

Priony predstavuju nebunkové infekéné Castice tvorené bielkovinami, ktoré vykazuji vo svojej
Struktire zmeny. Boli objavené v stvislosti s h'adanim poévodcu ochorenia zvierat, znameho
pod nazvom ovcia klusavka resp. BSE (z anglického Bovine Spongiform Encephalopathy)
u hovéddzieho dobytka. Postihnuté zvieratd sa vyznafovali agresivitou a trpeli tazkymi
poruchami telesnej koordinacie, nedokéazali kontrolovat’ svoje koncatiny, padali a po kratkom
¢ase uhynuli. Podobny typ ochorenia postihuje aj 'udi, zndma je Creutzfeld-Jacobova choroba.

Pridny, ako povodcov ochoreni, objavil Daniel Carleton Gajdusek, americky lekar
a bioldg, povodom jediny Slovak, ktory dostal Nobelovu cenu. Gajduskov otec pochadzal
zo Smrddk na Zéhori. V roku 1957 sa dostal na exoticky ostrov Papua-Novd Guinea
v Tichomori, kde jeden z primitivnych domorodych kmeniov nicila choroba zvana kuru. Bola
nevylieciteI'na, chorym sa plietli nohy, Sklbalo im celym telom a Skriekavo sa smiali. Ked’
Gajdusek prisiel na ostrov, mal pred sebou 28 chorych a 13 mftvych. O dva mesiace sa pocet
obeti zvysil na 200, boli medzi nimi najmé Zeny a deti. Skusal vSetko, ¢o bolo v tej dobe mozné,
vitaminy, steroidy, antibiotika, ale ni¢ nezaberalo. Podrobne skiimal, ¢o domorodci jedli, robili
a ako zili. Postupne zistil, Zze za ochorenie moze sposob, akym domorodci prejavovali uctu
svojim predkom. Po smrti im odrezali hlavu a zjedli ich mozog. Gajdusek a jeho tim dokazali,
ze prave takto sa kuru prendsa. V podmienkach, ktoré na ostrove mali, pitvali mftvych
ostrovanov a vzorkami z ich mozgov nakazili pokusné Simpanzy. Vysledkom bol objav vtedy

nazyvanych pomalych virusov, ktoré mozu v tele chorého prezivat’ aj desiatky rokov bez toho,



aby si to v§imol. Potom vSak choroba prepukne, mozog obete sa zmeni na nieco ako Spongiu a
prichadza smrt’.

Vzhl'adom k tomu, ze prevalencia jedného z prionovych ochoreni (CWD z anglického
chronic wasting disease) v niektorych endemickych oblastiach Severnej Ameriky presahuje
u jelenovitych 30 % a Ze nemozno vylucit' pripadny prenos na iné druhy cicavcov, pripadne
na l'udi, v Amerike zacali skumat nové stratégie kontroly Sirenia pridnového ochorenia
nad rdmec riadenia populécie prostrednictvom lovu a/alebo utratenia, a to vyuzitim prave
systému CRISPR/Cas. Uvedené prionové ochorenie je spdsobené nespravnou posttranslacnou
upravou bunkového pridnového proteinu koédovaného génom PRNP. Inhibicia expresie génu
koédujuceho dany protein, ktora je vSeobecne dobre tolerovana, uplne eliminuje nachylnost’
na pridnové ochorenie. Elektroporaciou CRISPR/Cas9 do mysich oocytov sa podarilo ziskat
koizogénnu liniu mys$i neexprimujucich gén PRNP. Technickou vyzvou zostala uprava samcej

zarodocnej linie.

5.10 CRISPR/Cas v regenera¢nej medicine

Mezenchymalne kmenové bunky (MSC) predstavuju vd’aka ich schopnosti diferencovat’ sa
do chondrogénnej linie vhodny zdroj terapeuticky relevantnych buniek na regenerdciu
hyalinovej chrupavky.

Ciel'om cielenej diferenciacie je ziskat' regenerat s biomechanickymi vlastnost'ami
podobnymi vlastnostiam nativnej hyalinovej chrupavky (hyperelasticita, odolnost’ proti
opotrebeniu, odolnost’ voci tlakovym, tahovym a Smykovym sildm). Okrem diferenciacie MSC
na chondrocyty je potrebné zvySenie syntézy proteinov extraceluldrneho matrixu hyalinovej
chrupavky vratane fibronektinu, kolagénov, glykozaminoglykéanov, proteoglykanov, cytokinov
a rastovych faktorov zapojenych do spravneho fungovania chrupavky.

Dalsim faktorom je vyber vhodného nosi¢a, na ktory sa MSC aplikované. Ak nosié
priamo obsahuje faktory podporujuce diferenciaciu MSC, potom ide o takzvani nepriamu
metodu diferenciacie a jej uspesnost’ zavisi od vlastnosti nosi¢a. Druhou moznostou je in vitro

cielena priama diferenciacia MSC na chondrocyty, ktoré sa aplikuji na nosi¢ uz diferencované.

5.10.1 Metody indukcie diferenciacie kmenovych buniek na chondrocyty hyalinovej

chrupavky

Vicsina experimentdlnych metdd regeneracie hyalinovej chrupavky, ktoré uz boli do klinicke;j

praxe zavedené, vyuZziva techniky priamej modifikacie, ¢ize indukciu diferencidcie MSC



pred ich aplikdciou na nosi¢. Indukovat’ diferenciaciu MSC na chondrocyty hyalinovej
chrupavky mozno rdéznymi fyzikalnymi, chemickymi a genetickymi faktormi.

Hlavnymi fyzikalnymi faktormi ovplyviiujicimi proliferaciu chondrogénnych buniek
su periodické mechanické namahanie, hypoxia, elektromagnetické ziarenie, fotobiomodulacia.
Nasledna transformécia fyzikalneho signalu na biochemicky signal je sprostredkovana
integrinmi a fokalnou adhéziou. Potencial realizovate'ného hydrostatického tlaku Uc¢inne
podporit’ proliferaciu a chondrogénnu diferenciaciu mezenchymalnych kmenovych buniek bol
preukazany in vitro a efekt fotobiomodulacie bol uspesne predklinicky aj klinicky testovany.
Chondrogenézu eSte vyznamnejsie podporuje kombindcia vhodnych fyzikalnych stimulov
s vhodnym nosi¢om.

Z chemickych faktorov st neoddelitelnou st¢astou formovania redlnych podmienok
mikroprostredia a chondrogénnej diferenciacie rastové faktory. Najviac Studovanymi rodinami
s priamym vplyvom na chondrogénnu diferencidciu mezenchymalnych kmenovych buniek su
fibroblastové rastové faktory FGF-2, inzulinu podobny rastovy faktor IGF-1, hypoxické faktory
HIF cytokiny superrodiny transformujlcich rastovych faktorov TGF-B asnimi suvisiace
kostné morfogenetické proteiny BMP-2,4,6,7, ako aj transkripény faktor SOXO.

Dal§im terapeutickym pristupom je aplikicia plazmy bohatej na krvné dosticky (PRP
z anglického Platelet Rich Plasma, autologny pripravok ziskany z vlastnej krvi pacienta).
Indukcia chondrogénnej diferencidcie MSC krvnymi dostickami aktivovanymi trombinom,
vapnikom alebo kolagénom uvolfiujucimi rastové faktory viedla k regeneracii chrupavky
u kralikov. V sti€asnosti prebieha prva a druha faza klinického sktiSania na postudenie u¢innosti
PRP pri liecbe osteoartritidy kolena (ClinicalTrials.gov ID: NCT05579665, ClinicalTrials.gov
ID NCT02118519).

Existuji lieky na baze tzv. malych molekul, ako je kartogenin (KGN), kurkumin a
resveratrol, ktoré su v porovnani s Casto pouZivanymi rastovymi faktormi prili§ malé
na vyvolanie imunitnej odpovede a zaroven su cenovo dostupnejSie. Jednou z najbeznejSich
malych molektl pouzivanych ako chondrogénny faktor je KGN. Podporuje produkciu
viacerych proteinov stvisiacich s chondrogenézou MSC, vratane kolagénu typu II a agrekanu.

Chondrogénnu diferenciaciu ako aj produkciu proteinov extraceluldrneho matrixu
(ECM) je mozné kontrolovat’ genetickou modifikaciou buniek, ktord zahiiia transfekciu,
transdukciu a priamu Upravu genomu. VSetky tri metddy uz boli pouzité na regenerdciu
chrupavky zvierat, ale zatial’ neboli zavedené do klinickej praxe. Pre aplikaciu genetického
inZinierstva ako nastroja regeneracie chrupavky je potrebné detailne poznat’ molekularne

mechanizmy chondrogénnej diferenciacie MSC. Signalne drahy a proteiny podielajice sa



na chondrogénnej diferenciacii MSC zahtnaju TGF-, Hedgehog (Hh), NOTCH, WNT a FGF
signalne dréhy, z transkripénych faktorov predovSetkym Sox9 a z matrixovych proteinov
chrupavky kolagény 1 a2 a agrekan. Drahy TGF-3 a Hedgehog zavislé od R-SMAD moézu
podporovat’ nadmernu expresiu génu pre Sox9, zatial’ ¢o drahy NOTCH a WNTmo6zu inhibovat
chondrogénny transkripcny faktor SOX9. FGF mdéze pdsobit’ na R-SMAD-nezavisla TGF-3
signalnu dréhu, a tak hrat’ tlohu v chondrogénnej diferenciacii. Existuju d’alSie molekuly, ktoré
interaguju s transkripénym faktorom SOX9, ako je osteogénny transkripcny faktor RUNX?2,
PGCl1-a (z anglického peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1-alpha)
a ¢len rodiny histén acetyltransferaz P300/Cbp.

Na priamu indukciu chondrogénnej diferenciacie sa pouzivaji transgénne rastové
faktory, na reguldciu diferenciacie transgénne transkripcné faktory a oligonukleotidy umoznuji

riadit’ diferencidciu MSC prostrednictvom post-transkripénej génovej regulécie.

Jednym z najjednoduchsich, najbezpecnejsich a experimentalne a klinicky overenych
pristupov vyvolania diferenciacie a zmien v bunkovej proliferacii je modifikacia MSC
pomocou rekombinantnych rastovych faktorov. Predklinicka Studia na modeli poSkodenia
chrupavky kralika preukazala schopnost’ rekombinantného proteinu Sox9 podavaného v mieste
mikrofraktiry indukovat’ vznik tkaniva so znakmi hyalinovej chrupavky. Klinicka stadia
zamerana na bezpeCnost’ a znaSanlivost, ako aj davku limitovanu toxicitou a maximalnu
tolerovanu davku intraartikularneho BMP-7 ukoncena v roku 2010, podporila d’alsi vyvoj tohto
produktu na liebu osteoartritidy. Vysledky §tadii fazy II neboli zverejnené a neboli oznamené
ziadne d’alSie Studie.

Na rozdiel od rekombinantnych proteinov a RNA, DNA musi byt vnesend do jadra.
Z mnoZstva existujucich metod by sa mali vybrat’ tie, ktoré st vhodné na modifikaciu vacsej
populadcie buniek. Podobne ako chemické faktory, genetické ndstroje umoznuji pouZitie
priamych a nepriamych metod diferenciacie MSC; preto je potrebné rozhodnut, ¢i by sa
diferencidcia MSC mala uskutoc¢nit’ pred inokuldciou buniek na nosi¢ alebo by sa mal pouzit’
nosi¢ obsahujuci plazmidovii DNA (pDNA).

V procese transdukcie sa ako vektory na vyvolanie chondrogénne;j diferencidcie MSC
pouzili retrovirusy, virus herpes simplex, adeno-asociované¢ virusy a lentivirusy.
Prostrednictvom transdukcie sa geneticky material (vektor a transgén) moze dostat’ priamo
do kibu (postup in vivo) alebo do explantatov buniek odobratych z kibu (postup ex vivo),
ktorych bezpeénost sa kontroluje pred ich opitovnym doru¢enim do kibu. Vedecka literatara

obsahuje mnoho tspesnych prikladov transdukcie MSC na zvySenie chondrogenézy zvySenim



expresie génov zodpovednych za proliferaciu hyalinovej chrupavky vykonanej in vitro alebo in
vivo. Hoci existuje niekol’ko uspesnych klinickych $tadii z hladiska vyuzitia transdukcie
na regeneraciu chrupavky, bolo opisanych aj niekol’ko klinickych pripadov rozvoja leukémie
po transdukcii. Preto sa skiumaji d’alSie metddy génovej terapie uplatniteInych na regeneraciu
chrupavky v klinickej praxi.

Primarne bunkové linie, vratane MSC a chondrocytov, mézu byt transfekované

elektroporaciou alebo nanonosi¢mi, vratane lipofektaminu. Nukleové kyseliny mézu byt
do buniek vnesené aj mikroinjektovanim. Mikroinjekcia nie je vhodna pre velké populécie
buniek. Naopak nanonosice umoziuja, aby sa nukleova kyselina dodavala aj priamo do jadra,
ak sa spolu zavedie sekvencia jadrovej lokalizacie. Dodavanie nukleovej kyseliny priamo
do jadra sa nazyva nukleofekcia. Na eliminaciu intraceluldrneho zapalu a umlcania transgénu
sa ukdzalo ako vhodné dodavat’ minikruhoviit DNA (mcDNA) pripravent z plazmidovej DNA
odstranenim bakteridlnych sekvencii.
Vyhodou plazmidov je jednoducha priprava a chemicka stabilita, nevyhodou nutnost’ ich
transkripcie. Transfekcia mRNA a oligonukleotidov (maléd interferujica siRNA a mikro
miRNA) nevyzaduje jadrovy transport a transkripciu. Podobne ako DNA a mRNA, siRNA a
miRNA mézu byt dodéavané prostrednictvom nanonosicov. Pre zvySenie ucinnosti transfekcie
a chondrogenézy MSC sa potvrdila aj dolezitost vhodnej tuhosti a adhézie génovo
aktivovanych nosicov.

Dalsim pristupom génovej modifikacie MSC na zvysenie chondrogenézy je knockout
génov v kombinacii s miRNA, konkrétne miR-140, miR-21 a miR-675, ktoré ovplyviuju
expresiu. ECM génov. CRISPR/Cas predstavuje najnovSiu metodu Upravy gendomu
pre efektivnu lie¢bu osteoartrézy a inych degenerativnych ochoreni kibov. Prostrednictvom
knockoutu zaist'uje technologia CRISPR/Cas aktivéciu Specifickej génovej expresie. Tento
pristup bol uspeSne aplikovany na produkciu ECM proteinov v hADSC bunkéch, ako aj
na aktivaciou sprostredkovant syntézu kolagénu typu II a agrekanu v hMSC bunkéch.

Pouzitie virusovej transdukcie MSC na klinické pouzitie vyZaduje skisenosti s pracou
s virusmi a bunkovymi kultirami a zvySuje naklady na tito techniku. Transfekcia, hoci
umoznuje obmedzenu klinicku aplikaciu, vedie k nizkej G¢innosti a vysokej cytotoxicite MSC.
Aplikacia génovej terapie sprostredkovanej CRISPR/Cas v klinickej praxi je okrem etickych
problémov limitovand aj moZnostou zavedenia dalSich, neZiaducich mutécii do genomu.

Aspekty modifikacie MSC na opravu hyalinovej chrupavky st zhrnuté na obrazku 5.12.
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Obrazok 5.12 Aspekty modifikacie MSC na opravu hyalinovej chrupavky (Pris¢akova, vytvorené
v Biorender.com)

5.10.2 Potencidlne molekularne ciele CRISPR/Cas9 pri lie¢be osteoartritidy

Potencidlne ciele, ktoré moézu byt pri liecbe osteoartritidy (OA) predmetom upravy
syst¢tmom CRISPR/Cas9 su zhrnuté v tabul’ke 5.2. IL-1P je prozapalovy cytokin vylu€ovany
primarne neutrofilmi a indukuje expresiu mnohych génov suvisiacich s OA vratane tumor
nekrotizujuceho faktora alfa (TNFa). Stucasné terapie OA su zamerané na TNFa, avSak
v doésledku mnohych d’al§ich funkcii TNFa sa vyskytuju neziadtice vedlajsie Gi€inky. Ludska
kibova chrupavka (hAC z anglického Human articular cartilage) vystavena TNFa vykazuje
zvySené hladiny expresie interleukinu IL-13. Uml¢anim IL-1p cytokinového receptora (IL1-
R1) v hAC pomocou CRISPR/Cas9 sa podarilo ur¢it’ jeho vplyv na zépal ako aj rediferenciacny
potencial hAC po expozicii interleukinu IL-1p a TNFa.

Pridanie rekombinantného IL-1B vyznamne zvysilo v kontrolnej skupine zépal na rozdiel
od knockoutovanych buniek, v ktorych nedoslo k vyvolaniu merate'ného zapalu. Terapeuticky
knockdown IL1-R1 v bunkach kibovej chrupavky in vitro pred opatovnym vstreknutim do tela

moze zlepsit’ vysledky bunkovej terapie.
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V pripade lie¢by osteoartritidy by zmiernenie starnutia buniek mohlo podporit’ ich
regeneracnu kapacitu a zlepsit’ kvalitu tkaniva. V tomto kontexte by CRISPR/Cas9 mohol byt
cieleny na Cbx4, konexin 43, pripadne Foxdl, ktory mdze byt regulovany pomocou Yap.
Délezita ulohu v zdravi kibov hraju aj degradacné enzymy, ako st matricové metaloproteinazy
(MMP). ZnizZenim urovne aktivity Mmp13 v 'udskych chondrocytoch pomocou CRISPR/Cas9
boli bunky schopné akumulovat’ vysSie hladiny prospesného kolagénu typu II na posilnenie

extracelularneho matrixu kibovej chrupavky.

Tabulka 5.2 Potencialne ciele CRISPR/Cas9 pri liecbe osteoartritidy

Gén Symbol | Uloha

Interleukin 1 IL1-p Zapal

Receptor pre interleukin 1 beta ILI-RI1 | Zapal

Osteokalcin BGLAP | Tvorba trabekularnej kosti

Mikro RNA 140 miR-140 | Homeostaza chondrocytov

Hyaluronan syntaza 2 Has?2 Hromadenie agrekanu v chondrocytoch

Receptor rozpustného nadorového )
. sTnfrio. | Antagonista TNF
nekrotického faktora 1

Antagonista receptora interleukinu 1 beta ILIRA Antagonista IL-14 beta
Lubricin Prg4 Lubrikacia kibov
Transkripény faktor suvisiaci s Runt 2 Runx2 Diferenciacia osteoblastov

o Premena a proteazomélna degradacia
E3 ubikvitin ligaza podobna proteinu hrd 1 Hrdl

proteinov
Matrixovy metaloprotein 13 Mmp13 | Degradacia tkaniv
Konnexin 43 Cx43 Gap junction protein
Nervovy rastovy faktor Ngf Citlivost’ na bolest’
Chromobox 4 Cbx4 Homeostaza jadierka
Forkhead box D1 Foxdl Transkripény faktor
S Yes proteinom asociovany protein 1 Yap Mechanosenzitivny transkripény faktor

Osteoartritida nie je len ochorenim chrupavky, ale skor celého kibu. Niekolko
fyziologickych funkcii kibu je ovplyviiovanych osteokalcinom, o je maly proteinovy hormén
vyluCovany kostnymi osteoblastmi. Aplikovanim technologie CRISPR/Cas9 na expresiu
osteokalcinu zlep$ili biomechaniku kosti a obnovu trabekuldrnej kosti na experimentalnom
modeli potkana.

Pomocou technologie CRISPR/Cas9 boli identifikované aj d’alSie potencidlne ciele

liecby  osteoartritidy.  Napriklad CRISPR/Cas9  sprostredkovany  knockout  génu



pre hyalurénansyntdzu 2 (Has2) v potkanich chondrocytoch demonstroval dolezitost’
hyalurénanu (glykozaminoglykén) pre retenciu agrekanu, proteoglykanu nevyhnutného

pre funkénu integritu kibovej chrupavky.

5.11 CRISPR/Cas a transplantacie solidnych organov

Transplantacia predstavuje najuspesnejsiu kurativnu lie¢bu akutneho a chronického zlyhania
organov. Medzi dostupnost’ou organov na transplantaciu a zvySujicim sa poctom pacientov
v narodnych cakacich zoznamoch vsak stale pretrvava nepomer. Z toho dévodu sa intenzivne
hl'add pre vysoky dopyt po organoch rieSenie. Zatial' o Cast’” vyskumnikov sa zameriava
na generovanie organoidov z kmenovych buniek alebo indukovanych pluripotentnych buniek,
ini sa snazia modifikovat’ gendmy buniek alebo cely organ darcu, aby bol Step tolerantne;jsi

k alo- a xenotransplantacii.

5.11.1 Editovanie génov na bunkovej urovni in vivo a ex vivo

Dodanie systému CRISPR (pomocou uz spominanych virusovych a nevirusovych metod)
do ex vivo izolovanych buniek je relativne uskuto¢nitel'nejSie v porovnani s in vivo zacielenim
na pevné tkanivo. Vedci zatial nedokdzu v laboratoriu vytvorit’ organ z kmenovych buniek
na miske, dok4zu vSak vytvorit’ alogénne kmeiiové bunky odstranenim molekal MHC T a Il a
vloZenim proteinu CD47 pomocou CRISPR. Vznikaju tak univerzalne kmenové bunky, ktoré
sa nazyvaju ,,hypoimunogénne* a vyhybaji sa imunitnému odmietnutiu. Tato stratégia by sa
mohla pouZit' v budtcich projektoch vyvoja organov v laboratoriu. Pri dedi¢nej tyrozinémii
typu 1 (HT1) mé alogénna transplantacia hepatocytov potencidlne terapeutické vyhody, ale
dostupnost” dostato¢ného mnoZstva darcovskych buniek a GvHD (z anglického graft versus
host disease) predstavuju hlavné a bezné obmedzenia pri transplantaciach na baze buniek.
Na mySacom modeli tohto ochorenia invivo aj exvivo Uprava génu v hepatocytoch
sprostredkovand nastrojom CRISPR zlepSila metabolizmus pefene a preukédzala potencial
systému CRISPR ako alternativnej terapie pre transplanticiu buniek. Dal3i potencialny ciel
pre bunkovu terapiu st mezenchymalne kmenové/stromalne bunky (MSC) a to vd’aka svojim
protizapalovym, imunomodula¢nym a tkanivovym reparacnym vlastnostiam, ktoré mézu hrat’
rozhodujtcu tlohu pocas transplantacie solidnych organov. CRISPR manipuldcia s gendomom
tychto buniek naznacuje potencidlne terapeutické pristupy v transplantacii v buducnosti.
Tolerancia, Specifickd absencia neziaducej aloimunitnej odpovede na tkanivo Stepu
v nepritomnosti imunosupresie, predstavuje hlavny krok k uspesnému Uplnému vysadeniu

imunosupresivneho lieku (IS) po transplantécii solidneho organu. Doleziti ulohu v imunitne;



tolerancii maji dendritické a regulacné T-bunky (Tregs). So snahou ziskat' d’alSie poznatky
o mechanizmoch ich ochrany a ich tlohe pri imunotolerancii sa stali cielom pre upravy ich
genomu nastrojom CRISPR. Vedci dokazu skonstruovat’ oba typy buniek tak, aby navodili
toleranciu. V sucasnosti prebieha priblizne 50 klinickych stadii aplikujucich Tregs a 15 z nich
je zameranych na transplantaciu solidneho organu, ziadna z nich vSak nevyuziva Tregs
upravené nastrojom CRISPR.

Adoptivna bunkova terapia polyklondlnych Tregs bola klinicky testovana
pri transplantéacii pecene a oblicky od zivého darcu a preukazala Gcinnost’ pri zastaveni IS.
Aloantigén-Specifické Tregs su silnejsimi inhibitormi ako polyklonalne Tregs. Produkcia tychto
buniek je vSak vel'mi naro¢na a moze byt ul'ahcena aplikaciou technologie CRISPR:

e na Gpravu génu kodujticeho receptor T-buniek (TCR),

e na upravu génov kodujucich chimérické antigénové receptory (CAR) napriklad T-
buniek,

e na dosiahnutie nadmernej expresie génu kodujuceho FoxP3 v antigén-Specifickych

efektorovych bunkach CD4+.

5.11.2 Xenotransplantacie a humanizované prasacie pecene

Hospodarske zvieratd a primaty (okrem cloveka) sa od roku 1900 povazuju za alternativne
zdroje orgéanov, s ¢im suvisia mnohé medicinske, pravne a etické problémy. V pociatocnych
pokusoch boli pouzité Simpanzy a paviany, ale v modernej xenotransplantacii sa kvoli podobne;
velkosti organov, jednoduchosti chovu, vysokému poctu potomkov a menSiemu riziku prenosu
chorob v porovnani s primatmi uprednostiiujii oSipané. Stale vSak existuju tri hlavné bariéry,
ktoré brania uspesSnym transplantdcidm organov osipanej l'ud’om:
e glykany na povrchu endotelovych buniek oSipanych posobia ako xenoantigény (a-Gal,
Neu5Gc, SDa) a spdsobuju hyperakitnu rejekciu,
e deregulovana koagulacia v désledku nezhody medzi prasacim a I'udskym koagulaénym
syst¢émom (THBD, TFPI, CD39),
e prasacie endogénne retrovirusy (PERV) v prasacom genéme sa mdzu vertikalne

preniest’ do 'udskych buniek.

Vdaka efektivnosti a jednoduchosti upravy genému pomocou CRISPR bolo mozné
za menej ako desat’ rokov otestovat’ priblizne 40 r6znych kombinacii vypnutia génu oSipanych
a zapnutia l'udského génu vneseného do gendomu oSipanych. V roku 2019 bolo pomocou

technologie CRISPR pripravené zatial najpokrocilejSie transgénne prasa, v ktorom boli



uspesne odstranené tri gény osipanych (GGTAI, CMAH, B4GALNT?2), inaktivovanych
25 lokusov PERV a v jedinom lokuse Specificky vlozenych devét I'udskych transgénov (CD46,
CD55, CD59, B2M, HLA-E, CD47, THBD, TFBI1, CD39). Dalgie zlepSenia mozno v priprave
transgénnych zvierat o¢akavat’ po vyhodnoteni vysledkov prvych klinickych skasok veducich
k lepSiemu pochopeniu mechanizmov xenoimunitnej odozvy. Jednym z moznych spdsobov,
ako zlepsit xenotransplanticiu, je identifikovat dalS§ie iné¢ ako Gal xenoantigény
a celogenomovy skrining vyuzitim CRISPR zamerany na postdenie ulohy génov oSipanych
zapojenych do odmietnutia organov imunitnym systémom cloveka. K dne$Snému dnu existuje

iba jedna Studia vykonana pomocou prasacej CRISPR kniznice.

5.11.3 Chimérické organy a komplementacia blastocyst

So stcasnymi technologiami nie je mozné vytvarat I'udské organy v podmienkach in vitro;
zviera vSak moze sluzit’ ako biologicky inkubator na aspoii Ciastocni produkciu l'udskych
organov. Teoreticky moézu byt pre pacienta Specifické a imunitne prisposobené chimérické
organy pripravené injikovanim ludskych pluripotentnych/kmeniovych buniek do zvieracej
blastocysty (komplementacia blastocysty - do tetraploidnej blastocysty vzniknutej elektrickou
faziou 2-bunkového embrya su injikované diploidné iPS bunky, pricom z tetraploidnej
blastocysty sa vytvori len extraembryonalne tkanivo, vnlitorna bunkova masa a nasledne aj celé
embryo sa tvoria vyluéne z iPSCs) alebo do cielového orgdnu v maternici (transplantacia
maternice).

Uspesne boli vytvorené chiméry potkan/mys. Pre medzidruhové chiméry, ako je
¢lovek/prasa alebo ¢lovek/ovca sa zatial’ dosiahol len vel'mi nizky pomer chimérizmu. Editacia
génov pomocou CRISPR zvySuje Gi¢innost’ chimérizmu ¢lovek/zviera tym, Ze deaktivuje vyvoj
konkrétneho organu v hostitel'skej zygote, a ten mdze byt nahradeny organom z l'udskych
buniek.

V prebiehajicich Stadiach tvorby chimérickych orgdnov sa vedci zameriavaji
na vyuzitie transgénnych oSipanych alebo oviec upravenych nastrojom CRISPR, ako zdroj
zygoty a nahradnych zvierat na kultivaciu organov. Napriklad vedci z ¢inskeho Kantonského
inStititu biomediciny a zdravia tspeSne vypestovali ,,humanizované* oblicky v embryach
prasiat. Geneticky upravili embrya tak, aby sa im nevytvorili vlastné oblicky a potom im
vstrekli 'udské kmeniové bunky. Embrya nasledne implantovali prasnici a nechali ich vyvijat’
sa az 28 dni. Vysledné embrya boli zlozené prevazne z prasacich buniek, hoci niektoré 'udskeé
bunky sa nasli v celom ich tele vratane mozgu. Embryonalne obli¢ky vSak boli z velkej Casti

I'udské. Tento objav naznacuje, Ze ¢oskoro bude mozné vytvarat’ l'udské organy v ¢iastocne



I'udskych, takzvanych chimérickych zvieratdch. Takéto zvieratd by sa mohli pouzivat
na lekarsky vyskum alebo na pestovanie organov na transplantaciu, ¢o by mohlo zachranit’

mnoho l'udskych Zivotov.

5.11.4 Potencial d’alSieho vyuzitia CRISPR technoldgii v transplantaciach

V niekolkych klinickych §tadiach bola pri odbere organov uspesne pouzitd normotermicka
pulzaéna strojové perfizia az do 24 hodin. Upravou beZnej pumpy s viacerymi zakladnymi
fyziologickymi jednotkami dokézali zvysit’ Zivotaschopnost’ nekvalitnych peceni dokonca az
na sedem dni. Kombindciou vylepsenia strojovej perfuzie a sposobov aplikacie a dorucenia
CRISPR na miesto ucinku, moézu byt prekonané limitdcie upravy organov in vivo
prostrednictvom ex vivo génovej upravy darcovskych organov vo vnitri pumpy. Dalsie $tadie
by mohli byt zamerané na prehodnotenie ex vivo pristupov spojenych s normotermickou
perfuziou:

e vyradenych organov s ciel'om ich tipravy do stavu vhodného na transplantaciu,

e organov nizkej kvality (napriklad stukovatend pecen) s cielom ich vylieCenia

pred transplantaciou,

e vSeobecne organov s cielom navodenia tolerancie voci transplantacii.

Dalsim kritickym faktorom pri transplanticii orgdnov je ischemicko-reperfuzne
poskodenie organu. Pomocou CRISPR bol skrinovany cely geném a identifikované gény,
ktorych deplécia mé za nésledok rezistenciu proti nedostatku kyslika v modeli in vitro.
Rovnakym pristupom je mozné identifikovat nové xenoantigény a nové molekuly spdjané
s imunotoleranciou, sledovat’ pacienta po transplantacii v stvislosti s moZnym odmietnutim
organu ako aj detegovat’ pritomnost’ virusov v transplantovanom orgéane za kratky cas.

Uz spominané dve detekéné metddy zaloZzené na CRISPR, ato SHERLOCK a
DETECTR, poskytuju rychlu a Specificka detekciu HPV v l'udskych vzorkach s attomolarnou
(1 x 108 mol/l) citlivostou a modzu byt prispdsobené na detekciu biomarkerov rejekcii
z plazmy alebo mocu pacienta. Na rovnaky ucel mdze byt pouzity rovnako uz spominany
CRISPR-Chip, ¢o je biosenzor, ktory dokaze snimat’ neamplifikované vzorky DNA (citlivost’

do 1,7 fmol/l) na graféne do 15 mint.



D C >~
b g |
e ; ; \crisep/

/=B ; : v (O) _ Vot — vok. )
strojova perfuzia | |\ o " c X
\CRISPR/ & =
transgénne zviera SCNT fibroblast g »
sy A =
// ke \\) +

Xeno-

'\ e s
transplantacia \CRISPR/ o
> (—
— e @
[ __upravené embryo zygota

editované

HSCs y =
@ @»: ,Ofog,. o
CAR-Treg 4 N Yans @ %
&
editované § iPS komplementécia blastocysty % in-vitro/in-vivo
| 3 7
MSC § in-vitro
2 8 Vyskum
- skrining kniznice CRISPR
. $0 & o - charakterizécia tolerancie
N ¢ 0 HSCs - identifikacia novych xeno-antigénov
TR CRISPg/ T-regs - diagnosticka
&F MSC A B

Obrazok 5.13 Prebiehajiice a budice aplikacie technolégie CRISPR na transplantaciu solidnych
organov. Upravené podl'a Kuscu C, a spol., 2020.

5.12 Alternativy nastroja CRISPR/Cas

CRISPR umoZiiuje presné zmeny DNA v gendme organizmu, avSak jednou z hlavnych obav su
off-target efekty, kedy protein Cas9 moze netimyselne prestrihnut’ DNA v miestach podobnych,
ale nie totoznych s cielovou sekvenciou. To moze viest’ k nechcenym mutaciam v gendme,
ktoré m6zu mat Skodlivé dosledky, vratane vzniku novych ochoreni. V niektorych pripadoch
sa moze stat, Ze nie vSetky bunky v oSetrenom organizme alebo tkanive prejdii poZadovanou
upravou génu, ¢o vedie k mozaicizmu, teda situdcii, ked’ mé clovek v tele dve alebo viac
geneticky odliSnych sadd buniek. Pretoze niektoré bunky obsahuju pozadované genetické
zmeny, zatial' co iné nie, mdze to stazit’ pouzitie niektorych lieCebnych postupov. Moze byt
tiez ndrocné ucinne dopravit’ sticasti CRISPR (Cas9 a vodiacu RNA) do ciel'ovych buniek alebo
tkaniv. Zaroven existuje moznost’, Ze pri pouziti CRISPR pre génovu terapiu u I'udi by imunitny
systém zamenil protein Cas9 za nie€o cudzie a spustil imunitnu reakciu, ¢o by mohlo obmedzit’
ucinnost’ liecby. V neposlednom rade je technoldgia a jej vyuzitie chranené patentom a to
nejednotne v USA a Eurdpe, ako je vysvetlené v tivode. Preto sa hl'adaju rozne alternativy,
ktoré by niektoré z uvedenych problémov dokézali vyriesit.

Nova technoldgia na upravu génov s nazvom Cas-CLOVER, je funkéne podobna
najpouzivanejSiemu systému na editaciu génov CRISPR/Cas9, ale pouziva iny nukleazovy
protein nazyvany Clo51. Cas-CLOVER je fuzny, ktory obsahuje nukledzou inaktivovany
protein Cas9 fuzovany s Clo51 endonukledzou. Cas-CLOVER dosahuje v porovnani
s CRISPR/Cas9 vicsiu Specifickost’ vd’aka vyuzitiu dvoch navadzajicich RNA a tiez tym, Ze

pre nukledzova aktivitu je nutna dimerizacia podjednotiek spojenych s kazdou navadzacou
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gRNA. Systém Cas-CLOVER je teda alternativna vysoko presna technoldgia upravy génov ako
CRISPR/Cas9 a pri zachovani vysokej t¢innosti Uprav nebola detekovatelnd necielova off-
target aktivita. Navyse je systém Cas-CLOVER jasne zaStitena vydanymi patentami.

Cinski vedci sa naopak vratili k nastroju génového inZinierstva pouZivanému
pred objavenim CRISPR/Cas a vyvinuli nastroj CyDENT schopny editacie génov bez strihania
vlakien nukleovych kyselin. CyDENT obsahuje par programovatelnych TALE proteinov
fazovanych s Fokl nikdzou, ssDNA cytidindeamindzou a exonukledzou. CyDENT vyuziva
na prenos editora k nukleovej kyseline proteinovy signal, ¢im odpadé poziadavka na vodiacu
RNA ako je to v pripade CRISPR/Cas systému, €o nie je problém pri Uprave DNA v jadre

bunky, ale stdva sa nim pri uprave DNA v chloroplaste rastliny alebo v l'udskej mitochondrii.

5.13 Etické otazky

Prva sprava o pouziti CRISPR/Cas9 na l'udskych tripronuklearnych zygotach bola zverejnena
v roku 2015 a viedla k celosvetovému moratoriu biologov a etiky na l'udské zarodocné
genetické inzinierstvo. Medzinarodny summit o editovani genomu vo Washingtone v roku 2015
sa tykal stanoveni smernic na Upravu genetickej informdacie prostrednictvom rekombinacie
DNA. Bolo navrhnuté, aby sa dynamické smernice rozvijali s postupom vedeckych poznatkov
a mali by sa skor postupne stanovit, nez by sa zaviedlo moratorium na rozvoj takejto sl'ubne;j
technolodgie. Suhlasilo sa s tym, ze l'udské embrya alebo bunky zarodocnej linie, ktoré
podliehaju upravam génov, by sa nemali pouZzivat' na oplodnenie. Vypracoval sa zoznam
stcasnych technickych a moralnych problémov, pri ktorych bolo mozné potvrdit’ vyhody
aplikacie tohto systému na somatické a zarodo¢né linie a docielit’ tak odstranenie nic¢ivého
vplyvu dedi¢nych chorob. Avsak sticasne s tym, ako sa objavuju stdle nové moznosti aplikacie
systému CRISPR/Cas, prichddzaju aj stile nové moralne a bezpecnostné otazky.

Z etického hl'adiska je kontroverzny napriklad spominany vyskum vedcov z ¢inskeho
Kantonského instititu biomediciny a zdravia, ktori uspeSne vypestovali ,,humanizované*
oblicky v embryach prasiat. Kontroverzia tohto vyskumu spoc¢iva v tom, ze by sme mohli
chciet’ robit’ s tymito tvormi veci, ktoré by sme nikdy neurobili s ¢lovekom, napriklad zabijat
ich pre Casti tela. Problém je v tom, Ze tieto chimérické oSipané nie st len oSipané, ale su to
Ciastocne aj l'udia. Nie je zatial' definované, ¢i by sme s chimérou Cloveka a prasata mali
zaobchadzat’ ako s prasat'om, s ¢lovekom, alebo ako s nie¢im uplne inym.

Chiméry predstavujii len jednu z mnohych vyziev. Vedci vytvorili , syntetické
embryad“, laboratorne vypestované modely embryi, ktoré sa velmi podobaju normalnym

I'udskym embryam. Napriek podobnosti v§ak nespadali do ramca pravnych definicii 'udského



embrya v Spojenom kral'ovstve, kde sa Studia uskutocnila. Podobne ako chiméry ¢loveka a
prasata aj syntetické embrya sa pohybuji na pomedzi dvoch réznych kategorii, a to modelu
kmenovych buniek a 'udského embrya. Nie je zrejmé, ako by sa s nimi malo zaobchadzat'.

Dalsou otazkou je vyvoj &oraz dokonalejsich Pudskych mozgovych organoidov,
takzvanych ,, laboratorne vypestovanych minimozgov*“. Na rozdiel od syntetickych embryi
mozgové organoidy nenapodobiiuji vyvoj celého cloveka. Vacsina vedcov si mysli, ze sacasné
,,minimozgy “ nie su vedomé, ale tato oblast’ sa rychlo rozvija. Nie je nadnesené predpokladat’,
ze mozgovy organoid v buducnosti vedomie dosiahne.

Sporné su aj entity, ktoré kombinuju T'udské neurény s technoldgiou, takzvané
biologické pocitacové Cipy. Nie je definované, ¢i s nimi treba zaobchadzat’ ako s akoukol'vek
inou kultirou 'udského tkaniva alebo ako s ¢lovekom, pripadne ako s vyskumnym zvieratom.
Chiméry, modely embryi a mozgy in vitro, ukazujl, Ze zékladné kategorie uZ nemaji zmysel.

S ohl'adom na potrebu vyriesit' etické otazky a otazky suvisiace s bezpecnostou
aplikacie CRISPR/Cas systému je nevyhnutné, aby nad’alej prebichala rozsiahla informovana
diskusia medzi vSetkymi predstavitelmi spolocnosti, nakol'’ko potenciél systému CRISPR/Cas

v huménnej medicine d’aleko viac prevysuje obavy, ktoré vznikaju pri jeho skimani.
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6 Génova terapia (Vanda Repiska)

Génova terapia uz nie je len teoreticky koncept, ale dynamické a rychlo sa rozvijajuce odvetvie
modernej lekarskej praxe. Stcasné vyvojové trendy v genetickej terapii prinasaju nadej a
konkrétne vyhody pacientom s roznymi genetickymi poruchami, rakovinou a dalS$imi
ochoreniami. V poslednych rokoch zaznamenala génova terapia pozoruhodné pokroky.
Postupne sa menila z Cisto experimentalnych konceptov az na dobre etablovanu a stale viac
pouzivani metoddu v lekérskej praxi a v modernom zdravotnictve.

Vyvoj genetickej terapie prebieha za prisnych regulacii a dohl'adu, ktoré zabezpecuji
bezpec¢nost’ a ucinnost’. Klinické stidie sit dokladne navrhované a zhromazd'uju sa dlhodobé
udaje o bezpecnosti, aby sa minimalizovali rizikd pre pacientov. Génovl terapiu mdzeme
definovat’ ako lieCenie geneticky podmienenych chordb postupmi, ktoré vyuzivaju metody
génového inzinierstva s cielom vniest chybajici gén, pripadne upravit alebo odstranit’
defektny gén. Nazyvame ju aj oprava génov. Je lakavé preniest’ skusenosti z vkladania génov
do rastlin a zivoc¢ichov aj na l'udi.

Genetické choroby su spdsobené kvalitativnymi alebo kvantitativnymi zmenami v DNA
(napr. bodové substitucie, delécie a duplikacie rozneho rozsahu, atd’). Niektoré zmeny DNA
vedu k znizeniu funkcie prislusného génu (Casto kodujuceho enzym), pripadne k jeho uplnej
nefunk¢nosti. Pri¢inou vacSiny genetickych chordb je zmena v DNA, ktord vedie k zniZeniu
funkcie prislusného génu (Casto kodujuceho enzym), pripadne k jeho plnej nefunkénosti.
Désledkom je chybanie potrebného funkéného proteinu, ¢o vedie k vzniku choroby. Ulohou
génovej terapie je napriklad pripravit’ funkény gén a zaviest’ ho pomocou vhodného vektora
do genetického materialu bunky. Ide teda o repardciu genetického vybavenia bunky. Génova
terapia je vSak velmi zloZitd zélezitost. Je nutné zabezpelit, aby sa spravny gén dostal
do spravnych buniek, aby sa zacal prepisovat’ v spravnom case, a aby vydrzal Co najdlhSie
(v 1dealnom pripade po cely Zivot). Aj mnozstvo syntetizovanej bielkoviny musi byt ,,akuratne
— ani prili§ malé, ani prili§ vel'ké.

Hlavnou motivaciou génovej terapie je ndjst' nové sposoby lieCenia chordb v pripadoch,
kde je tradi¢na terapia malo efektivna alebo neefektivna. Snahou je asponi do niektorych buniek
pacienta vniest’ nepoSkodeny gén, ktory nedostatkovu bielkovinu vyrobi a asponl Ciastocne
nahradi jej existenciu. Casto stadi, aby sa produkcia bielkoviny obnovila iba na zlomok
obvyklej urovne adochéadza k zlepSeniu stavu pacienta, pripadne sa pri onkologickych

ochoreniach zastavi alebo spomali rast nddorovych buniek.



Zakladom lie¢by je poznanie suvislosti medzi mutaciou v géne a fenotypovym prejavom
choroby. Problémom je, Ze mnohé gény nemaju iba jednu funkciu, ale plnia viaceré ulohy, ktoré
su ¢asto rozdielne. Preto gén a jeho funkcie musia byt presne identifikované. Dalsim dolezitym
pravidlom je, ze nova forma génu musi odstranit’ alebo zmiernit' prejavy choroby a nesmie

negativne ovplyvnit’ fyziologické funkcie.

6.1 Ochorenia lieCené génovou terapiou

Teoreticky sa pomocou génovej terapie da ,,opravit* kazda choroba. Zatial’ sa vSak génova
terapia aplikuje a klinicky testuje pri Specifickych ochoreniach. Experimentalna génova terapia
sa pouziva pri chorobach, ktoré maju vel'mi tazky, casto letadlny priebeh a zaroven neexistuje
ind moznost’ terapie. Tzv. modelové mutacie, pre ktoré¢ sa génova terapia testuje, mézeme

rozdelit’ do Styroch skupin:
e zmena v jednom géne — (napr. jednobodové mutacie), prikladom je kosacikova anémia;

e multigénové poruchy — muticie vo viacerych génoch zaroven, ¢asto sa prejavi aj vplyv

prostredia, prikladom st srdcovo-cievne poruchy, diabetes, nadorové ochorenia;

¢ mitochondridlne poruchy — muticie v mitochondridlnej DNA, su casto letilne a

spdsobuju poruchy organov;
e chromozomové aberacie — delécia, duplikécia, translokécia.

Napriek zna¢nému Usiliu vedcov a lekarov je génova terapia vo vacSine pripadov iba
v experimentalnom S$tadiu alebo sa klinicky testuje. Iba niekolko pripravkov sa aplikuje
v klinickej praxi. Hlavny problém je, Ze ¢asto nesie so sebou mnoho vedlajsich efektov. V Cine
bola povolena prva génova terapia Gendicine na lie€Cbu nddorov mozgu a koze v roku 2003.

Eurdpska komisia v roku 2012 schvélila génovi terapiu s nazvom Glybera. Zakladom
tejto génovej terapie je virus upraveny metdodami génového inzinierstva tak, aby do buniek
pacienta vniesol l'udsky gén pre enzym lipoproteinova lipaza (LPL). Z p6vodného virusu ostali
len 4 %. Pacienti s tymto vel'mi zriedkavym ochorenim (1 aZ 2 I'udia z milidna) trpia tazkymi
zapalmi pankreasu, maji naruSeny metabolizmus tukov a zvySené riziko aterosklerozy
a diabetu II. typu. Doposial’ boli odkazani len na vel'mi prisnu diétu. Tato génova terapia sa uz
nepouziva, dovodom bola vysoka cena.

V m4ji 2016, po 20 rokoch prace, bola oficidlne schvalend prva génova terapia
Strimvelis od firmy GlaxoSmithKline (cena 665 000 doldrov). Je zamerana na lieCbu t'azkej

kombinovanej imunodeficiencie (SCID — severe combined imunodeficiency). Forma dedi¢ne;j



SCID je nesmierne zriedkava. Pacienti nemaji funkény gén ADA, ktory koduje adenozin
deaminazu. Jej ulohou je katalyzovat’ deamindciu adenozinu, pricom vzniké inozin, ktory sa
premienia na hypoxantin. Mutéaciou v géne ADA je deamindcia zastavena, adenozin sa meni
na dAMP, ten na dATP, stipa mnozstvo dATP v bunkach. dATP je silnym inhibitorom tvorby
deoxynukleotidov, hlavne deoxytymidintrifosfatu. To vedie k zablokovaniu syntézy DNA a tym
aj zastaveniu delenia buniek. Pokial je gén ADA nefunkény, dochddza k imunitnej
nedostatocnosti a k infekénym chorobam, pretoze T lymfocyty su citlivé na znizenie syntézy
DNA. Bez adenozindeaminazy biele krvinky odumierajua ihned’ v kostnej dreni. Deti s tymto
ochorenim maju od utleho veku jednu infekciu za druhou, od nadchy az po Zivot ohrozujuce
pneumonie. Pred dvadsiatimi rokmi mohli prezit’ jedine pod ochrannym plastickym krytom —
bublinou. Takyto sterilny kryt chranil Davida, slavneho "chlapca v bubline". Neskor sa vedci
pokusali chemicky zmenit’ 4DA od krav (liek nazvany Adagen). Hoci tento liek zachrénil deti,
nevyliecil ich uplne, stile sa vyskytovali komplikdcie. Sen o génovej terapii SCID sa
vykrystalizoval, ked” W. French Anderson priSiel k zaveru, ze deficiencia ADA je najlepSou
chorobou na testovanie genetickej lieby. Jeho tim pracoval na osvojeni technik génového
transferu vyvinutych zdkladnym vyskumom a na ich aplikécii v medicinskej terapii.

Rekombinantnymi technikami za pomoci restrikénych enzymov sa gén schopny tvorit
chybajlci enzym adenozin deaminazu v€lenil do nukleovej sekvencie retrovirusu (RNA-
virusu). RNA-virusy obsahuju reverznu transkriptiazu, enzym zodpovedny za to, Ze
prireplikacii  tychto virusov dochddza k reverznej transkripcii RNA gendému
do komplementarneho vlakna DNA, ktoré je vzapiti dosyntetizované na dvojvlaknova DNA.
Takato DNA sa potom integruje do hostitel'skej chromozémovej DNA. Dlho zijuce kmenové
bunky su vyplavené z kostnej drene do krvného obehu. Geneticky zmenené virusy a kmenové
bunky izolované z odobratej krvi sa zmieSaj. Virusy nestice novy gén vstipia do kmenovych
buniek (Obrazok 6.1). Touto technikou genetického transferu kmetniové bunky ziskaju
schopnost’ syntetizovat’ chybajlici enzym. Zmenené kmenové bunky sa injikuji do pacienta a
trvale podporuja jeho imunitny systém.

Prikladom schvalenej génovej terapie pri lieCbe rakoviny st: Kymriah — akttna
lymfoblastova leukémia, Yescarta — niektoré lymfomy, Imlygic — lokdlna liecba maligneho

melanému, Provenge — karcinom prostaty, Za/moxis — hematologické malignity.
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Obrazok 6.1 Postup pri liecbe t’azkej kombinovanej imunodeficiencie génovou terapiou

Prikladom schvalenej génovej terapie genetickych ochoreni su: Luxturna, ktorej
cielom je opravit' mutaciu v géne RPE65, ktory fyziologicky produkuje protein, vd’aka ktorému
ocné receptory vnimaju svetlo. Pacienti s mutaciou v tomto géne postupne slepntl. Liecba je
zaloZena na vpichnuti injekcie s modifikovanym virusom priamo do oka pacienta. V méji 2019
schvalil americky Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) lick Zolgensma. Je to nova génova
terapia pre deti do dvoch rokov so spindlnou muskuldrnou atrofiou (SMA) a je dostupnd zatial
iba v Amerike. SMA je autozomadlne recesivne ochorenie. Mutovany je gén SMNI (survival
motoric neuron), ktory koduje syntézu proteinu SMN zodpovednu za fungovane motorickych
neurdnov. Prvé priznaky SMA sa objavuj uz pri narodeni, pripadne do pol roka veku diet’ata.
Choroba sa vel'mi rychlo rozvija, dieta nie je schopné zdvihnat hlavu a vykondvat bezné
pohybové zruénosti ocakavané v prvych mesiacoch Zivota. Nikdy sa nenauci sediet’ a postupne
mu ochabuju vSetky svaly. Az 95 % deti zomrie do 2. roku Zivota na respira¢né zlyhanie.

V tom istom c¢ase bol v EU schvaleny Zynteglo na liecbu beta talasémie, ktord znizuje
schopnost’ pacienta vytvarat hemoglobin. Génova terapia vyuziva virus na zavedenie zdravych
kopii génu na vyrobu hemoglobinu do kmenovych buniek odobratych pacientovi. Bunky sa
potom znovu zavedu do krvného obehu a transportuji sa do kostnej drene, kde zacnu
produkovat’ zdravé cervené krvinky, ktoré mozu produkovat hemoglobin. Priklady cien

niektorych génovych terapii st zhrnuté v Tabul'ke 6.1.
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Tabulka 6.1 Ceny génovej terapie

Liek Indikacia Cena (%)
Luxturna vrodené ochorenie SoSoviek 850 000
Kymriah akutna lymfoidna leukémia 475 000
Yescarta vel'kobunkovy B-lymfom 373 000
Zolgensma spinalna muskularna atrofia 2125 000
Tecartus lymfém z plastovych buniek 373 000
Breyanzi vel'kobunkovy B-lymfom 410 300
Abecma Mnohopocetny myelom 419 500

6.2 Zakladné poziadavky na uspeSnu génovu terapiu

Ak ma byt génova terapia uspe$nd, musia byt splnené niektoré zakladné poziadavky.
Najdolezitejsia je poznat’ presni prifinu choroby az na molekulovej tirovni, zodpovedny gén,
jeho presni DNA sekvenciu a lokalizaciu, génovy produkt a mechanizmus jeho normalneho
a patologického ucinku. Sekvenovanie l'udského gendému a zavedenie technik masivneho
paralelného sekvenovania vyrazne napomohlo v odhalovani pric¢in choréb. Robia sa
tzv. celogenomové asociacné Stiidie. Pomocou biostatistickych metéd sa porovnavaju tisice
vzoriek pacientov a zdravych jedincov. Odhaduje sa vyznam v ich rozdieloch (napr. DNA
polymorfizmoch a mutacidch) pri vzniku a vyvine choroby. Analyzuje sa, ktoré¢ gény su
zodpovedné za vznik chordb ada sa vypocitat riziko pre konkrétneho pacienta
(personalizovand medicina). Odhal'ujii sa nové asociacie medzi génom a chorobou. Stava sa,
ze identifikované gény neboli predtym vo vztahu k chorobe skimané. Nasledne sa v laboratoriu
vytvori terapeutickd genetickd informacia, transgén, pomocou rekombina¢nych technik.

Druhou poziadavkou st vhodné ciel’ové bunky génovej terapie. Idedlne su bunky
kmenové, ktoré sa daji lahko ziskat' od pacienta, je mozné ich namnozit v in vitro
podmienkach a jednoducho sa s nimi manipuluje. Délezité je, aby po vneseni do pacienta ostali
funkéné a nasledne sa opraveny gén prenasal do dcérskych buniek. V poslednom obdobi sa
pouziva na vystrihnutie a zacielenie vybraného useku CRISPR-Cas9 systém, ktory umoziiuje
vymenu defektného génu za zdravy.

Tretia sucast’ stratégie je vol’ba vhodného vektora (nosica). Vyvoj bezpecnych a
ucinnych virusovych vektorov je v sucasnej lekarskej praxi vel'mi dolezity. Pouzivaji sa

virusové, nevirusové a bakteridlne vektory. Z virusovych su to najCastejSie retro-, adeno-,



adeno-asociované-, lenti-, herpes a alfa virusové vektory. Lentivirusové a vektorové systémy
adeno-asociovanych virusov (AAV) st Casto pouzivané a preukazali svoju schopnost’ efektivne
prenasat’ terapeutické gény do cielenych buniek s miniméalnymi vedlaj$§imi ucinkami.
Z nevirusovych sa naj¢astejSie pouziva nahd DNA a bakterialne sa ziskavaju z baktérii rodu
Listeria, Escherichia a Salmonella.

Zaroven musi existovat’ vhodny systém prenosu genetickej informacie do cielovych
buniek. Moznosti je mnoho — napr. mechanické metddy (mikroihly, mikromanipulatory a
biobalistika), chemické ¢i fyzikdlne metody (elektroporacia — umozni prienik genetickej
informécie cez cytoplazmaticki membranu), samotnd DNA ¢i DNA v komplexoch s roznymi
molekulami (DNA prenos pomocou lipozomov (lipoplexov), modifikovanych lipozoémov
(polyplexov), komplexnych mnohovrstvovych lipozémov (piedmontov), mnohovrstvovych
lipidovych nanocastic (kochleatov).

Stvrtou poziadavkou je zarulenie bezpecnosti prenosu a zabranenie rekombinécii
retrovirusového vektora s endogénnym retrovirusom, ¢o by malo za nasledok nekontrolované
mnoZzenie. Zaroven vnesend DNA nesmie posobit’ ako mutagén a inaktivovat’ niektory tumor-
supresorovy gén, popripade aktivovat’ protoonkogén. Vzhl'adom na urciti kontroverznost’ tejto
terapie je mozné ju pouzit na pacientovi iba ak je uUspeSne otestovand a schvalena.
K podstupeniu experimentalnej terapie je nutné ziskat’ informovany suhlas pacienta.

Pre aplikaciu génovej terapie sa vytvaraju prisne zakony a normy. Experimentalna
génova terapia (tesne pred schvalenim) sa pouziva na liecbu hemofilie, cystickej fibrozy,
hemoglobinopatie, deficitu alfal-antitrypsinu, Parkinsonovej a Alzheimerovej choroby,
arterosklerozy, AIDS, hepatitidy, diabetu, Duchennovej svalovej dystrofie, cirhdzy pecene
a z malignit napr. multiformného glioblastomu. Po génovej terapii je potrebné starostlivo

monitorovat’ zdravotny stav pacienta.

6.3 Zakladné sposoby génovej terapie

Podla typu ovplyvnenych buniek moézeme definovat génovll terapiu ako somaticku
a zarodoc¢nu. Pri zdrodocnej terapii je u ¢loveka a vysSich stavovcov celosvetové moratorium.
V tomto type je zmeneny gendm priamo vo vajicku alebo spermii a zmena sa prenaSa do d’alSich
generdcii. Niektori pacienti maji mutaciu v uritom géne (napr. deléciu, substitiiciu) a
pozmeneny produkt pdsobi patologicky. V tychto pripadoch sa robi pomocou rekombinacie
tzv. oprava génu (nahrada, transplantacia génu). Mutovany gén sa vymeni za zdravy. Pri strate
funkcénosti génu, ak je patologicky nedostatok génového produktu, sa dodavaji extra kdpie

tohto génu do gendmu prisluSnych buniek, ¢im sa zvy§i mnoZstvo potrebného génového



produktu. Gény sa pridavaji napriklad do kmenovych buniek s cielom zabezpecit' ochranu
pred toxickym u¢inkom chemoterapeutik (gény rezistencie na chemoterapeutika).

Revolucny systém genetickej upravy CRISPR-Cas9 stadle dominuje v genetickej terapii.
Tato technologia umoznuje presnt, cieleni modifikdciu génov a momentalne sa pouziva na
liecbu Sirokej skaly genetickych poruch. Jej aplikacie sa rozsiruju od opravy mutécii jediného
génu po upravu imunitnych buniek pre lie¢bu rakoviny.

Najviac pouzivanou metodou v terapii nadorov je cielené usmrtenie urcitych buniek
vlozenim tzv. ,.killer* génu, ktory nasledne produkuje letalny toxin, a tym zabije vybrané bunky
(nddoroveé). Alebo sa pouzije ,.killer gén, ktory je citlivy na smrtiaci u¢inok lie¢iva, ktoré¢ sa
da pacientovi az po vlozeni takéhoto smrtiaceho génu do bunky, o sa nazyva aj samovrazedna
génova terapia. Imunoterapia, najmé terapia CAR-T bunkami, je rychlo sa rozvijajucim
odvetvim genetickej terapie. V terapii CAR-T sa pacientovi vlastné T bunky geneticky upravia
tak, aby sa nacielili na rakovinové bunky. Tento pristup priniesol pozoruhodné vysledky a
viedol k schvaleniu terapii CAR-T na liecbu viacerych typov rakoviny, ¢im sa zaroven zlepSila
bezpecnost’ a G€innost’ génove;j terapie.

V niektorych pripadoch sa gén len ako keby ,,vypne* (cielend inhibicia expresie
chybného génu), ¢o sa nazyva ablacia génu. Ablacia génu sa vykonava podl'a potreby na tirovni
DNA, RNA pripadne sa zablokuje uz vzniknuty protein. V urcitych nadoroch je naopak mozné
spustit’ expresiu terapeutickych génov prostrednictvom Specifickych sekvencii v prométoroch,
ktoré sa zapinaju len v nddoroch a zdravé tkanivo zostane neposkodené.

Génova terapia sa moze robit’ in vivo, kedy st cielové bunky pre vnesenie génu
lokalizované priamo v tele pacienta (cielové bunky st po celi dobu stc¢astou organizmu)
ain vitro = ex vivo, kedy sa gén vnesie do cielovych buniek v laboratériu, ¢ize mimo tela
pacienta (ciel'ové bunky st najprv odobrané z organizmu a po uskuto¢neni génovej terapie st
vratené na svoje miesto v organizme). Pri in vivo terapii ide o viac-menej ndhodny proces,
s malymi moznostami kontroly a riadenia. PouZziva sa v pripadoch, ak ide o bunky (tkaniva),
ktoré nemozno kultivovat’ v in vitro podmienkach alebo ak nemoZzno kultivované bunky
preniest’ spat’ do tela pacienta. Pri ex vivo je geneticky materidl najprv preneseny do buniek
kultivovanych in vitro, ¢o je kontrolovany proces, pocas ktoré¢ho su transfekované bunky
selektované a mnozené. Vyhodou je, ze bunky su zvyc€ajne autologne a mozno ich vratit’ spét
do tela pacienta. Génova terapia sa teda moze podavat’ dvoma hlavnymi spésobmi: in vivo a ex
vivo. V terapiach in vivo sa terapeutické gény podavaji priamo do tela pacienta. Terapie ex vivo

naopak zahfnaju odstranenie buniek z tela pacienta, ich genetickt Gpravu mimo tela a nasledné



opitovné podanie napriklad infiziou. Oba pristupy sa aktivne pouzivaju v klinickej praxi a

volba zavisi od konkrétneho stavu a ciel'ov lieCby.

6.4 Vyhody a limitacie génovej terapie

Vyhody génovej terapie si nesporné, rovnako ako aj jej limitacie. Preto je snaha nedostatky
génovej terapie zmiernit, idedlne Uplne eliminovat. Medzi najddlezitejSie limity génovej
terapie patri kratkodoba uéinnost’ génovej terapie, pretoze bez integracie do gendmu je vel'mi
tazké dosiahnut’ dlhodoby uc¢inok transgénu. Imunitna odpoved’ redukuje efektivnost’ terapie a
zabranuje opakovanej aplikacii. Aj ked’ virusové vektory su najpouzivanejsie v génovej terapii,
existuje obava, ze virusovy vektor moze vyvolat’ iné ochorenie. Problematicka je ich toxicita,
imunitna a zapalova odpoved’. Pri pouziti virusovych vektorov je genetickd informacia
do genému vlozend viac menej ndhodne. Vneseny gén tak moZze narusit’ sekvenciu iného génu
(narusenie protoonkogénu alebo tumor-supresorového génu mdze spustit malignu
transforméciu bunky). V neposlednom rade, véacSina chor6b nie je sposobend mutéiciou
vjedinom géne, ale st vyvolané kombinovanym ulinkom roéznych génov (ide
o tzv. multigénové choroby, napr. ochorenia kardiovaskularneho systému, Alzheimerovu
chorobu, artritidu a diabetes). Opravit’ viacero génov si€asne je v zatial’ neredlne. Nevyhodou
je vysoka finan¢na4, technicka a technologicka naro¢nost’ tychto metéd. Génova terapia je aj
eticky problematicka. Existuje vel'mi tenkd hranica medzi tym, ¢i je alebo nie je vhodné génovua
terapiu z hl'adiska etiky pouzit’.

K etickym témam ohl'adom génove;j terapie je dolezita celosvetova a celospolocenska
diskusia. Nie je to praca iba pre genetikov, molekularnych biolégov, informatikov ¢i lekarov,
ale aj pre sociologov, psychiatrov a psycholdgov. Pri vel'mi vaznych genetickych ochoreniach,
pri ktorych pacienti a s nimi aj ich pribuzni, trpia po cely Zivot je vol'ba génovej terapie takmer
jednoznacna. Okrem toho existuje tzv. sivd zona pacientov, kedy modifikacie gendému nemaju
podstatny prejav, mnohi ich mézu povazovat’ za neopodstatnené, ale prave v takychto pripadoch
personalizovanej mediciny by sa malo nechat’ rozhodnutie na samotného pacienta. Prave tieto
pripady st najvicsie etické dilemy. V pripade, Ze technoldgia manipulacie s génmi eSte pokroci
a modifikdcie DNA sa budi robit’ s obrovskou presnostou, v principe bude mozné urobit’
akékol'vek zmeny. Technologicky sme na to v podstate pripraveni, problém je, ze musime
pochopit’ ako gény a ich varianty funguju, pretoze jeden gén moze vykonavat viaceré funkcie.
Teda narocnejsie, ako vykonat’ zmeny, bude pochopit, ¢o znamenaju a aké su ich dosledky.

V tejto oblasti je stale vyskum viac-menej na zaciatku, pretoze vicSina I'udskych ochoreni nie



je monogénovo podmienend, ale vel'mi komplexnd, ide o stthru mnohych génov a regula¢nych
oblasti v DNA.

Medzi vyhody génovej terapie patri moznost’ tzv. preciznej mediciny a personalizovane;j
genetickej terapie. Precizna medicina eliminuje neefektivnost’ pokusov a omylov pri liecbe.
DNA diagnostika umoziuje presnejSie predpovedat, aky sposob lieCby je najefektivnejsi a
najbezpecnejsi, pripadne ako zabranit’ moznému ochoreniu. Ziskané informacie maju cenu zlata
pre pacienta a oSetrujuceho lekara. Uznanie, Ze geneticka zlozka kazdého pacienta je jedinecna,
viedlo k rozvoju personalizovanej genetickej terapie. Maximalna personalizacia je pristup
v diagnostike usitej pacientovi na mieru. Vychddza sa z analyzy pacientovej vzorky DNA
a vyuziva sa najmodernejSia medicinska technologia, biostatistika a vedecké poznatky. Tento
revoluény pristup sa nazyva personalizovana medicina. Terapie s navrhnuté tak, aby zasiahli
konkrétne genetické mutdcie a variacie, prisposobujlc liecbu genetickému profilu jednotlivca.

Dal$ou vel’kou vyhodou je, Ze sa zavadzaju terapie pre zriedkavé ochorenia. V oblasti
genetickej terapie pre zriedkavé ochorenia dochadza k obrovskej expanzii. Tieto stavy, ¢asto
spOsobené muticiami v jednom géne, boli predtym tazko lieCitelné. Aktualne techniky
genetickej terapie sa okrem muticii v jednom géne sustreduju vo velkej miere aj
na onkologické pripady, multigénové a mitochondridlne poruchy a chromozémové aberécie.

Zaverom mozeme skonStatovat’, Ze hoci génova terapia dosiahla vyznamny pokrok, nie
je bez vyziev. K najzavaznejSim patri znizit’ ndklady na liecbu a cenu lieciv, rovnaky pristup
ku kazdému pacientovi, monitorovanie dlhodobej bezpecnosti a potreba zlepsit' doru¢ovanie
genetického materidlu do cielovych buniek. Vyskumnici aktivne pracuju na rieSeni tychto
problémov a na rozSireni moZnosti pouZzitia terapie na SirSie spektrum ochoreni. S pokrac¢ujiicim
vyskumom sa ocakava, Ze geneticka terapia bude zohravat’ stale dolezitejSiu tlohu v liecbe a

dokonca aj prevencii mnohych ochoreni.
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7 Tkanivové inzinierstvo (Martina Culenova)

Tkanivové inzinierstvo predstavuje novy interdisciplindrny, biotechnologicky odbor integrujtci
prirodné¢ vedy a materidlové inzinierstvo za ucelom vytvorenia Specifickych tkanivovych
kons$truktov v laboratéornych podmienkach (in vitro). Hlavnym cielom je vyskum a vyvoj
tkanivovych nahrad, ktoré po implantacii do Zivého organizmu podporuji regeneraciu a
rekonstrukciu  poskodenych tkaniv spolu so zachovanim, pripadne zlepSenim ich
fyziologickych funkcii. Z medicinskeho hl'adiska predstavuje tento odbor velky potencial
najma pre pacientov ¢akajucich na transplantaciu organov.

Z aplika¢ného hl'adiska sa m6zu tkanivové konstrukty vyuzit’ na nahradu, opravu ¢i regeneraciu
konkrétnych poskodenych tkaniv. Druhy smer predstavuje moznost’ vyhotovenia novych tkaniv
vo vel'kom mnozstve a s konkrétnymi vlastnost’ami, akymi st napr. tvar a hribka. Vyuzivaju sa
na prekryvanie tkanivovych defektov, na tcely Stadia patofyziologickych procesov réznych
organovych ochoreni a vo farmakologii pri vyskume, vyvoji a testovani lieciv ¢i vakein.
Zakladné piliere tkanivového inZinierstva predstavuju bunky a biokompatibilné materialy
spolu so Specifickymi biochemickymi (rastové faktory) a fyzikdlnymi faktormi (dynamické
prostredie), ktoré pozitivne ovplyvituju biologické vlastnosti novovznikajucich tkanivovych

konstruktov (Obrazok 7.1).
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Obrazok 7.1 Zakladné piliere tkanivového inZinierstva

Tkanivové inzinierstvo bolo ako samostatny odbor prvy krat zadefinované v roku 1993

Langerom a Vacantim v ich spoloc¢nej publikacii, ktora spustila enormnt vlnu zaujmu o tato



disciplinu v rdmci vedecko-vyskumnej obce. Do povedomia Sirokej verejnosti sa dostalo vd’aka
dokumentarnemu programu BBC v roku 1997. Doktor Vacanti predstavil svoj experiment.
Podarilo sa mu vypestovat’ konstrukt podobny l'udskému uchu na chrbte laboratornej mysi.
O popularizaciu tkanivového inzinierstva sa taktiez postaral Dr. Atala. Pocas prednésania
na TED konferencii predviedol, ako dokaze 3D tlaciarenn vytlait' za kratku dobu l'udsku
oblicku. Navyse, v ramci medicinskej praxe uspesne implantoval arteficidlny mocovy mechur
pacientovi s vrodenou dysfunkciou urogenitdlneho traktu. Spominané experimenty su len
ukéazkou toho, aky velky potencial ma tento odbor. Dal§imi prikladmi praktického vyuZitia
tkanivového inzinierstva v klinickej medicine predstavuju aj biosyntetické transplantaty koze a
chrupky. D4 sa konstatovat’, ze tkaninové inzinierstvo je aplikovatel'né v kazdom medicinskom
odbore ¢i pri konkrétnych diagnézach akymi su: diabetes mellitus, kongestivne srdcové
zlyhavanie, osteopordza, striktira uretry, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
popéleniny, poranenia miechy, vrodené vyvojové chyby u deti a i. Na druhej strane, implantacia
tkanivovych konstruktov do Tudského tela nad’alej ostava velkou vyzvou. Ich zavedenie
do klinickej praxe predstavuje z c¢asového, ekonomického ako aj etického hladiska
komplikovany proces. AvSak na laboratdrnej urovni a animalnych modeloch nachddzame vel’a
zaujimavych vysledkov.

Regenerativna medicina je casto spdjand s pojmom tkanivového inZinierstva a
predstavuje jeho neoddelitelnt stcast. Tato disciplina zahffia Siroky medicinsky odbor, ktory
v zmysle regeneracie poskodenych tkaniv vyuZziva principy tkanivového inZinierstva spolu
s d’al§imi stratégiami, akymi su terapia bunkami, génova terapia ¢i imunomodulacia
v zmysle potenciovania a indukcie endogénnych reparaénych drah. Niektori odbornici spajaju
tieto discipliny do jedného terminu, tzv. TERM (7issue Engineering and Regenerative
Medicine), nakol’ko sa do velkej miery prelinaji a obe maji rovnaky ciel: nahradit’,
zrekonStruovat’ a zregenerovat’ poskodené tkaniva.

Hlavnym cielom TERM je reparacia poskodenych tkaniv, ku ktorym dochadza vel'mi ¢asto.
Medzi najcCastejSie pri¢iny poSkodenia patria:

e akutna trauma,

e iatrogénne poSkodenie,

e chronické ochorenia,

e vrodené anomalie.
TERM ponuka viaceré pristupy na opravu tkanivovych defektov. Radime k nim:

e vylucnu aplikaciu buniek,



e vylucnu aplikaciu biokompatibilnych materialov,
e sucasnu aplikaciu buniek a materidlov v podobe tkanivovych konstruktov.

Najnovsie vyskumy sa zameriavaju aj na aplikaciu Specifickych extracelularnych cCastic,
tzv. exozoémov. Tieto nanocastice disponuju vysokym regeneracnym potencidlom s nizSim
rizikom rozvoja neziaducej reakcie po in vivo aplikacii.

Vyhotovenie tkanivového konstruktu v skratke zahfna nasledovné procesy:
e odobratie vzorky na izolaciu buniek (biopsia tkaniva, aspiracia kostnej drene, vyplach

mocového mechura a i.),

e izolacia buniek,
e zaloZenie tkanivovej kultiry,
e vysev buniek na biokompatibilny material,

e maturacia tkanivového konStruktu v statickych alebo dynamickych podmienkach

(Obrézok 7.2).
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Obrazok 7.2 Schematické znazornenie vyhotovenia tkanivového konstruktu. Proces zahriia odber
vzorky pacientskeho tkaniva s naslednym zalozenim bunkovej kultary. V pripade potreby diferencicie
izolovanych buniek sa aplikuju regulaéné molekuly, napr. rastové faktory. Dalsi krok predstavuje fizu
kolonizacie skafoldu bunkami. Vyhotoveny tkanivovy konstrukt dozrieva v bioreaktore, v ktorom nai
posobia fyzikalne stimuly a po maturacii v dynamickom prostredi sa implantuje pacientovi.

Viacer¢ stadie poukazujt na fakt, Ze na efektivnu reparaciu va¢sich (> 1em) organovych
defektov je potrebné zvolit’ stratégiu aplikacie buniek spolu s vhodnym biomaterialom. Ten ma
podobu konkrétnej 3D Struktary, ktorti nazyvame skafold. Pri vyseve skafoldov je klicové,
aby prebehla spravna interakcia medzi bunkami a materidlom. T4 sa prejavi prostrednictvom

prichytenia, proliferacie, diferenciicie a migracie pouzitych buniek. Tieto javy vyrazne



ovplyviiuji endogénne a exogénne regulaéné molekuly. Moduluju biologické vlastnosti
bunkovych kolonii v laboratornych podmienkach, interakciu buniek so skafoldami a v in vivo
prostredi potenciuju adaptaciu tkanivového konstruktu v mieste implantacie.

Moézeme vo vSeobecnosti konStatovat, ze vhodna kombinacia buniek, materialu,
rastovych faktorov a nastavenie laboratdrnych podmienok predurcuju uspesnost’ vyhotovenia

funkéného biosyntetického tkaniva.

7.1 Skafoldy — kostra tkanivovych konStruktov

Skafoldy v tkanivovom inzinierstve predstavuju Specifické matrice s konkrétnym dizajnom
vyrobené z roznych biokompatibilnych materialov. Poskytuji leSenie pre bunky, ktoré sa
po vyseve vedia efektivne prichytit’ a aktivovat' sa v zmysle proliferacie, migracie ako aj
bunkovej diferencidcie. Tieto matrice vytvaraju taktiez 3D priestor. Bunky by ho mali prerast’
a zadat' v fiom komunikovat’. Pre potreby TERM musi spiniat’ skafold zdkladné poZiadavky:

e biokompatibilita,

e Dbiodegradabilita,

e adekvatne mechanické vlastnosti,

e adekvatny dizajn (povrchova a vnatorna Strukttra skafoldu).

Skafoldy napodobniuji mikroprostredie Zivych organizmov, v ktorom vzajomna
interakcia a biologické spravanie buniek zavisi od mechanickych a biochemickych podnetov
z ich okolitého prostredia. Pre naplnenie biologickych poziadaviek skafoldov je adekvatna
architektara klicova. Preferuje sa porézna 3D StruktGra. V rdmci nej su jednotlivé pory
navzajom poprepajané a umoznuju prisun kyslika, nutrientov a regulacnych molekul. Zaroven
umoziuju kontinudlne odstraiovanie metabolickych odpadovych latok z mikroprostredia.

Struktara skafoldu je v prvom rade podmienena vyberom vyrobného materidlu.
Vyuzivaju sa polyméry (prirodné, syntetické), keramika ako aj kompozitné biomaterialy.
Kompozitné materidly su zlozené z dvoch, pripadne viacerych biomateridlov. Ich kombinaciou
vieme ziskat' lepSie vlastnosti potrebné pre rekonstrukciu konkrétneho tkaniva. Metody
spracovania polymérov do formy skafoldu zohravaju taktiez kI'ai€ovt rolu. Vyber konkrétnej
metody zavisi naymé od aplikacného zameru. V stcasnosti sa zameriava na tzv. pocitaCom
podporované technologie (computer-aided technologies), akymi je 3D printing, ktory vie
zabezpecit’ precizny dizajn s presne zadefinovanou vonkajSou ako aj vnutornou Struktirou
skafoldu. Jedna sa hlavne o spominanu poréznost’, vel'kost’ porov, Struktiru povrchu skafoldu,
elasticitu, rigiditu a 1. VSetky spominané charakteristiky st dolezité pre spravnu biologicku

aktivitu vysiatych buniek, najma ich preZivanie, proliferaciu a diferenciaciu.



Zakladné vlastnosti skafoldov mo6zeme zhrnit’ do nasledovnych bodov:
e poskytnutie mechanickej podpory a 3D Sablony na rast tkanivového konstruktu,
e podpora efektivneho prichytenia sa buniek na povrch snaslednym prerastenim
do vnutornych Struktur,
e umoznit’ vaskularizdciu a vrastanie okolitého tkaniva po in vivo implantacii,
e umoznit’ transport Zivin,
e schopnost’ biodegradacie, ktora je zostladena s rekonstrukciou tkaniva,
e pozitivne ovplyviiovat biologické spravanie naviazanych buniek,
e pozitivne ovplyviiovat expresiu génov zodpovednych za bunkovi proliferaciu
a diferenciaciu,
e biomimetika, t. j. skafold m4 vlastnosti podobné tkanivu, ktoré ma rekonStruovat’,
e biokompatibilita, t. j. nevyvold neadekvatnu imunitni reakciu Ustiacu do masivnej
zapalovej odpovede po in vivo implantacii,
e dobre sterilizovatel'ny pre bezpecnu in vivo aplikaciu,
e prijate'né ndklady na vyrobu a samotny proces vyroby skafoldu.
Nasledujuca kapitola sa bude najskor zaoberat’ opisom extraceluarného matrixu na lepsie
porozumenie kI'icovych vlastnosti skafoldov. Nasleduje popis materidlov a vyrobnych

procesov ako aj sic¢asnych trendov v rdmci materidlového vyskumu v tkanivovom inZinierstve.

7.2 Extracelularny matrix

Extracelularny matrix (ECM) alebo medzibunkovéa hmota, predstavuje heterogénny material
v medzibunkovych priestoroch. Je produkovany bunkami a organizovany do 3D siete
s poréznou Struktirou, ktord spaja bunky v danych tkanivach. Zaroveil zabezpecuje
Strukturalnu podporu tkanivovym bunkam a vyrazne podmienuje celkovu integritu tkaniva.
ECM vytvara komplexné mikroprostredie s tkanivovo Specifickymi Strukturadlnymi,
biochemickymi a biomechanickymi vlastnost’ami. Tie priamo ovplyviiuji biologické spravanie
tamojSich rezidentskych buniek. Pocetné vyskumy potvrdili, ze ich priama interakcia s ECM
moduluje ich proliferdciu, migraciu, diferencidciu ¢i apoptézu. Velké mnozstvo ECM
produkuju napriklad bunky véziva — fibroblasty. Z evolu¢ného hladiska predstavuje vznik
ECM zésadny milnik, nakolko sa podiel’a na procesoch akymi su zachytavanie a organizacia
buniek do komplexnejsich Struktir, medzibunkova komunikacia ¢i vyvoji embrya.

Funkcie ECM mézu byt zhrnuté do nasledovnych bodov:

e vytvara podpornu kostru tkanivam,



e poskytuje bariéru medzi jednotlivymi tkanivami,

e vplyva na rast tkaniv, hojenie rén a fibrotické procesy,

e vplyva na mechanizmy prerastania tumorov a metastatické procesy,

e zasobarei rastovych faktorov,

e reguluje medzibunkovli komunikaciu a komunikéciu buniek s okolitym prostredim,

e vplyva na diferencidciu kmenovych buniek,

e ovplyviiuje ukotvenie, proliferaciu, migraciu, diferenciaciu a génovu expresiu buniek.

V stcasnosti evidujeme vysoky zaujem o Stadium a vyskum biologickych vlastnosti
ECM, nakol'ko priamo suvisia s mnohymi fyziologickymi, ale aj patologickymi procesmi
prebiehajucimi v l'udskom tele. Ako priklady mozeme uviest schopnost auto-regeneracie
poskodenych tkaniv ¢i vplyv ECM pri kancerogénnych a metastatickych procesoch.

Oblasti zdujmu danych vyskumov mdzeme rozdelit’ do nasledovnych smerov:
e vplyv tuhosti a elasticity ECM na diferenciaciu buniek
e objasnenie ulohy ECM pri ukotveni buniek, rola integrinov
e uloha ECM pri hojeni ran, rozdielnost mechanizmu hojenia v zavislosti od veku
jedinca.

Vyse 300 molekul so $pecifickymi biochemickymi ako aj biologickymi vlastnostami,
bolo identifikovanych v ramci komplexného vyskumu zloZiek tejto hmoty. Hlavné komponenty
su proteiny, glykozaminoglykany a glykoproteiny. Jednotlivé zlozky a ich pomer vytvaraju
kostru danému tkanivu, ale taktieZ poskytuju orgénu pevnost’ v tahu a zabranuja prilisSnému
rozpinaniu sa. Tym, Ze medzibunkova hmota zadrziava vodu, poskytuje tkanivu aj potrebnu
hydrataciu. DalSou tlohou ECM je participacia pri vytvarani selektivnej bariéry voci
vonkajSiemu prostrediu. Jednotlivé komponenty ECM su kolagén, elastin, fibronektin,
proteoglykany, integriny, signalne molekuly (rastové faktory, cytokiny a chemokiny, bunkové
zlozky, metaloproteinazy, i6ny a voda (Obrazok 7.3).

Rozne typy kolagénov vytvaraja zékladny skelet ECM. AvSak detailnd analyza
usporiadania medzibunkovej hmoty poukdzala na fakt, Ze jej celkovu organizaciu podmienuje
fibronektin. Na kostru ECM st taktieZ naviazané tzv. neStrukturalne proteiny — ligandy.
Ligandy vytvaraji véizby so Specifickymi adhéznymi membranovymi receptormi v bunkach,
tzv. integrinmi. Po naviazani dochédza k tvorbe tzv. fokalneho adhézneho plaku. Jedna sa
o vel'ké makromolekularne zhluky, prostrednictvom ktorych sa mechanické a regulaéné signaly
prenaSaju medzi ECM a komunikujicou bunkou. Tieto subcelularne Struktiry slizia ako

mechanické spojky medzi bunkami a ECM. Taktiez plnia ulohu biochemickej signalizacnej



centraly, ktord zhromazd’uje asmeruje pocetné signaly. Spominanymi mechanizmami
ovplyviiuji fokdlne adhézne plaky génovi expresiu a proteosyntézu v komunikujtcej bunke.
Celularnu odpoved’ predstavuje miera produkcie ECM, diferenciacna kapacita bunky, zmena
Struktary cytoskeletu alebo zmena signalov, ktoré bunky vysielaju. Dalsi typ zhlukov
predstavuju tzv. dynamické adhézne plaky. St pritomné pri migracii buniek. Po jej ukonceni

sa rozlozia a bunky za¢nt formovat’ stabilnejSie fokalne adhézie.

. integrin ~kolagénové vidkno Uﬁbronekﬁn

vlakno cytoskeletu proteoglykén @ rastovy faktor/cytokin

cytoplazma

Obrazok 7.3 ZjednoduSena schéma Struktury extracelularneho matrixu (ECM). Medzibunkova
hmota je v priamom spojeni s okolitymi bunkami. Zakladnymi spojkami s Specifické proteiny —
integriny, ktoré su ukotvené v plazmatickej membrane buniek. Proteiny ECM, ako napriklad molekuly
fibronektinu, predstavuji ,,mosty” medzi integrinmi a ostatnymi proteinmi ECM, najmé kolagénom.
Integriny sa z vnatornej strany membrany napajaji na cytoskelet. Funkcia integrinov spociva v ukotveni
buniek k ECM. Navyse, dokézu detegovat’ chemické, ako aj mechanické podnety prichadzajuce z ECM
a spétne reagovat aktivaciou signalnych drah.

Zaujimavy jav predstavuje tzv. durotaxia. Jednd sa o formu bunkovej migracie,
pri ktorej sa bunky pohybuji na zéklade rozdielnej tuhosti (rigidity) ECM. Tento fenomén je
determinovany rozdielmi v Struktire medzibunkovej hmoty. Viaceré stidie poukézali na fakt,
Ze bunky migruji na miesta s vicSou tuhostou. Pravdepodobne preto, lebo rigidné miesta
ponukaju lepSiu mechanicku oporu. Tieto poznatky upriamili pozornost’ vedcov na detailnejSiu
analyzu biomechanickych vlastnosti ECM. Vysledky experimentov preukdzali, Ze bunky
menia svoje biologické spravanie v zdvislosti od miery elasticity ECM. Jedn4 sa hlavne
o proces diferenciacie. Je taktieZ zname, Ze bunky st citlivé na rézne mechanické podnety, ktoré
vedia spracovat andsledne na nich aj odpovedat. Tuto vlastnost nazyvame
mechanotransdukcia. Jednou z celuldrnych odpovedi na biomechanické stimuly je aj miera

diferenciacie buniek. Pocetné vyskumy poukazali na skutocnost’, Ze tento proces je v znacnej
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miere ovplyvneny organizaciou proteinovych vldkien a poérov, ktoré predstavuji medzery
v sietovitej Struktire medzibunkovej hmoty. Aby sa bunky diferencovali a nasledne
organizovali do funkénych tkaniv, je potrebné, aby obdfzali adekvatne biochemické
a biomechanické signaly zo svojho mikroprostredia. A prave preto je pritomnost’ regulacnych
molekul (rastové faktory, chemokiny, cytokiny) spolu s fyzikalnymi podnetmi v ramci Struktiry
ECM nevyhnutna.

Produkcia ECM bunkami musi byt v ststavnej rovnovahe sjej degradaciou
aremodelaciou. Tieto procesy zabezpeCuju degradacné enzymy (najmid matrixoveé
metaloproteinazy) spolu s ich tkanivovymi inhibitormi. Zdsadnu tlohu tu zohrévaju aj rastové
faktory. Remodelacia ECM je spojend s procesom uvolfiovania tychto bioaktivnych molekul.
Rastové faktory priamo ovplyviiuji pritomné bunky, ktoré zaéni produkovat novi
medzibunkovl hmotu. Tato vzajomnéd komunikécia je klI'icova pre zachovanie homeostdzy a
fyziologickych vlastnosti tkaniv. Ak je rovnovaha medzi degradaciou a remodelaciou narusena,
prejavuje sa systémovo v podobe roznych patoldgii (napr. poruchy spojivového tkaniva,
muskularne dystrofie, rakovina a 1.). Kazdé tkanivo v I'udskom tele mé svoju vlastni ECM,
ktora sa 1isi zloZenim ako aj usporiadanim jej jednotlivych zloziek.

V kontexte TERM je spravna interakcia buniek so skafoldami klic¢ova. Nakolko matrice
zastavaju v in vitro podmienkach pritomnost’ ECM, mali by bunkdm aspon ¢iasto¢ne poskytnut’
také podmienky, aké dostdvaju v Zivom organizme prostrednictvom medzibunkovej hmoty.
Navyse, pre ¢o najefektivnejSiu rekonstrukciu tkaniv je nevyhnutnd pritomnost’ signalnych
biomolekul. Moderné technologie vyroby umoziuju ich inkorporaciu do Struktary skafoldov,
a tym vedia regulovat’ pozadované spravanie vysadenych buniek. A prave tato modifikacia patri

v stucasnosti k vel'mi atraktivnej oblasti materidlového vyskumu.

7.3 Biomaterialy pouzivané na vyrobu skafoldov

Tkanivové inzinierstvo sa zaobera rekonstrukciou mékkych, ako aj tvrdych tkaniv. Jednotlivé
organy l'udského tela sa navzajom odliSuju, a preto vyber materialu a konkrétneho dizajnu
skafoldu musia korelovat’ s ich aplikacnym zdmerom. Biomaterialy st v sti¢asnosti definované
ako materialy ur€ené na interakciu so Zivym organizmom (biologickym systémom) za ti¢elom
liecby, augmentacie a nahradenia urcitého tkaniva alebo organu. Delime ich na tri zdkladné
skupiny:

o keramika,

e polyméry (prirodné, synteticke),

e hybridné materialy.



V ramci tkanivového inzinierstva mnoho s$tudii aplikovalo aj skafoldy na baze kovu . Tie

nasli uplatnenie najma pri rekonstrukcii kostného tkaniva.

Na zéklade schopnosti rozkladania sa v zivych systémoch moZeme materidly

kategorizovat’ ako degradovatel’né a nedegradovatené. Kazda skupina biomateridlov

disponuje $pecifickymi pozitivnymi aj negativnymi vlastnost'ami. Aviak spolo&ne musia spiiiat’

urité kritérid na to, aby mohli byt aplikovatelné vo forme skafoldu v ramci TERM.

K najzasadnejSim poziadavkam patria:

7.3.1

biokompatibilita a biostabilita,
bioaktivita,

biodegradabilita,

stabilita pri sterilizécii,

dobré chirurgickd manipulacia,
odolnost’ vo¢i unave materialu,

adekvéatna interakcia s imunitnym systémom prijimatel’a.

Syntetické polyméry

Syntetické polyméry predstavuji heterogénnu skupinu materidlov, ktoré st arteficialne

vyrabané v laboratornych alebo industridlnych podmienkach. Ziskavaji sa pomocou

Specifickych chemickych reakcii z fosilnych materidlov. V medicine nachddzame ich Siroku

Skalu vyuzitia napriklad v podobe hemotransfuznych vakov, chirurgického Sijacieho materialu,

stentov, katétrov a i. Ich najvyraznej$imi ¢rtami, dolezitymi z hl'adiska aplikacie v tkanivovom

inZinierstve, su:

vyborna spracovatel'nost’ umoZznujuca vytvorenie precizneho dizajnu skafoldu,
dobra kontrola degradacie,

vyborné mechanické vlastnosti,

termorezistencia,

moznost’ opakovanej vyroby vo vysokej kvalite a Cistote,

lahka chemicka modifikovatelnost’,

nizke néklady na vyrobu.

Syntetické polyméry sa preukazali v pocetnych Stadiach ako vyborni adepti

na vyhotovenie skafoldov s architektarou ,,Sitou na mieru* konkrétnemu pacientovi s naslednou

kolonizaciou bunkami. V porovnani s matricami na baze prirodnych polymérov, syntetické

skafoldy vykazuju lepSie mechanické vlastnosti s presne zadefinovanou chemickou



Struktarou, ktora sa podl'a potreby dokéze 'ahko modifikovat’. NavySe, aj ostatné dolezité Crty
akymi st topografia, porozita ¢i velkosti jednotlivych pérov, vedia byt pri procesovani tychto
polymérov l'ahko adaptabilné v zavislosti od ich biologickej aplikacie. Biodegradacia tychto
matric neprebieha tak rychlo ako pri prirodnych skafoldoch. Degraduji prostrednictvom
hydrolyzy arychlost tohto procesu sa vie regulovat prostrednictvom pozmenenia
molekularnej hmotnosti ¢i koncovych skupin dan¢ho polyméru. Nevyhodou je, Ze niektoré
degradacné produkty mézu vykazovat’ znamky toxicity, pripadne znizovat’ pH prostredia, a tym
navodzovat' zapal v mieste aplikacie. Po aplikdcii mézu vyvolat neprimerant reakciu
imunitného systému pre svoj potencidlne imunogénny charakter. Preto je testovanie
cytotoxicity a biokompatibility kI'icové. Taktiez je zname, ze syntetické polyméry (kvoli
svojmu arteficidlnemu povodu) tazSie interaguju s biologickymi systémami. Kvoli tomu sa
mnoho vyskumov zameriava na stratégie ich modifikécie v zmysle bioaktivacie, aby sa
podporila ich interakcia so zZivym systémom na urovni buniek alebo tkaniv. Princip
funkcionalizacie tychto skafoldov spociva v zakomponovani biologicky aktivnych zloziek
do inertnych syntetickych polymérov, aby zabezpecili nasledovné podmienky:

e napodobnovali prostredie, ktoré v zivych organizmoch poskytuje ECM,

e potenciovali adhéziu buniek,

e podporovali pozitivhu biologicku bunkovu odpoved’ v zmysle proliferacie, migracie,

diferenciacie,

e regulovali remodelaciu a regeneraciu poSkodeného tkaniva.
Ako sme uz viac krat spominali, interakcia medzi bunkou a ECM spusta komplexnu kaskadu
biochemickych procesov. Ustia do prichytenia a aktivacie vysiatych buniek. Bunky
rozpoznavaju Specifické vdzbové domény ECM pomocou membranovych integrinovych
receptorov. Po vytvoreni vizby s ECM sa bunky vedia prichytit, delit a interagovat
s mikroprostredim. V kontexte tkanivového inZinierstva je klI'icové, aby tieto deje ostali
zachované, nakolko vedl k vytvaraniu nového tkaniva. NavySe, od tohto mechanizmu st
odvodené zdkladné pristupy funkcionalizacie povrchov syntetickych skafoldov. Jedna sa
napriklad o modifikéciu povrchu matrice prostrednictvom tripeptidu arginin-glycin-aspartat.
Tento motiv rozpoznava integrinovy receptor, ¢im potenciuje bunkova adhéziu.

Povrchova absorpcia proteinov ECM (napr. kolagénu, fibronektinu, lamininu)

predstavuje d’alSiu efektivnu stratégiu navodenia bunkového prichytenia na skafold. Mnohé
Studie sa venuju modifikacidm ¢i uz povrchu, alebo celkovému dizajnu syntetickych matric

prostrednictvom r6znych biologicky aktivnych ¢initePov (rastové faktory, bioaktivne peptidy,



biofyzikalna stimulécia). VeI'mi zaujimavu oblast’ predstavuje aj antimikrobidlna modifikacia
povrchu matric. Spominand stratégia je Specidlne dolezitd pre aplikaciu skafoldu
bez bunkového vysevu, napriklad pri bedrovych ¢i kolennych implantatoch, alebo v podobe
povrchového krytia r6znych ran. Pri tychto stavoch je kl'icové, aby pocas regeneracie tkaniva
nedoslo k neziaducej kolonizacii patologickymi mikrobmi. Antimikrobidlnu modifikaciu vieme
dosiahnut’ impregnéciou povrchu alebo celkovej struktiry syntetického skafoldu biocidnymi
¢initePmi. Tieto latky by ale nemali negativne interagovat’ s okolitymi bunkami (v zmysle
cytotoxicity) ¢i vyvolat’ systémovl neziadiicu reakciu v organizme.

Syntetické polyméry moézeme klasifikovat’ na zaklade ich hydrofilnosti, hydrofébnosti
a degradovatelnosti. Medzi zakladnych predstavitelov vyuzivanych v TERM patria
(Obrazok 7.4) polykaprolakton (PCL), polyvinylalkohol (PVA), polyuretan (PU), polpropylén-
fumarat (PPF), polyetylénglykol (PEG). Boli vyuzité v pocetnych Stidiach na regeneraciu
nervového, svalového, traviaceho, endokrinného a kardiovaskularneho systému. Aplikacny
potencial bol potvrdeny aj pri tkanivovom inzinierstve koze ¢i urogenitalneho traktu. V ramci

praktickej mediciny st vo vel’kom pouzivané vo forme chirurgického Sitia, stentov, katétrov a i.

3D tlac
syntetické polyméry: PCL, PVA, PU, PPF, PEG

% electrospinning

nervy
svaly

sFachy

koZa

kosti

cievy
rohovka
nosice lieCiv

kolonizované bunkami

acelularne skafoldy

vlaknity skafold

Obrazok 7.4 Syntetické skafoldy a ich vyuZitie v TERM. Syntetické polyméry sa v sucasnosti ¢asto
spracovavaju technoldgiou elektrospiningu, 3D tlace, ako aj bioprintingu. Umoznuju vyhotovenie
precizne definovanych matric a hydrogélov. Pocetné studie potvrdili, Ze vysev skafoldov bunkami
(najmé kmenovymi) predstavuje efektivne;jsi pristup v zmysle schopnosti regeneracie pocetnych tkaniv
v porovnani s aplikaciou nevysiatych matric.

7.3.2 Prirodné polyméry

Prirodné polyméry zarad’uju viaceri autori spolu s decelularizovanymi naturalnymi matricami
k tzv. biologickym skafoldom. Tieto polyméry nachddzame v prirode a mézu mat’ rastlinny ¢i

zivo¢iSny povod. Vo vSeobecnosti nevykazuju znamky imunogenicity, si biodegradovatel'né
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a biokompatibilné. Vd’aka svojmu pdvodu vedia 'ahko napodobnovat’ biochemické zlozenie
nativnych tkaniv, nakolko zdiel'aju podobnost’ s komponentami z ECM. Tuto vlastnost’
vykazuji najmi decelularizované skafoldy. Bunkova odpoved’ na tieto materidly je vel'mi
rychla a prejavuje sa dobrym prichytdvanim sa buniek na povrch s néaslednou proliferaciou,
migraciou a diferencidciou. Ich prirodzena bioaktivnost’ ulahcuje adaptaciu v zivych
organizmoch po in vivo implanticii. Na druhej strane, velkou nevyhodou prirodnych
polymérov je ich obmedzena dostupnost, limitovand reprodukovatelnost’ a nevyhovujuce
mechanické vlastnosti. V porovnani so syntetickymi materidlmi vykazuji lepSiu

biokompatibilitu, aj ked’ riziko potencialnej imunogenicity pretrvava (Tabul'ka 7.1).

Tabul’ka 7.1 Porovnanie zakladnych charakteristik syntetickych a prirodnych skafoldov
Material Vyhody Nevyhody

presne definovana Cistota ) o
. zhorSend biokompatibilita
materialu
lahka reprodukcia chemickych | potencialne toxicky uc¢inok
a mechanickych vlastnosti degradacnych produktov
. . komplikovanej$ia aplikacia
dobré mechanické vlastnosti )
v ramci 3D tlace
nizka imunogenicita nizka adhézia buniek
, pomala degradacia in vivo —
SYNTETICKE SKAFOLDY . o _
nizka cena nakladov riziko chronickej zapalove;j
odpovede
schopnost’ produkcie
uniformnych matric vo vacsich
mnozstvach
moznost’ upravovat’ parametre

skafoldu poc¢as vyrobného

procesu
biologicky pévod polyméru horsie mechanické vlastnosti
vyborna biokompatibilita mozny prenos kontaminacie

vyborna interakcia s bunkami | potencidlna imunogénnost’
PRIRODNE SKAFOLDY rychla biodegradacia nizka stabilita
bioaktivita naro¢né spracovanie
vysoka cena nakladov na

bioresorbabilita .
spracovanie



Medzi najvyznamnejSich predstavitePov prirodnych polymérov patria kolagén,
kyselina hyalurénova, chitosan, fibrin, polysacharidy (chitin, glykogén, skrob), kyselina
polymliecna (PLA) a polyhydroxyalkanoaty (polyhydroxybutyrat — PHB) a i. (Obrdzok 7.5).
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Obrazok 7.5 Planarny (2D) skafold na baze prirodnych polymérov PLA/PHB. Mikroskopicka
analyza povrchu matrice.

Decelularizované matrice predstavuju acelularne skafoldy na baze kolagénu ziskanych
z konkrétnych tkaniv, akymi st napr. koza, mo¢ovy mechdr, §l'achy, submukdza tenkého Creva,
aorta a i. Jedna sa zvicsa o alotransplantaty alebo xenotransplantaty. Odstranenim bunkove;j
zlozky sa ziska ECM. Sluzi ako kostra pre d’alsi vysev bunkami. Tento pristup vyhotovuje
skafoldy s najlepSie zachovanymi biochemickymi a biomechanickymi vlastnostami
pre reparaciu konkrétneho tkaniva, z ktorého st derivované.

Vyzvou pri vytvarani decelularizovanych matric predstavuje samotny proces
decelularizacie. Musi byt vel'mi precizny, aby po implantécii nedoslo k nezelanej imunitnej
reakcii, ale zaroven Setrny, aby si skafold uchoval povodné chemické a mechanické vlastnosti.
Vhodne zvolend technika decelularizacie umoZiluje zachovat' aj pévedni orientaciu
kolagénovych vlakien. Rozsiahle Studie tykajice sa tkanivového inzinierstva méikkych tkaniv
aplikovali do svojich experimentov prirodné polyméry a decelularizované tkaniva vo forme
skafoldov. Ich vyuzite pre regeneraciu tvrdych tkaniv je taktiezZ moznd, ale najma kvoli zlym
mechanickym vlastnostiam je potrebné ich kombinovat' so syntetickymi materidlmi alebo

keramikou vo forme hybridnych skafoldov.

7.3.3 Keramika

Keramika predstavuje anorganické materialy derivované z ilovitych surovin, ktoré vznikaji

procesom vypal'ovania. Pozostava z kovovych a nekovovych zloziek. Tie si chemicky viazané
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pomocou io6novych, alebo prevazne iénovych vizieb srdéznym stupfiom

charakteru. Keramické materidly sa vyznacuju nasledovnymi ¢rtami:

vysoka tuhost’,

vysoka pevnost’,

vysoka tvrdost,

odolnost’ voc¢i vysokym teplotam,

dlha zivotnost’, odolnost’ vo¢i opotrebovaniu,

odolnost’ voci chemickej degradacii.

Vyznamné biologické vlastnosti keramickych materidlov su:

Hlavnou nevyhodnou vlastnostou keramiky je vysokd miera krehkosti.

Na zaklade ich schopnosti interakcie v Zivom organizme ich m6zeme delit’ na:

osteoinduktivita - schopnost’ indukovat’ osteogenézu,

kovalentného

osteokonduktivita — schopnost’ poskytnut’ kostnému tkanivu predlohu, na ktorej moze

rast’.

inertné,

bioaktivne,

vstrebatelné (bioresorbovatel'né).

Inertna keramika po implantdcii neinteraguje s okolitym tkanivom, nakol’ko sa v jej

bezprostrednom okoli vytvéara siet’ vldknit€ho spojivového tkaniva. Toto tkanivo vytvara

bariéru medzi implantdtom a okolitymi Struktirami a zaroven zabezpecuje zotrvanie v mieste

aplikacie. Tieto materidly dokazu dlho odolavat’ prostrediu s nizkym pH a dlhodobo si

zachovavaju svoje chemické a mechanické vlastnosti. Vd’aka tomu st vhodnymi kandidatmi

na trvalé implantaty. Predstavitel'om tejto skupiny je napr. oxid hlinity.

Bioaktivna keramika sa dokéaze viazat’ na Specifické proteiny a taktiez uvol'novat’ iony.

Tieto mechanizmy napomadhaji integracii implantatov do tkaniv a mali by tieZ potenciovat’

Specificki biologicki odpoved veducu k regenerdcii daného tkaniva. Zarad’'ujeme sem

bioaktivne sklo.

Bioresorbovate’na keramika sa po implantacii postupne vstrebava a zaroven je

nahradzovana novovznikajucim tkanivom. Patri sem napr. trikalciumfosfat (Obrazok 7.6).

Keramika ma bohaty aplikany potencidl najmi v tkanivovom inZinierstve tvrdych tkaniv,

predovSetkym kosti a zubného tkaniva.



Obrazok 7.6 3D skafold na baze trikalciumfosfatu a hydroxyapatitu. Obrazok vpravo zobrazuje 3D
vytlateny skafold vo forme kvadra na potencidlnu regeneraciu kostného tkaniva. Elektronogram
zobrazuje dany skafold po vyseve kmeniovymi bunkami z tukového tkaniva.

7.3.4 Hybridné materialy

Hybridné materidly sa ziskavaju zliéenim dvoch alebo viacerych zloziek s rozliénymi
chemickymi a fyzikdlnymi vlastnostami. Touto kombinaciou vznikd novy materil
s vylepSenou charakteristikou. Konec¢né vlastnosti takto vzniknutej zmesi su podmienené
mieSatelnostou jednotlivych zloZiek. Medzi zakladnych predstavitel’ov zarad’'ujeme:

e hybridné materidly na baze PLA — PLA/PHB, PLA/PEG,

e hybridné materidly na bdze PCL — PCL/PLA, PCL/PEG, PCL/$krob,

e zmesi polyméru abiokeramiky — rozne syntetick¢é ako aj prirodné polyméry

s bioaktivnym sklom, trikalciumfosfatom ¢i hydroxyapatitom.

Tieto kompozitné skafoldy su predmetom vyskumu a vyvoju v ramci tkanivového inZinierstva
mikkych ako aj tvrdych tkaniv. Ich vyhodou je, ze umoznuju vyhotovenie skafoldu ,,usitého

na mieru* na zéklade aplika¢ného zdmeru.

7.3.5 Hydrogély

Hydrogély predstavuju d’alSiu skupinu materidlov vyuzivanych na vyhotovenie skafoldov
v ramci TERM. Zarad'ujeme sem vo vode nerozpustné gély, v ktorych priecne zosietované
polymérové retazce vytvaraja 3D Struktaru vyznacujicu sa silnou schopnostou viazat’ vodu.
Vdaka zabudovanym hydrofilnym zlozkam zva¢Suji objem vo vode, bez naruSenia
materidlovej sudrznosti. Hydrogély nachddzame aj prirodzene v Pudskom tele (ECM,
chrupavky, menisky, Sl'achy a i.). V kontexte tkanivového inZinierstva, vysoky obsah vody
v hydrogéloch poskytuje idealne prostredie pre preZivanie buniek. Prave preto sliZia tieto
systémy ako podporna matrica pre imobilizaciu buniek a ako nosi¢e regulacnych molekul ¢i
lieciv. Inkorporované bunky v hydrogéloch po implantécii plnia v mieste poSkodenia svoje
biologické funkcie, priCom hydrogél postupne degraduje. Okrem vysokého obsahu vody sa

vyznacuju aj poréznou Struktirou. Je vel'mi vyhodna, nakol’ko umozinuje prisun zivin a odsun
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bunkového odpadu. Disponujii aj vyznamnym stuptiom flexibility a elasticity, ktoré st
podobné vlastnostiam ECM. Byvaju oznacované ako tzv. inteligentné materidly (smart
materials), pretoze reaguju na externé stimuly (teplota, pH, svetlo, magnetické a elektrické
pole, enzymy a i.). Na zaklade stimulov ich mézeme delit’ na hydrogély reagujice na:

o fyzikdlne stimuly (teplota, svetlo, elektrické a magnetické pole),

e chemické stimuly (pH, hladina glukozy, biologické stimuly).

Hydrogély predstavuju velmi atraktivne materidly pre vyskum a vyvoj, nakolko

skafoldy na béaze hydrogélov predstavuju tzv. inteligentné skafoldy s vynimo¢nymi
biologickymi vlastnostami (Obrazok 7.7). Tematike inteligentnych skafoldov sa budeme

venovat’ v samostatnej kapitole.
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Obrazok 7.7 Schéma zniazoriujuca vyvej matric v kontexte ,,smart materials“. Spociatku sa
povazovalo za kl'ucové, aby implantovany material neinteragoval so zivym organizmom. Mal byt’
,.biologicky neviditelny* — inertny. Stadie viak poukazali na skutoénost, e skafold by mal vediet
aktivne modulovat’ biologické ako aj biochemické deje v jeho blizkosti prostrednictvom vylu¢ovania
bioaktivnych molekul. Tato sekrécia bola spocCiatku neregulovana, avSak pokrok v technologickej
priprave umoznil vyhotovit’ matrice s ich riadenym uvol'fiovanim. Pokrocilejsie skafoldy st citlivé na
stimuly z okolia, na ktoré vedia adekvatne reagovat’ prostrednictvom uvolnenia bioaktivnych Cinitel'ov.
NajinteligentnejSie matrice zaznamenaju stimul (fyzikdlny alebo chemicky), odpovedaju nan a
prispdsobia svoje vlastnosti na zaklade zmeny prostredia, v ktorom sa nachadzaju.

Aplika¢ny potencial nasli v Styroch vyznamnych odboroch:
e nosice lieciv a bioaktivnych molekul,
e biomedicinske aplikécie (implantaty s tvarovou pamitou),
e biosenzory (glukézové senzory),
e TERM (vstrekovate'né systémy na transport buniek a rastovych faktorov, povrchy

kontrolujice bunkovu adhéziu, hydrogély podporujuce infiltraciu buniek).
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7.4 Biokompatibilita — kPucova vlastnost’ materialov

Biokompatibilitu moézeme definovat’ ako schopnost’ implantovaného materidlu fungovat’
v in vivo prostredi bez vyvolania neziaducej lokalnej ¢i systémovej reakcie. Tym padom
nepredstavuje riziko pre organizmus prijimatela. Tato vlastnost je absolutne klIicova
pre vSetky druhy implantatov a zdravotnickych pomdcok pouzivanych v praktickej medicine
alebo v ramci vyskumu s aplikaénym potencidlom in vivo.

Pozitivna interakcia cudzieho materialu so zivym organizmom predstavuje prvy krok
k zaradeniu skafoldov do experimentov. Zasadna je taktiez pre naslednu translaciu do prakticke;j
mediciny.

Je dolezité, aby kazdy material presiel dokladnym testovanim. V kontexte matric
na baze polymérnych materidlov je nevyhnutné, aby konkrétne polyméry vyuZzivané
na vyhotovenie skafoldov spliiali tzv. medical grade kritérium. Tato kategorizacia ich odliduje
od polymérov urcenych pre priemyselné a spotrebitel'ské segmenty.

Medzinarodna organizacia pre normalizaciu (ISO) prezentuje usmernenia tykajice sa
biokompatibility zdravotnickych pomdcok v rdmei normy ISO 10993. Kritéria sa vztahuju aj
na tkanivové konstrukty, nakol’ko st ur¢ené na implantaciu do Zivého organizmu. Tato norma
neustale podlieha aktualizacii a obsahuje 20 ¢asti. V skratke mézeme zhrnut’ niektoré kategorie
testov do nasledovnych skupin:

e testovanie celkove] bezpecnosti — testovanie na pyrogény a bakteridlne endotoxiny,
testovanie systémovej toxicity,

e cytotoxicita materidlu — extrakcéné testy, priame a nepriame kontaktné testy,

e hemokompatibilita,

e mutagenicita,

e mukozne iritaéné testy,

e testy senzibilizécie.

V ramci tkanivového inzinierstva zohrdva nesmierne doleziti tulohu testovanie
toxického potencialu materialu v in vitro podmienkach na urovni bunkovych kultar. Toto
testovanie nazyvame aj ako testovanie cytotoxicity. Zameriava sa hlavne na to, ako a ¢i dany
materidl ovplyviiuje rast, proliferdciu a morfologiu buniek. Ich nepriaznivy vplyv sa
na bunkovej trovni prejavuje poSkodenim bunkovej membrany, zastavenim proteosyntézy,
ireverzibilnym naviazanim na receptory az bunkovou smrtou. /n vitro cytotoxické testy su
v ramci $tadia materidlov vel'mi obl'ibené, pretoze su cenovo dostupné, rychle a nevyzaduju

testovanie na animalnych modeloch. Vieme nimi otestovat’ velké mnoZstvo vzoriek, ¢o je



taktiez dolezité zo Statistického hladiska. Testy st zalozené na rdéznych bunkovych
vlastnostiach, akymi su permeabilita bunkovej steny, enzymaticka aktivita buniek, bunkova
adherencia, produkcia ATP a 1.
Cytotoxické testy mozeme rozdelit’ na:
e kvalitativne,
e Kkvantitativne.
Ku kvalitativnym testom radime:
e extrakéné testy,
e nepriame kontaktné testy (agarovy difizny test),
e priame kontaktné testy.
Pri tychto testoch sa toxicita vyhodnocuje po uréitom casovom useku, pocas ktorého boli bunky
exponované danej latke alebo jej eluatu (vyluhu). Zvicsa sa jednd o interval 24 — 48 hodin.
Extrak¢né testy vyuzivaju na testovanie cytotoxicity eluat. Ziska sa 24 hodinovym
vyluhom daného materidlu v zékladnom kultivatnom médiu (MEM — Minimal Essential
Medium). Nasledne sa zbunkovej kultury odsaje poévodné médium a pridd sa vyluh.
Po inkubaécii sa mikroskopicky sleduju morfologické zmeny, degeneracia a lyza buniek.
Tenka vrstva nutricne obohateného agaru sa vyuziva pri nepriamom kontaktom teste
(agarovy difuzny test). Agarom sa prekryva bunkova kultira a na povrch sa umiestni testovany
materidl. Nasleduje 24 hodinova inkubécia. Agar predstavuje membranu umoziujucu prestup
potencidlnych toxickych latok k bunkdm. Material vykazuje cytotoxicitu ak sa v miestach
pod nim vyskytne zéna s malformovanymi, zdegradovanymi ¢i lyzovanymi bunkami. Ak sa
pri testovani nepouzije agarova membrana, vykona sa priamy kontaktny test materialu
s bunkami.
Spominané kvalitativne testy sa &asto doplifiaju kvantitativnymi metodami testovania
cytotoxicity.
Medzi kvantitativne testy patria:
e testy zaloZené na vylucovani farbiva (dye exclusion tests),
e kolorimetrické testy,
e fluorometrické testy,
e luminometrické testy.
Prvé kategoria testov (dye exclusion tests) je zaloZzena na fakte, Ze Zivé bunky vedia
vylucit’ Specifické farbivo, nezivé to vSak nedokézu. To Usti do zafarbenia mftvych buniek.

Tieto deje su podmienené integritou bunkovej membrany. Vyuziva sa napr. tryptanova modra



alebo tetrazoliové soli. Odporucaju sa aplikovat’ najma na testovanie viability buniek vo forme
suspenzii.

Kolorimetrické testy funguji na principe merania urcitého biochemického markera
sliZiaceho na vyhodnotenie metabolickej aktivity buniek. Cinidla vyuzivané pri tychto testoch
menia farbu v zévislosti od zivotaschopnosti buniek a tato zmena umozniuje kolorimetrické
meranie prostrednictvom spektrofotometra. Daji sa aplikovat’ pri testovani adherentnych
buniek ako aj bunkovych suspenzii. Patri sem napriklad MTT test, MTS test, LDH
(laktatdehydrogenazovy) test, WST-1 a WST-8 testy. MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) test patri k najCastejSie pouzivanym metdédam na vyhodnotenie
cytotoxického potencidlu réznych materidlov. Sleduje viabilitu buniek na zaklade aktivity
mitochondrialnych enzymov. Ak je bunka neposkodend, enzymy dokazu redukovat MTT
farbivo na fialovy formazan. Tento produkt vieme kvantifikovat’ na zaklade absorbancie

pri $pecifickej vinovej dizke spektrofotometrom (Obrazok 7.8).

(1) Vysev buniek @ Pridanie MTT ¢inidla @ 3 — 4 hodinova inkubacia

@ Priebeh kolorimetrickej reakcie, ktora je podmienena @ Odéitanie absorbancie
viabilitou buniek

mitochondridglna N
reduktdza

Formazan

Obrazok 7.8 Schematické znazornenie MTT testu. Prvy krok predstavuje inkubaciu buniek s danym
testovanym materidlom. Nasledne sa materidl so starym kultivaénym médiom odoberie a bunkovym
kultaram sa v $pecifickom pomere prida reagens a Cerstvé médium (zafarbenie kultivaénych jamiek
nazlto). Po cca 4 hodinovej inkubdcii sa vysledky vyhodnocuju spektrofotometricky. MTT test odraza
viabilitu a proliferaciu buniek prostrednictvom zachovanej funkcie mitochondrii. Ak su bunky zivé,
dochadza k redukcii MTT ¢inidla a vytvara sa fialovy formazan.

Fluorometrické testy vyhodnocuju viabilitu buniek a cytotoxicitu prostrednictvom
fluorescenéného mikroskopu, fluorometru, fluorescencnej ¢itacky mikroplatni ¢i prietokového
cytometra. Su ovela citlivejSie ako kolorimetrické metddy. Daju sa vyuzit’ pri testovani

adherentnych kultur aj bunkovych suspenzii. Zarad’ujeme sem napr. test redukcie resazurinu
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(alamarBlue assay), GF-AFC test (test markerov Zivotaschopnosti protedzy), CFDA-AM test,
a 1. AlamarBlue test sa pouziva v pocetnych stadiach skiimajucich cytotoxicky potencial novo
vyvijajacich sa skafoldov. Pri tomto teste dochadza ku konverzii modrej, nefluorescencnej
farbiCky resazurinu na ruzovy, fluorescen¢ny rezofurin. Podmienkou tejto zmeny je zachovala
aktivita mitochondridlnych enzymov v bunke. Miera viability buniek je nasledne
kvantifikovand pomocou fluorescenénych pristrojov. Pri vyhodnocovani prostrednictvom
fluorescencnej Citacky je potrebné vybavenie so sadou Specifickych filtrov (560 nm excitacia
590 nm emisia). Tento test umoziuje aj meranie zmien absorbancii, ale neodportca sa, nakol'’ko
nie je tak vypovedna ako meranie fluorescencie.

Luminometrické testy meraju luminiscenény signal podmieneny biochemickymi
reakciami v bunkach. Velkou vyhodou je, Ze tento signal (signdl typu Ziary) pretrvava a je
stabilny po pridani dan¢ho ¢inidla. Tento jav mozZno vyuZit' na ziskanie hodnoét vitality aj
cytotoxicity z tej istej jamky. K tymto testom radime ATP test a tzv. real-time viability assay
(testovanie viability v redlnom Ccase). ATP (adenozintrifosfat) predstavuje najdolezitejsi
zasobnik chemickej energie v bunkach. Je nevyhnutny pre procesy syntézy, signalizacie,
transportu a migracie. Prave preto je bunkovy ATP vel'mi citlivy marker pre vyhodnocovanie
viability. Pri letdlnom poskodeni bunky strdcaji membrany integritu a taktiez schopnost’
syntetizovat’ ATP, ktorého hladina dramaticky klesa. ATP test je zaloZeny na premene luciferinu
na oxyluciferin. Tato reakcia je katalyzovana enzymom luciferaza za pritomnosti Mg?* iénov,
priCom ATP poskytuje luminiscenény signal. Existuje linearny vzt'ah medzi intenzitou
luminiscen¢ného signélu a koncentraciou ATP alebo poctom buniek. Tento test predstavuje
vel'mi rychlu a citliva metodu na detekciu Zivotaschopnosti buniek. Navyse je menej nachylny
na artefakty nez iné testy cytotoxicity. Luminiscencny signal dosahuje stabilné hodnoty
a pretrvava pocas 10 minut od pridania Cinidla.

Real-time viability assay vyuZziva luciferazu derivovanu z morskych kreviet spolu
s malou molekulou pro-substratu. Obe sa pridavaji priamo k bunkovym kultaram ako ¢inidla.
Zivé bunky redukuji pro-substrat na substrat, ktory luciferaza vyuZzije na generovanie
luminiscenéného signalu. Tato metdéda umoziuje kontinudlne monitorovanie bunkovej
viability ¢i cytotoxicity v realnom ¢ase. Pri dizajne experimentu s potencidlnou aplikaciou in
vivo je vzdy kluCové zvolit a nakombinovat’ ¢o najvhodnejSie testy cytotoxicity. Mylny
vysledok signifikantne ovplyvni priebeh celého vyskumu a preto testovanie cytotoxicity patri

medzi prvé experimenty vykondvané v rdmci materidlovych studii.



7.5 Porézna Struktura skafoldov a technoldégie vyroby umoziiujice porézny
dizajn
7.5.1 Porézna Struktura skafoldu

Dizajn skafoldu predstavuje jednu zo zasadnych vlastnosti determinujticich mieru funkénosti
celého tkanivového konStruktu. Rozsiahle vyskumy potvrdili, Ze matrice by mali mat’ poréznu
Struktiru s navzajom poprepajanymi pormi (Obrazok 7.9). Této Struktira umoznuje penetraciu
buniek aj do vnutra skafoldu a priamo ovplyviiuje ich proliferaciu a diferenciaciu. Zaroven
ulahCuje difuziu nutrientov a kyslika k vysiatym bunkdm a taktiez k ECM, ktorti bunky
produkuju.
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Obrazok 7.9 Elektrénogramy z rastrovacieho elektrénového mikroskopu znazornujice priklady
roznej poréznej Struktury skafoldov na baze prirodnych polymérov, prieény rez. Porozita bola
dosiahnuta aplikaciou technoldgie vymyvania Castic.

Porézny dizajn umoznuje odvadzanie odpadovych produktov. Tie maju bunkovy pévod
alebo predstavuju degradacné produkty daného materidlu. Zasadny dej predstavuje aj
prenikanie ciev cez pory. Vaskularizdcia podmiefiuje uspeSnu integraciu tkanivového
konstruktu do daného organu. Tento fenomén je vel'mi dobre zndmy, avSak v praxi predstavuje
vel'ku vyzvu pre vedcov. Vytvorit’ 3D Struktiru umoziujicu preniknutie buniek, zivin a ciev aj
do najhlbsich ¢asti matrice, je vel'mi narocné. Ak sa vSak takyto dizajn nedodrzi, ¢asto dochadza
k odumretiu tkanivového implantitu v Zivom organizme. Podmiefiuje to nedostatok
adekvatneho vyZzivovania a odvadzania odpadovych metabolitov.

Porézna Struktira ulahCuje umiestnenie a stabilizaciu implantatu po jeho aplikacii in vivo.
Umoznuje dobrt komunikaciu s mikroprostredim prostrednictvom efektivneho uvolnovania

biofaktorov do okolia vysiateho skafoldu.
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Je dolezité, aby mali péry primerani velkost’, ktora umozni efektivne prichytenie
buniek s ndslednou migraciou do vnutornych Struktur. Vel'kost’ porov je determinovana typom
vysievanych buniek a taktiez od druhu rekonstruovaného tkaniva. AvSak treba mat’ na pamati,
ze priliS§ vysokd porozita negativne ovplyviluje mechanické vlastnosti skafoldu. Preto je
dolezité dbat’ na to, aby poréznost’ bola dostatocna, ale na druhej strane nenarasala mechanick
stabilitu matrice. V stcasnosti viaceré experimentalne stadie poukazuju na fakt, ze ideélna 3D
Struktara skafoldu obsahuje vécsie 1 menSie pory (makro-pdry, mikro-péry). Vychadza to
z poznatku, Ze viaceré¢ tkaniva v 'udskom tele disponuju Struktarou, ktora nema uniformnu
velkost porov (tzv. gradient porosity structure — GPS). Porézna architektura je nevyhnutna aj
pre regeneraciu tkaniva, nakolko umoznuje migraciu okolitych buniek do tkanivového
implantatu.

Na dosiahnutie poréznej Struktury je dolezité vybrat vhodny materidl a najmi

technologicky spdsob jeho spracovania do formy skafoldu.

7.5.2 Technoldgie vyroby skafoldov

Translacia skafoldu alebo tkanivového konstruktu z laboratérnych podmienok do praktickej
mediciny predstavuje zlozity ekonomicky a legislativny proces. Pre komeréné pouzitie je
dolezité, aby naklady na vyrobu matric boli prijatel'né a zadrovent by mala byt umoznena aj ich
sériova vyroba. Splnenie zdkladnych kritérii, ktoré principy tkanivového inZinierstva klada
na vyvijajuci sa materidl, st taktiez samozrejmost'ou. V danom kontexte sa javi vyber vhodnej
technologie vyroby na konkrétnu aplikaciu ako kI'i¢ovy. Doposial’ bolo opisanych viacero
metod umoznujucich syntézu poréznych matric. Ako priklady uvedieme:

e clektro-spining,

e odlievanie z roztoku a vymyvanie Castic,

e spenenie plynom,

e emulzifikdcia a vymrazovanie,

e termicky indukovand separacia faz.
V stcasnosti mame k dispozicii aj najmodernejSie technolédgie, ktoré predstavuju tzv. pokrocilé
vyrobné techniky (advanced fabrication techniques). Radime k nim:

e 3D tlac,

e 3D biotlac,

o selektivne laserové spekanie,

e stereolitografia,

e rychle prototypovanie a i.



Pokrocilé technologie umoziujii vyhotovenie 3D skafoldov s extrémne preciznym
dizajnom a vyhodnymi vlastnost’ami. V kontexte vyroby inteligentnych skafoldov predstavuju
pokrocilé technologie metédu volby. V nasledujicom texte bude viac priblizend metoda
elektro-spiningu, 3D tlate a 3D biotlace. Tieto metdédy umoziiuji pripravit’ inteligentné
skafoldy, ktoré dokdzu byt dobre modifikovateI'né v zmysle architektiry alebo funkénosti.
Ponukaji vyhotovenie skafoldov s r6znou architektirou a topografiou porov, ¢im umoziujua
vyhotovit’ matricu podl'a jej cielenej aplikéacie. Takéto inteligentné matrice maji potencial
na efektivnu adaptaciu v Zivom organizme a uspesSnu reparaciu poskodeného tkaniva. Pokrocilé
vyrobné techniky umoznuji syntézu skafoldov pre tkanivové inzinierstvo komplexnych,
hierarchicky usporiadanych tkaniv.

Elektro-spining alebo tzv. elektrostatické zvladknovanie predstavuje jednu z metdd
umoznujucich produkciu nanovlakien. Pre svoju nizku energetickii naroc¢nost’ a schopnost’
priemyselnej vyroby nanovlaknovych materialov sa stal intenzivne Studovanou technoldgiou
v ramci TERM. Zariadenie sa sklada z nasledovnych casti (Obrazok 7.10):

e striekacka napojend na pumpu,

e ihla/kapiléra predstavujica jednu z elektrod,
e stabilnd Cast’ trysky,

e kolektor (predstavujtci druht elektrodu),

e uzemnenie,

e zdroj vysokého napitia.

/— Striekacka

Polymérny
roztok

Vlakno
polyméru

_X/

Zdroj vysokého
v napétia

Kolektor

Obrazok 7.10 Schematické znazornenie technolégie elektrostatického zvlakiovania.

Pri tomto procese dochadza k tvorbe nanovldkien prostrednictvom vplyvu silného

elektrického pol’a na roztok alebo taveninu polyméru. Tvorba samotnych vlakien, ktoré moézu
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mat’ velkost’ desiatok ¢i stoviek nanometrov, prebiecha medzi dvoma opacne nabitymi
elektrodami. Zdroj vysokého napitia predava svoj kladny ndboj ihle a zadporny naboj sa
odovzdava kolektoru na uzemnenie. Prostrednictvom pumpy pripojenej k strickacke sa
polymérny roztok vo forme kvapdocky vytlaca z ihly, nabija sa pod vysokym tlakom a nésledne
sa nat'ahuje do vlakien. Tie sa v podobe siete zachytavaji na kolektore.

Parametre s bezprostrednym vplyvom na tvorbu nanovlékien st:

e tvar ihly,
e vlastnosti roztoku — koncentracia, vodivost, viskozita, molekulovd hmotnost’
polyméru,

e premenné samotné¢ho procesu — vzdialenost’ elektrdd, sila elektrostatického pol'a,
e vlastnosti okolia — teplota, vlhkost’, pradenie vzduchu.

Jednotlivé parametre sa daju 'ahko upravovat’ tak, aby vznikla Strukttra skafoldu podl'a
konkrétnych poziadaviek. Najmi sa jedna o porozitu, ktorou sa myslia ,,medzery‘ vytvorené
medzi jednotlivo usporiadanymi vldknami. Vyhodou tychto matric je ich velky povrch
ul’ahcujuci adhéziu buniek. Parametre nanovlakien sa pohybujii v podobnom rozmedzi, aké
nachadzame v ramci Struktiry ECM. VIdknita Struktira umoziuje inkorporovat rdzne
bioaktivne molekuly do skafoldu, ktoré po aplikécii in vivo priaznivo ovplyviuji biologické
spravanie buniek. Nakol'ko tato technoldgia dovol'uje kombinéciu viacerych materidlov, vieme
tym nadizajnovat’ matricu s vylepSenymi biologickymi a mechanickymi vlastnostami.
Technologia elektrostatického zvlakiiovania podlieha neustalemu vyskumu a vyvoju. V rdmci
najnovsich vyskumov bola namiesto polymérneho roztoku aplikovand vysoko viskdzna
polymérna tavenina. Touto metddou, elektrostatickym zvlakiiovanim taveniny, sa docielilo
cielenejSie nanasanie materialu, co umoznilo vyhotovenie 3D matrice na bdze tzv. aditivne]
vyroby.

Skafoldy na baze elektro-spiningu nachadzaju aplikacny potencial v mnohych odboroch
regenerativne] mediciny. Koherentné a orientované nanovldkna vytvarajice vnitorni
Struktaru skafoldov maji délezity vplyv na prichytenie a proliferaciu buniek. To otvara branu
pre inzinierstvo takych tkanivovych konstruktov, ktorych povodné tkanivo obsahuje vysoko
usporiadant orientovanu Struktaru ECM, ako napr. SPachy ¢i chrupavky.

Niektoré Studie dokonca priamo aplikovali bunky do samotného procesu elektro-spiningu, ¢im
eSte viac zefektivnili ich inkorporaciu do celkovej Struktiry skafoldu. Navyse, bunky tento
proces prezili a pod vplyvom dynamickych kultivaénych podmienok boli schopné vykonavat

biologické funkcie.



3D tla¢ a 3D biotla¢ patria k Sirokej Skale novych procesnych technologii zndmych aj
ako tzv. aditivna vyroba (Additive Manufacturing, AM). Technoldgia AM vytvara produkty
pokladanim materidlu na Cisti podlozku po jednotlivych vrstvach (vrstvenim). Tym sa vyrazne
znizuje materidlovy odpad, pricom sa generuje produkt so Specifickou geometriou.
Na vyhotovenie 3D geometrie sa vyuziva Specificky program, tzv. computer-aided design
software (CAD), ktorého vystup predstavuje digitdlny CAD subor s danym 3D modelom. Ten
je v subore rozdeleny na zakladné stavebné 2D vrstvy. Na zaklade tychto vrstiev vie 3D
tlaciaren tlacit’ pozadovany produkt. Vo vSeobecnosti mozeme konstatovat, ze AM technoldogie
pontkaji vyhotovenie skafoldov pocetnych tvarov a velkosti s presne nadizajnovanou
mikro- a makro-Strukturou. 3D tla¢ sa stala nesmierne cennym technologickym nastrojom
v ramci biomediciny. Poskytuje najpresnejsi navrh a kontrolu Struktary pri vyrobe skafoldov.
Ako sme uz viackrat spominali, ¢o najpreciznej$ia Struktiura matric je pre tispesné uchytenie sa
tkanivového konstruktu v Zivom organizme kl'i¢ova. Enormny ziujem o tito technologiu
v ramci tkanivového inZinierstva je podmieneny mnohopocetnymi vedeckymi publikaciami,
ktoré sa iou zaoberali. 3D tla¢ umoziuje aplikaciu r6znych materialov, vratane hybridnych.
Princip 3D tlace spociva v nanasani danej vrstvy materialu v osi X a Y a nasledne sa vrstvenie
posunie vertikalne v osi Z. Potom nasleduje opdtovné nanéasanie osi X a Y. Tento proces sa
opakuje, az kym sa nedosiahne vytvorenie poZadované¢ho 3D modelu.
K ¢astym metddam tlace patri napriklad ,,ink-jer* metdda, pri ktorej sa matrica tlaci
z polymérneho praSku. 3D ,ink-jet” (atramentovd) tlaciarenn distribuuje vrstvu polymérneho
prasku na pohyblivi platformu. Nésledne sa na tito vrstvu vytrysknl kvapocky tekutého
spojiva (binder), aby sa jednotlivé Castice spojili a predmet bol tuhy. Takymto spésobom sa
na seba ukladaji jednotlivé vrstvy materialu. Ked’ je tla¢ ukonend, nespojené polymérne
prasky su odstranené a ziska sa vysledny 3D produkt.
Dalsi pristup predstavuje tzv. Fused Depositon Modeling metdda, pri ktorej sa nanasa
polymérna tavenina (termoplasticky filament) do pozadovaného 3D modelu.
3D tlac¢ nasla svoje uplatnenie v mnohych medicinskych odboroch na edukacné ucely,
vytvorenie implantatov ¢i pri pldnovani narocnych operacnych zakrokov. Konkrétne odbory
predstavuju:
e stomatologia,
e kardiologia,
e neurochirurgia,

e ortopédia,



e oftalmologia,
e maxilofacidlna chirurgia,
e traumatologia.

Dalgia pokro¢ila technoldgia zaloZena na principe 3D tlade, ktora umozituje priamo
tlacit’ tkaniva ¢1 organy sa nazyva bioprinting (biotlac). Tento proces tlace vyuziva
biokompatibilny atrament (bioatrament) s polymérnym materidlom a zivymi bunkami
(Obrazok 7.11). Material napodobiiuje prostredie ECM. Tym vytvara vhodné podmienky
pre zachovanie nevyhnutnych biologickych funkcii buniek (adhézia, proliferacia, diferenciacia)

po ukonceni tlace.

biotla¢

ese
-
e
bunky tvoria bunk P ladi
ovinnu sucast sy $a priamo tacia
p na skafold, pripadne in vitro kultira

bioatramentu, ktory
moze byt obohateny
aj polymérmi

sucCasne s materialom
do pozadovaného tvaru

3D tlad

—
Au /

o
biomaterial je
povinna sucast

atramentu

prostrednictvom 3D

tlace sa vyhotovi in vitro kultara
matrica, na ktoru sa
mozZu vysadzat bunky

Obrazok 7.11 Atramenty vyuZivané v biotla¢i a 3D tlaci

V porovnani s materidlmi beZne pouzivanymi na 3D tla¢ je potrebné, aby sa
bioatramenty tlacili pri teplotach, ktoré koreluju s fyziologickou teplotou Zivého organizmu.
Biotla¢ vyuziva $tyri zakladné pristupy:

e ink-jet (atramentova) biotlac,

e extruzna biotlac,

e Jlaserova biotlac,

e biotlac zaloZena na stereolitografii.

Atramentova biotla¢ vo vel'kej miere pripomina klasické tlaCiarne na pracoviskéch ¢i
v domacnostiach. Tekuty bioatrament sa nachadza v tlaciarni v naddobe a je tlacovou hlavou
vystrekovany cez dyzu (trysku). Bioatrament z dyzy vychadza vo forme jednotlivych
kvapocok, ktoré sa ukladaji vedl'a seba v X,Y a Z osi. Pohybom tlacovej hlavy vieme vel'mi

presne kontrolovat’ ukladanie kvapiek. Tato metdda ponuka vyuzitie viacerych dyz a tym vieme
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sucasne tlacit’ nielen bunky, ale aj r6zne bunkové biomateridly. Vd’aka tomu vieme vyhotovit’
vel'mi komplexné a hierarchicky usporiadané Struktury.

Extrizne biotlaciarne vyuzivaju na tla¢ objektov husty gélovity bioatrament (biogél).
Ten sa v celku ako gél vytlaca na podlozku vo forme tenkého pruzku a nasledne sa vrstvi.
Vytla€anie prebiecha mechanicky pod tlakom, ked’ sa biogél stlacenim piestu alebo rotaciou
skrutky dostava cez dyzu von. Této technologia pontka velku rychlost’ tlace.

Laserova biotlac vyuziva laser ako zdroj energie na nandsanie biomaterialu na substrat.
Tato technika sa obvykle skladé z Casti ako pulzny laserovy zdroj, d’alej z pasky umiestnenej
na kovovom filme, ktord je potiahnutd tekutym biologickym materidlom a prijimacieho
substratu. Laser oziari pasku a spusti proces odparovania sa biologicého materialu, ktory sa
takto dostane vo forme kvapiek k prijimaciemu substratu. Ten obsahuje biopolymér alebo
vhodné kultivaéné médium a zabezpecuje adhéziu a prezitie buniek pocas tlace.

Tekuté svetlocitlivé bioatramenty sa vyuzivaju pri stereolitografickej biotla¢i. Tato
metdda vyuziva mikro-zrkadld, ktorymi kontroluje intenzitu svetla dopadajuceho na konkrétne
miesto, na ktorom dochddza k polymerizaciu bioatramentu. Aplikuje UV Ziarenie, a preto hrozi
riziko poSkodenia buniek. Na druhej strane, stereolitografickd biotla¢ umozituje preciznu
syntézu Struktir vel'mi malych rozmerov.

V ramci TERM sa biotla¢ aplikovala najma na vyhotovenie ciev, srdca, kosti, chrupky,
oblic¢iek, koze, nervov. Téato technologia umoznuje aj inkorporaciu bioaktivnych molekul,
napriklad proteinov ¢i nukleovych kyselin, do Struktary vysledného 3D konStruktu. Pontka aj
moznost’ tlate tzv. organoidov, ktoré predstavuji in vitro vyhotovené miniatirne
a zjednoduSené verzie organu. Ich dolezitd vlastnost’ vSak je, Ze by mali napodobiiovat
zakladné funkeéné, Strukturdlne a biologické charakteristiky daného organu. Pomocou
organoidov vieme Studovat’ rdzne patofyziologické mechanizmy, farmakodynamiku lie¢iv ¢i
mechanizmus toxicity liekov. Pri pouziti autolognych pacientskych buniek sluZzia
na vyhotovenie terapie Sitej na mieru pri konkrétnom ochoreni.

Z uvedenych technologii vyuzivanych v TERM vyplyva, Ze je mozné vyrobit’ skafoldy
s rozliénymi $truktarami, napriklad vlaknité ¢i hydrogélové matrice. Specificku kategoriu
tvoria tzv. microspehere-based scaffolds (skafoldy na baze mikrosfér/mikrogul’6¢ok). Jedna sa
o mikrocastice schopné enkapsulovat’ bioaktivne molekuly a riadene ich uvolfiovat’ v mieste
potreby alebo poskodenia. V tychto 3D matriciach slizia mikrosféry ako zakladné stavebné

Castice. Pri vyrobe sa mézu kombinovat’ aj s biomateridlmi ako chitosan, kolagén, alginat a i.
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7.6 Bioreaktory

Pokrocilé technolégie spolu s neustalym vyskumom umozinuju vyhotovovat' skafoldy Sité
na mieru pre konkrétneho pacienta. Nakolko l'udské telo predstavuje dynamicky systém, mali
by byt aj tkanivové konStrukty vystavené dynamickym podmienkam, aby sa o najlepsie
adaptovali po in vivo implanticii. Takéto prostredie v laboratérnych podmienkach vieme
navodit’ pouzitim bioreaktorov. Su to Specifické zariadenia, ktoré vytvaraji potrebné
biomechanické, ako aj biochemické podmienky na vyhotovenie funkéného, 3D tkanivového
konstruktu. Dokazu udrzat’ Specifické mikroprostredie pre vysiate bunky tym, Ze v nich
prebieha rovnomernd a kontrolovana distribucia kyslika a nutrientov. V tomto prostredi sa
dobre kontroluje odvadzanie nepotrebného metabolického odpadu z danej kultary. Navyse
Studie potvrdili, ze vysev skafoldov pod dynamickymi podmienkami dokdze lepSie
rozdistribuovat’ bunky na povrchu ako aj vo vnutornych castiach matric. V porovnani
so statickymi kultivaénymi podmienkami, kultivacia a maturacia tkanivového konstruktu
v bioreaktore ponuka nasledovné vyhody:
¢ uniformné rozloZenie buniek pocas vysevu,
e neustdle monitorovanie kultivacného prostredia — teplota, pH, koncentracia kyslika,
metabolitov, tlak
e distriblcia nutrientov spolu so sucasnym odvadzanim odpadovych latok,
e monitorovanie bunkovej viability, proliferacie,
e aplikicia mechanickych stimulov,
e ovplyviiovanie danej kultary fyzikalnymi stimulmi.
Pre kazdy tkanivovy konStrukt je potrebné v zavislosti od in vivo aplikécie, vybrat
vhodny typ bioreaktora a precizne nastavit’ poZadované parametre.
Zékladné typy bioreaktorov su:
e spinner flasks (rotacné fT'ase),
e Dbioreaktor s rotujicou stenou (rotating wall bioreactor),
e kompresny bioreaktor,
e bioreaktor aplikujici tah,
e bioreaktor aplikujtci hydrostaticky tlak,
e perfuzny bioreaktor.
Okrem mechanickych stimulov vieme v bioreaktoroch docielit’ aj ovplyviiovanie
tkanivového konStruktu alebo len samotnej bunkovej kultary aj fyzikalnymi stimulmi. Jedna

sa napriklad o elektricka stimuldciu. Spominané druhy stimulov (mechanické, fyzikalne) sa



daju spajat’ a vysledky pocetnych studii indikuji, Ze tento pristup sa javi ako efektivny
pri vytvéarani funkénych tkaniv v in vitro prostredi.

Spinner flasks, alebo tzv. rotaéné fPaSe, patria k zakladnym a zaroven
k najjednoduchs$im typom bioreaktorov (Obrazok 7.12). Rotaciou zabezpecuju homogénne

miesanie kyslika a zivin v médiu.

skafoldy —
médium s bunkovou
suspenziou obmyvajice
skafoldy

Obrazok 7.12 Bioreaktor typu rotacnej fl’aSe. Skafoldy pripojené na ihly bioreaktora moézu byt
acelularne, ale aj v podobe kolonizovanych matric. Pohyb magnetu zabezpecuje pradenie kultivaéného
média, ktoré ovplyviuje povrch skafoldov Smykovym napidtim. Zaroven su zabezpeCené dynamické
kultivacné podmienky podporujice uchytenie sa buniek na povrch skafoldu. Zarovei zabezpecuju dobry
prisun zivin a O,.

V tomto druhu bioreaktora s skafoldy umiestené na koncovych castiach ihiel, ktoré
tvoria sucast’ nadoby s kultivatnym médiom. Magnetické mieSadlo mieSa okolo pevne
fixovanych matric kultiva¢né médium. Prid obmyvajuci povrch skafoldov vytvara viry, ktoré
ul'ah€uja transport média so Zivinami aj do vnutornejsich Struktar. Na druhej strane sa javi, Ze
tento typ bioreaktora neumoziiuje dostatocne efektivnu distribuciu buniek na povrchu skafoldu.
Bolo pozorované, Ze bunky sa zachytdvaju najma na periférii a stred ostava nekolonizovany.

Na vyvoji tzv. rotating wall bioreaktorov sa primarne podiel'ala NASA za ucelom
simulacie mikrogravitaénych podmienok. Zariadenia rotuju pozdiz horizontalnej osi a vznika
v nich laminarne pradenie média s nizkou intenzitou Smykového napétia. Tieto javy podporuju
homogénnu distribuciu zivin a odvadzanie metabolitov. Bioreaktor pozostava z cylindricke;j
komory, v ktorej vnlitorna a vonkajsia stena dokdzu rotovat. Tym sa umoznuje vol'ny pohyb
skafoldov v médiu ako aj rovnomernd distribucia buniek na povrchu matrice (Obrazok 7.13).
Rotating wall bioreaktory boli aplikované na vyhotovenie tkaniva chrupavky o hribke 5 mm

pocas siedmych mesiacov kultivacie
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Obrazok 7.13 Bioreaktor s rotaénymi stenami. 1) kultivacia tkanivovych konstruktov na podklade
volného padu. Konstrukty sa voI'ne pohybuji v médiu. 2) modifikdcia maturacie vysiatych skafoldov
v rotacnych bioreaktoroch. V tomto pripade su tkanivové konstrukty pripevnené k rotujuce;j stene.

Kompresny bioreaktor nasiel Siroké vyuzitie vramci tkanivového inzinierstva
chrupavky, nakol’ko doké4ze posobit’ na vyvijajlce sa tkanivo statickou a dynamickou zat'azou.

Bioreaktory aplikujuce tah sa Studuju v kontexte vyvoja funkénych tkanivovych
konstruktov Sliach, vizov, kosti, ciev a taktiez chrupaviek. Viaceré studie potvrdili, Ze tato
stimuldcia kolonizovaného skafoldu s mezenchymalnymi kmenovymi bunkami vyrazne
zlepsila ich diferencidciu na pozadovanu bunkovt liniu.

Perfizne bioreaktory dokazu poskytnit’ najlepSie podmienky pre transport média ako
aj najlepsiu distribiciu buniek na matrici. Ich signifikantna rola bola zvyraznena najmi
pri maturacii tubuldarnych tkanivovych konstruktov v dynamickom kultivaénom systéme.
Médium cirkuluje okolo, alebo cez tubularne konStrukty, na ktoré zaroven pdsobi pulzné,
jednosmerné mechanické nat'ahovanie s kontrolovanou frekvenciou (Obrdzok 7.14). Tieto

systémy boli aplikované v ramci tkanivového inzinierstva ciev ¢i mocovej trubice.

pnvod média a Zivin

/NN
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} Y
<1

odvadzanie média a
metabolitov

Obrazok 7.14 Perfuzny bioreaktor. 1) schéma znazornujica nepriamu perfuziu, nakol’ko médium
obteka najmé okolo alen minimalne cez skafold. 2) priama perfuzia, pri ktorej je médium hnané
cez Struktaru skafoldu a Smykové napétie priamo ovplyviiuje bunky v matrici.
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7.7 Bunky aplikované v tkanivovom inZinierstve

Pocas poslednych dekad monitorujeme vyrazny vzostup odborov tkanivového inzinierstva
a regenerativne] mediciny. Zasluzil sa o to intenzivny vedecky vyskum najmé v oblastiach
biomaterialov a buniek. Poskytol ndm objasnenie bioldgie aregulatnych mechanizmov
kmenovych buniek ¢i objav d’alSich bunkovych aj nebunkovych ¢astic, ktoré sa vel’kou mierou
moézu podielat’ na regeneracii poskodenych tkaniv. Aplikacia buniek v tkanivovom inZinierstve
predstavuje atraktivnhu oblast’ vyskumu. Ide najmé o Stddium mechanizmov proliferacie,
migracie a diferencidcie buniek. Analyza genomu ma takisto vel’ké opodstatnenie. Biologické
spravanie podmieniuje ich prijatie v Zivom organizme. Zaroven je podstatné, aby aplikované

bunky nevyvolali neziadicu systémovu reakciu zo strany prijimatela.

7.7.1 Zakladné zdroje buniek

Jeden znajddlezitejSich elementov, ktory podmieiiuje uspech vyhotovenia tkanivového
konstruktu, je schopnost generovat dostatoéné mnoZstvo buniek v laboratornych
podmienkach. Je nevyhnutné aby si bunky zachovavali svoj fenotyp a biologicku funkénost’
po implantovani do zivého organizmu. Po in vivo aplikécii by mali byt schopné produkovat’
spravne organizovani ECM areagovat na biochemické a fyzikalne stimuly. Celuldrna
odpoved’ na spominané deje sa prejavuje prostrednictvom vyluovania cytokinov a signalnych
molekul pre spravnu interakciu s okolitymi bunkami a tkanivami. Pre zachovanie tychto
funkcii je dolezité, aby mali bunky adekvatne podmienky na rast a pripadnu diferenciaciu v in
vitro podmienkach.

V kontexte reparacie konkrétneho tkaniva je kl'icové, aby bol zvoleny zdroj buniek,
ktory vie Co najlepSie napodobiniovat’ vlastnosti povodnych buniek dan¢ho tkaniva. Prave
pre tieto skuto¢nosti sa vo viacerych Stididch utilizovali diferencované somatické bunky
(fibroblasty z bukalnej sliznice, fibroblasty z predkoZky, femoralne osteoblasty a i.). Vyhodou
tychto zdrojov je ich imunitnd kompatibilita, predovSetkym ak sa jedna o autolégnu
implantaciu. Na druhej strane, ich ziskanie vyZaduje intervenény zasah do zivého organizmu
a vytaznost’ zo ziskaného bioptického materidlu je pomerne mald. NavySe, pocas ex vivo
kultivacie ¢asto vykazuju nizky proliferacny potencial a mézu mat’ tendenciu dediferencovat’
na nevhodny fenotyp. Tym degraduji potencidlny regenera¢ny potencial. Spominané limitacie
prinutili vedcov najst’ alternativny bunkovy zdroj. V stiasnosti sa obrovsky zaujem vedecke;j
obce orientuje na vyskum kmenovych buniek, ktoré disponuji unikatnymi vlastnost'ami

a regeneracnym potencialom.



Kmerové bunky

Kmenové bunky predstavuju populaciu nediferencovanych buniek. St pritomné pocas
embryonalneho, fetdlneho, ale aj dospelého Stadia v zivote jedinca. Prave z nich vznikaju
diferencované bunky, ktoré¢ tvoria zdklad tkaniv a organov. Kmenové bunky nachadzame aj
v samotnych diferencovanych orgénoch. Plnia v nich reparacné a regenera¢né funkcie.
Vyrazne sa podiel’aju na udrziavani homeostazy zivych organizmov. Existuje vela vlastnosti
kmenovych buniek, pricom ich dva zdkladné atributy su:

e vysokd kapacita sebaobnovy (self-renewal), t. j. schopnost’ extenzivnej proliferacie
pricom si stale zachovavaju nediferencovany stav,

e potencia (potency) — kapacita diferencovat’ sa do Specifickych bunkovych linii.
Vlastnost’ sebaobnovy zabezpecuje stile udrziavanie populacie kmenovych buniek

v zivych organizmoch. Zaroven sa tento dej podiela na zachovavani ich velkosti, t. j.
nezmenS§uju sa. Mechanizmy podmieniujlice vlastnost’ sebaobnovy su:

e symetricka proliferacia — jedna kmefiova bunka sa rozdeli na dve dcérske, ktoré¢ sa
bud’ diferencujii alebo ostani v nediferencovanom stave (identické¢ s materskou
bunkou),

e asymetricka proliferacia — kmenova bunka sa deli na jednu nediferencovanti bunku
(identicku s povodnou) a na d’alSiu dcérsku, ktord podlieha diferenciécii.

Delenie kmenovych buniek podlieha prisnej kontrole prostrednictvom vnutornych a
vonkajSich faktorov. Analyza genomu tychto buniek ukazala, Zze gény Oct-4, Sox-2 a Rex-1
spolu transkripénymi faktormi LIF (Leukemia Inhibitory Factor), EGF (Epidermal Growth
Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor) a FGF (Fibroblast Growth Factor) st
esencidlne na udrzanie nediferencovaného stavu. Stimul pre diferenciaciu Casto predstavuje
posobenie konkrétneho rastového faktora, napriklad TGF-B (Transforming Growth Factor
f3), BMP (Bone Morphogenic Protein), IGF (Insulin-like Growth Factor).

K d’al§im charakteristikdm kmenovych buniek patri aj fakt, Ze po implantacii dokazu
opidtovne osidlit’ tkanivo svojho pdvodu a prispievaju k tvorbe vysoko diferencovanych
bunkovych populacii aj mimo potreby reparacie ¢i regeneracie tkaniva.

Kmenové bunky mézeme delit’ na zéklade diferenciaéného potencidlu na:

e totipotentné — predstavuji najmenej diferencované bunky, ktoré sa dokazu

diferencovat’ do embryonalnych ako aj extraembryonalnych bunkovych linii. Tieto

bunky vedia vytvorit’ komplexného zivého jedinca. Vznikaju fuziou vajicka a spermie.



Bunky vznikajice pri prvych dvoch deleniach oplodneného vajicka st taktiez
totipotentné,

e pluripotentné — bunky schopné diferencovat’ sa na bunky vsetkych troch zarodo¢nych
listov (endoderm, mezoderm, ektoderm), t. j. do akejkol'vek bunky l'udského tela, ale
uz nie na bunky totipotentné. Radime sem napr. embryonalne kmenové bunky spolu
s indukovanymi pluripotentnymi bunkami,

e multipotentné — nachadzaju sa vo vicsine tkaniv a diferencuju sa na bunky derivované
z jednej zarodocnej vrstvy. Radime k nim napriklad mezenchyméalne kmerové bunky
a hematopoetické kmenové bunky.

e oligopotentné/bipotentné — dokazu sa diferencovat’ len do par bunkovych linii.
Zastupcami st lymfoidné a myeloidné kmenové bunky,

e unipotentné (progenitorové) — produkuju iba jeden typ buniek, ich vlastny. AvSak
zachovavaji si vlastnost sebaobnovy, ktord ich odliSuje od somatickych
(diferencovanych) buniek.

Na zédklade povodu delime kmenové bunky na:

e embryonalne,

o dospelé (adult stem cells),

e indukované pluripotentné.

Embryonalne kmenové bunky

Embryonéalne kmenové bunky nachadzame vo vnutornej bunkovej mase blastocysty, ktora
predstavuje velmi skoré Stadium ontogenézy cCloveka (Obrazok 7.15). Blastocysta vznika
zmoruly priblizne 5 — 7 dni po oplodneni. Pocas fyziologickej embryogenézy zanikaju
po siedmych dnioch od oplodnenia, nakol’ko sa za¢inaju tvorit’ tri zdkladné zarodo¢né listy:
endoderm, mezoderm a ektoderm. Z hl'adiska schopnosti diferenciacie st tieto bunky
pluripotentné, t. j. dokdZzu sa diferencovat’ na akykol'vek bunkovy typ nachadzajuci sa
v I'udskom tele, okrem extraembryondlnych Struktar. Taktiez vedia ostat’ v nediferencovanom
stave po dlht dobu v ramci in vitro kultivacie. NajvyznamnejSie identifikacné markery
embryonalnych kmeniovych buniek st transkripéné faktory OCT4, NANOG, SOX2, KLF4.
Avsak utilizacia pre vedecké ucely je v mnohych Statoch zakézana, nakol’ko dochédza k ni¢eniu

embryi pocas ich ziskavania.



@ Oplodnenie

Obrazok 7.15 Pévod embryonalnych kmenovych buniek

(@ 5-7deii vyvoja embrya

Dospelé kmenové bunky

Embryonalne kmeiiové bunky vo
vnitornej bunkovej mase
blastocysty

Dospelé, somatické kmeniové bunky, radime z hladiska diferenciacnej schopnosti

k multipotentnym bunkdm. Nachadzame ich v diferencovanych tkanivach a organoch. Sluzia

na reparaciu poskodenia a celkovu udrzbu danych $truktar. Najvyznamnej$imi zastupcami st

mezenchymalne kmenové bunky (MSCs) a hematopoetické kmerové bunky.

Tabul’ka 7.2 Dospelé kmeiiové bunky derivované z ré6znych tkaniv a ich fenotypizacia

Zdroj

Kostna dren
Periférna krv

Pupocnikova krv

Placenta
Endometrium
Tukové tkanivo
Kostrovy sval
Koza

Pankreas
Zubna dren

Periosteum

Povrchové antigény
+

CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105, CD106, CD166,
CD271

CD90, CD105, CD133

CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD95, CD105, CD133,
CD166

CD9, CD13, CD44, CD63, CD73,
CD90, CD105, CD349

CD44, CD73, CD90, CD105,
CD140b

CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105, CD146, CD166
CD29, CD44, CD59, CD73,
CD90, CD105, CD106

CD29, CD44, CD71, CD73,
CD90, CD105, CD166

CD29, CD44, CD51, CD58,
CD81, CD9%0

CD29, CD44, CD106

CD9, CD44, CD90, CD105,
CD166

CD14, CD31, CD34, CD45

CD14, CD34, CD45

CD14, CD34, CD45

CD31, CD34, CD45

CD34, CD45

CD14, CD31, CD45

CD14, CD34, CD45

CD14, CD31, CD34, CD45, CD133

CD7, CD34, CD45
CD14, CD34, CD45
CD14, CD34, CD45



MSCs boli aplikované v pocetnych vyskumoch (animalne modely), v ktorych
preukazali signifikantny protizapalovy potencidl avyznamne potenciovali repardciu
poskodenych tkaniv. Ich diferenciacné kapacita je vSak limitovana. Jednou z vel’kych vyhod
aplikacie somatickych kmenovych buniek predstavuje moznost’ implantovat’ autolégne bunky
do daného organizmu. Extrahovat' sa daju zo vSetkych tkaniv pochéadzajucich z troch
zarodo¢nych vrstiev, placenty, aj pupocnikovej krvi. Identifikacia prebieha na zaklade
fenotypizacie prostrednictvom povrchovych CD antigénov (Tabul'ka 7.2).

V organoch sidlia v Specifickom mikroprostredi, tzv. niche (stem cell niche). Tu sa
nachddzaju v pokojovom rezime, pokym nie su aktivované signalmi prichadzajucimi
z okolitého prostredia (najmi v dosledku poskodenia tkaniva). V niche dochadza k vyzive
a ku kontrole sebaobnovy a diferenciacie kmenovych buniek. Taktiez je tu zamedzena priliSna
aktivécia delenia buniek, ktora by mohla vyustit’ do nadorového bujnenia.

Mikroprostredie spominaného niche pozostava z réznych signalov, ktoré generuje ECM
a solubilnych mediatorov regulujicich bunkovu signalizaciu a génovl expresiu. Tym sa
usmeriiuje proliferacia, migracia, diferencidcia ¢i apoptdza. Stale nie je objasnené, ¢o st hlavné
spustace zodpovedné za preklopenie zo Stadia, v ktorom sa kmeniové bunky sebaobnovuji
do procesu diferenciacie.

Nakol'’ko sa MSCs masivne pouzivaju v ramci tkanivového inzinierstva, venujeme dane;j

tematike nasledovnu podkapitolu.

Mezenchymalne kmerfiové bunky (MSCs)

Terminologia MSCs je r6znoroda a pre tento druh buniek sa mdézeme v odbornej
literatare stretnit’ aj s nidzvami ako mezenchymalne stromdlne bunky ¢i medicinalne
signaliza¢né bunky. Predstavuji populaciu multipotentnych stromalnych buniek s kapacitou
diferencovat’ sa na rozne linie, napr. adipocyty, osteoblasty, chondrocyty, myocyty ¢i neurony
(Obrazok 7.16).

V in vitro podmienkach vyborne proliferuja, ¢im vznikaja pocetné bunkové populécie.
Disponuju protizapalovymi, imunosupresivnymi a imunomodulaénymi u¢inkami. Stadie
naznacuju, ze po in vivo aplikacii nespuStaju okamziti imunitni odpoved’. MSCs boli
izolované a popisané priblizne pred 30 rokmi. V sucasnosti existuje vySe 55 000 vedeckych
publikécii, ktoré ich skamali a aplikovali do r6znych experimentov. Boli uspesne izolované z
viacerych zivo¢iSnych druhoch vratane mysi, potkana, zajaca, psa, ovce, oSipanej a ¢loveka.
Aplikovali sa do vySe 950 klinickych $tadii. Vyskum MSCs nam ponuka lepSie porozumiet

biologii buniek a lepsie predikovat’ efekt pri ich aplikécii v ramci bunkovej terapie.
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Obrazok 7.16 Diferencia¢na kapacita mezenchymalnych kmeiiovych buniek

Najcastejsimi zdrojmi pre extrakciu MSCs su kostna dreii a tukové tkanivo. [zolovat’
sa daju aj zo Slachy, periférnej a pupocnikovej krvi, placenty, dentdlneho tkaniva,
urogenitalneho traktu. Nevyhodou je, Ze ziskanie tychto buniek casto vyzaduje invazivny
zakrok, ktory predstavuje potencialne riziko pre pacienta. Vytaznost MSCs zo spominanych
tkaniv variruje, avSak vyskumy poukazuji na fakt, ze so stipajicim vekom donora vidime
klesajuci trend Uispesnosti extrakcie.

Pre vedecké tcely v ramci TERM je potrebné zabezpecit’ dostatocné mnozstvo buniek.
Kultivécia v in vitro prostredi a v médiach so Specifickym zlozenim umoziiuje expandovat
MSCs az na milionové pocty. AvSak opakované pasazovania mézu zniZzovat komplexnost
danych bunkovych kultur.

MSCs produkuji Siroké spektrum biologicky aktivnych molekul, napr. rastovych
faktorov, cytokinov, mikro RNA. Prostrednictvom nich komunikuja s jednotlivymi bunkami a
okolitymi tkanivami.

ZAkladné kritéria, ktoré musi bunka spiiiat’ aby mohla byt povazovana za MSCs,
navrhla Medzinarodna spolo¢nost’ pre bunkovu terapiu (International Society for Cell Therapy)
a st nasledovné:

e adherencia na plastové povrchy kultiva¢nych nadob,
e kapacita diferencovat’ sa na osteogénnu, chondrogénnu a adipogénnu bunkovu liniu

v in vitro podmienkach, ¢im sa potvrdzuje ich multipotentnost’,

e pritomnost’ Specifickych povrchovych CD antigénov v bunkove] membrane, a to
konkrétne CD105, CD73, CD90 a zaroven musi chybat’ expresia CD45, CD34, CD14
alebo CD11b a CD79a, alebo CD19 a HLA-DR povrchovych molekul.



K d’al$im zdkladnym charakteristikam patri:

e symetrickd alebo asymetricka proliferécia,

e motilita,

e schopnost’ organizovania sa do multifunkénych zhlukov.

MSCs maji tvar podobny ako fibroblasty, ktory znacne variruje od toho, s akym

povrchom bunka interaguje (mékky/tvrdy, hladky/drsny).
Aby vedeli kmenové bunky naplnit’ svoj regeneracno-repara¢ny ucel, je nevyhnutné, aby sa
nachadzali vo vhodnom mikroprostredi s patricnou stimulaciou. Preto sa aj viaceré Studie
zamerali na podrobnejsi vyskum ich niche, nakolko reprogramovanie fenotypu MSCs je
vo vel'kej miere zavislé od tohto Specifického vnatorného prostredia.

Niche by sa malo vnimat’ ako $pecificka oblast kde humoralne, neuralne, parakrinné,
fyzikalne a metabolické podnety interaguji navzajom medzi sebou a bunkami. Nie ako
konkrétne miesto, kde tieto bunky prezivaju.

Je naro¢né presne zadefinovat’ jednotlivé komponenty, ktoré sa podiel'aju na tvorbe niche,
nakol’ko sa liSia medzi jednotlivymi tkanivami. Ale mézeme konstatovat’, ze ultimatny zaklad
tvoria:

e podporné bunky stromy, vratane medzibunkovych adhéznych molekul a solubilnych
faktorov, ktoré sa nachadzaju v bezprostrednej blizkosti kmenovych buniek,

e proteiny ECM sluziace na ukotvenie kmenovych buniek a zaroven poskytuji
mechanicku oporu na prenos signalov,

e cievy poskytujuce prisun zivin a neustalych signalov z ostatnych organov,

e neurdlne impulzy podporujlice mobilizdciu kmenovych buniek zniche. Taktiez
integruji  signaly zrozli€nych organov. Tato zlozka sa javi obzvlast dolezita
pri aktivizacii hematopoetickych kmenovych buniek.

Niche kmenovych buniek predstavuje vel'mi dynamické mikroprostredie, ktoré podl'a
viacerych $tadii podlieha starnutiu, v patologickych pripadoch aj malignej transformacii. Bolo
identifikovanych pét’ lokalizacii niche u cicavcov, a to hematopoeticky systém, ¢revo, mozog,
svaly a koza. Pocas experimentov s MSCs sa pozorovalo, Ze ich populacie nie su homogénne,
ale bunky v nich sa spravaji skor ako jednotlivci. To znamend, Ze nie vSetky bunky maji
rovnaké biologické spravanie (napr. v ramci jednej populéacie urc¢ité bunky diferencujt, iné
podl'ahnu apoptoze, pricom pochédzaji z toho istého klonu). Tento jav je stidle predmetom

mnohych vyskumov, ktoré by mohli poskytnit’ vysvetlenie tohto deja.



Pri kultivacii MSCs v kultivaénych nadobach sa bunky prichytavaju na plastovy povrch
prostrednictvom integrinovych receptorov, ktoré sa zhlukuju do fokalnych plakov. Pri ich
formacii sa zapéjaju taktiez molekuly ECM (fibronektin, laminin, kolagén). Tie su sucast'ou
séra pridavaného do kultivaénych médii. Kultivaéné nadoby zvycCajne disponuju negativne
nabitym povrchom, aby sa ul'ah¢ilo prichytadvanie ECM proteinov a samotnych buniek. Avsak,
pre multipotentné bunky takyto rigidny povrch nemusi byt’ vzdy vyhovujtci, nakol’ko Stadie
preukazali, ze prave tvrdé povrchy potenciuju MSCs diferencidciu do osteogénnej linie.
Diferenciacia na adipogénnu, myogénnu ¢i neurogénnu liniu prebehla v rdmci experimentov
lepsie na méksich povrchoch (napriklad pri pouziti gélovych skafoldov).

Tkaniva v 'udskom tele preukazuji roznu skalu svojej pruznosti v tahu, ktora sa kvantifikuje
Youngovym modulom a ddva ndm obraz o ich tvrdosti/makkosti:

e mozog a kostna dren cca 0,3 kPa,

e tukové tkanivo cca 3 kPa,

e svalové tkanivo cca 10 kPa,

e kostné tkanivo cca 100 kPa,

e kultiva¢né nadoby vyse 1000 kPa.
Tieto fakty treba brat’ do tivahy pri vysievani skafoldov, pretoze nevhodne zvolena tvrdost’
materialu mdze negativne vplyvat’ na diferencia¢nt kapacitu MSCs.

Standardné in vitro kultivaéné podmienky nedokazu dobre pripravit MSCs na in vivo
pOsobenie. Taktiez je narocné relevantne vyhodnotit’ ich biologicku aktivitu po implanticii
do zivého organizmu. Stadie poukazuju na skutoénost’, Ze vhodne nadizajnovana matrica, vie
zlepsit’ ich in vivo pdsobenie. Preto sa v sucasnosti pri reparacii poSkodenych tkaniv preferuje
aplikacia tkanivovych konstruktov pozostavajicich z MSCs (alebo buniek vo vSeobecnosti)
vysiatych na skafold.

Rutinna kultivadcia MSCs prebieha zvdcSa v inkubaénych boxoch s nastavenou
koncentraciou kyslika na 20 %. AvSak bunky sa v in vivo prostredi musia prisposobit’ ovel'a
niz§im koncentraciam O, ktoré st pritomné v danych tkanivach. Vela §tudii zdoraziuje proces
»predpripravy” MSCs na in vivo aplikiciu. Jeden z pristupov opisuje kultivaciu buniek
v in vitro podmienkach pri nizkych hladinach Oa, t.j. 1-5 % O». Predpriprava buniek na hypoxiu
moze viest’ k lepSej adaptacii a viabilite v zivom organizme.

Imunomodulaéné uéinky MSCs

Prvé hypotézy tykajice sa imunomodula¢nych schopnosti MSCs boli podmienené Stadiami,

v ktorych ich in vivo aplikdcia nevyvolala reakciu Stepu voci hostitelovi. Tieto pozorovania



nasledne podnietili bliz§ie S$tddium mechanizmu tychto buniek pocas ich interakcie
s imunitnym systémom hostitel’a.
MSCs ovplyviiuju bunky vrodenej a ziskanej (Specifickej) imunity. Je to dané faktom,
ze produkuju Sirokt skalu imunomodula¢nych molekil vratane:
e prostaglandinu E2 (PGE2),
e oxidu dusnatého,
e indolamin 2,3-dioxygenazy (IDO),
e interleukinu 6 (IL-6), interleukinu 8 (IL-8),
e povrchovych markerov FasL, PD-L1, PD-L2.

V kontexte modulécie vrodenej imunity posobia MSCs na makrofagy, neutrofily, NK-
bunky, mastocyty a dendritické bunky. St schopné migrovat’ na miesto poSkodenia, kde
prostrednictvom produkcie PGE2 polarizuji makrofagy na fenotyp M2, ktory disponuje
protizapalovymi vlastnostami. NavySe, PGE2 taktiez inhibuje degranulaciu mastocytov
a produkciu prozapalovych TNF-a a IL-12. Cytotoxicka aktivita NK-buniek je inhibovana
prostrednictvom PGE2 a IDO. Vyskumy taktiez preukézali schopnost MSCs buniek redukovat’
expresiu NK bunkovych receptorov.

Imunomodulaény vplyv na dendritické bunky sa prejavuje poklesom prozapalovych zrelych
DC1 buniek, spolu so zniZenou expresiou TNF-a.

Vyskumy preukdzali, ze imunosupresivne u€inky MSCs su zavislé aj od hladiny IL-10. AvSak
nie je isté €i je tento cytokin produkovany samotnymi MSCs, alebo len stimulujii iné bunky
k jeho produkcii.

Pri interakcii s T-lymfocytmi redukuji MSCs zdpalové Thl bunky a zvySuji hladiny
regula¢nych T-lymfocytov (Treg). Zaroven dochadza k vzostupu populacie protizapalovych
Th2 buniek s konkomitantnym poklesom hladin IFN-y. Spominané imunosupresivne
a protizapalové mechanizmy, ktorymi MSCs moduluji imunitni odpoved’, predikuju ich
potencialnu aplikaciu v ramci bunkovej terapie roznych autoimunitnych choréb a vel'mi tazko
lie¢itelnych zapalovych ochoreni.

Exo0zomy derivované z MSCs

Tkanivové inzinierstvo pontika moznost’ vyhotovenia tkanivového konstruktu ,,Sitého
na mieru® pacientovi. Moznost' kolonizacie skafoldov autolognymi bunkami predstavuje
pre pacientov vel'kt vyhodu z hl'adiska nezelanych imunitne-podmienenych reakcii. Avsak boli
spozorované pripady, pri ktorych aj autologne tkanivové konstrukty boli odmietnuté. Kazda

takato reakcia predstavuje zataz a riziko pre pacienta. Pri snahe eliminovat’ takéto reakcie sa



vedci snazili modulovat’ skafoldy iba bioaktivnymi molekulami s regenera¢nymi
vlastnost’ami. Zaroven by nahradili potrebu pouzitia celych buniek. Pocetné $tidie naznacuju,
e vyssie spominané vlastnosti dokazu spinat’ $pecifické membranové extracelularne vezikuly,
tzv. exozomy. Dosahuju vel'kost’ v rozpiti 30 — 200 nm a produkuje ich vacSina buniek vratane
imunitnych, neurdlnych, epitelidlnych, endotelidlnych, embryonalnych, rakovinovych buniek
a takisto MSCs (Obrazok 7.17).

Termin extracelularne vezikuly vo vSeobecnosti zastreSuje niekol’ko typov vezikl,
akymi st napr. mikrovezikuly, exozémy a apoptické telieska. Slovo ,,exozém* vSak
Specificky oznacuje vezikuly, ktoré sa tvoria vo vnutri multivezikularnych teliesok (MVB)

v bunkach.

povrchovy antigén \ _ f adhézne molekuly

ooy
" naloZ biologicky aktivnymi
j\ %% makromolekulami:
¢ nukleové kyseliny, proteiny, lipidy, a.i.
tukovy raft : > ’%‘

tetraspanin

Obrazok 7.17 Zakladna stavba exozému. Exozoémy predstavuju v l'udskom tele medzibunkovy
tranzitny systém s pleiotropnymi ¢inkami. Ich Struktura priamo zavisi od typu povodnej bunky, z ktorej
su generované. Povrch prezentuje fosfolipidova dvoj vrstva so $pecifickymi antigénmi, tetraspaninmi,
adhéznymi molekulami, lipidmi a karbohydratmi. Vnutri obsahujli bioaktivne makromolekuly, akymi
su proteiny, lipidy ¢i nukleové kyseliny.

Exozémy su nosiémi dolezitych informacii a makromolekul zo svojho povodného
zdroja. Zastavaju dolezita tlohu v rdmci medzibunkovej komunikacie.

Makromolekuly nachiadzame na vnltornej aj na vonkajSej strany exozoému a k hlavnym
predstavite’om patria enzymy, transkripéné faktory, lipidy, proteiny ECM, receptory a
nukleové kyseliny.

Exozomy boli po prvy krat objavené pri vyskume mechanizmov dozrievania ov¢ich
retikulocytov na Cervené krvinky. Vedci Pan a Johnstone v roku 1983 zdetegovali Specificky
typ vezikuly, ktora bola uvolnena z retikulocytov a obsahovala lipidy, proteiny a enzymy
retikulocytarneho pdévodu. Tieto utvary neskor pomenovali ako exozdémy. Spociatku boli

povaZované za bunkovu debris signalizujicu bunkovu smrt’. Av§ak masivny vyskum potvrdil,
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ze sa jedna o unikatne utvary, ktoré bunka uvolnuje do extracelularneho priestoru a
disponuju vyraznym bioaktivnym potencialom.

Doposial’ boli exozémy detegované takmer vo vSetkych telesnych tekutinach v ramci
fyziologického ale aj patologického stavu 'udského organizmu. Nachédzaju sa v moci, krvi,
sére, materskom mlieku, plodovej vode, likvore, malignych vypotkoch, slinach, zZI¢i a lymfe.
Podiel'aju sa na medzibunkovej komunikacii ¢i vymene genetického materidlu a proteinov
medzi povodnymi a okolitymi bunkami. V ramci TERM vzbudzuju zéujem tym, ze dokéazu
potenciovat a modulovat reparaéné mechanizmy v poSkodenych tkanivach. Pocetné
protokoly umoziuju ich efektivnu izolaciu s naslednym inkorporovanim do réznych skafoldov
a aplikaciou in vivo v mieste poSkodenia. Okrem toho nam umoznuju Studovat’ v in vitro
podmienkach patofyziologické mechanizmy podmieniujuce systémové ochorenia.

Biogenéza exozomov prebieha prostrednictvom exocytéozy (Obrazok 7.18). Su
generované z multivezikularnych teliesok (MVB), ktoré obsahuju intraluminélne vezikuly.
MVB su zvicsa vystavené lyzozomalnej degradacii hydrolazami. Ak tomuto mechanizmu
uniknd, priamo sa spajaji s bunkovou plazmatickou membranou. Nésledne dochadza
k vyli€eniu exozémov do extracelularneho prostredia. Tam nadobtidaju pleiotropné funkcie.

Struktiira a zloZenie exozomov zavisia od povodu bunky a mikroprostredia, v ktorom
sa nachadzaju. Ako biologické transportéry mozu prendsat’ proteiny, peptidy, nukleové
kyseliny a lipidy. Stadie skiimajuce proteinové zloZenie exozémov ukazali, Ze zatial’ ¢o niektoré
proteiny Specificky pochddzajii z rodicovského tkaniva, niektoré st jedinené len pre dané

exozomy.

exozomy
(30 - 200 nm)

Exocytéza

intraluminalna

vezikula (ILV) ‘\
\

Rab27A
iy \
multivezikularne

teliesko (MVB)

e
0

fuzia s lyzozémom
a degradacia

Obrazok 7.18 Schéma znazoriiujica biogenézu exozémov. Exozémy s generované pocas procesu
zahffiajiceho  dvojiti  invagindciu plazmatickej] membrany a formovanie intracelularnych

multivezikularnych teliesok (MVB). Tie obsahuji intraluminalne vezikuly. Pri fazii MVB
s plazmatickou membranou dochadza k uvol'neniu exozémov do mikroprostredia.



Transportuju taktiez nukleové kyseliny vratane roznych typov RNA, napr. microRNA,
messenger RNA a nekodujicu RNA. Je zaujimavé, Ze zlozenie proteinov, peptidov a
nukleovych kyselin v exozémoch je nezavislé od typov povodnych buniek hoc zloZenie lipidov
od tychto buniek zavisi. Vychddza to z faktu, ze exozomy obsahuju lipidy plazmatickej
membrany akymi st sfingomyelin, desaturovany fosfatidyletanolamin, fosfatidylserin,
desaturovany fosfatidylcholin, cholesterol a gangliozid.

Vo voPnej forme preukazuji exozémy zhorSenu biologicki dostupnost, a tym sa
znizuje efektivita ich reparacnych G¢inkov v mieste poskodenia. Tento problém bol do znacne;j
miery napraveny kombindciou exozémov so skafoldami, najmé hydrogélmi. Takato forma
zlepsuje nielen ich biologicku dostupnost, ale aj biokompatibilitu. Zaroven je umoznena
reguldcia pomeru ndloze auvolfiovania exozomov zo skafoldov. Tym sa prispieva
k regulovanej regeneracii tkaniva.

V ramci $tudii dosiahli exozémami modifikované skafoldy uspokojivé vysledky pri reparacii
milkkych aj tvrdych tkaniv.

Terapie kmenovymi bunkami st coraz populdrnejSie. Velkd cast nedavnych
vyskumov bola zamerana na potencialny vyznam aplikacie exozoémov derivovanych z MSCs.
Pre pripomenutie, MSCs st nehematopoetické multipotentné dospelé kmeniové bunky, ktoré
mozno izolovat z mnohych biologickych zdrojov. Maji schopnost’ diferencovat sa
na adipocyty, chondrocyty a osteocyty ako aj na endodermalne (hepatocyty) a ektodermalne
linie (neurocyty).

Hoci vysledky stadii in vitro potvrdili silny regeneracny potencial tychto buniek,
vystupy z in vivo §tadii neboli az také uspokojive. Ukazalo sa, ze MSCs slabo prezivali a tazko
sa inkorporovali do poSkodenych oblasti tkaniva. Na druhej strane, pokracujuce vyskumy
poukazali na fakt, Ze priaznivé reparacné uCinky pri aplikdcii MSCs mozno pripisat’
parakrinnej signalizacii, ktord zahfia aj vyluovanie exozoémov do daného mikroprostredia.
Prave preto sa predpoklada, ze exozomy derivované z MSCs by mohli efektivne nahradit’
terapie kmenovymi bunkami pri roéznych patologickych stavoch. Experimentdlne Stadie
vykonané na animalnych modeloch ukézali, Ze tieto vezikuly indukovali reparaciu obliciek,
kosti, chrupavky, koze, pecene ¢i myokardu po infarkte. DokaZzu taktiez transportovat’ lie¢iva
a biomolekuly.

V porovnani so syntetickymi nanocCasticami, lipozoémami ¢i bunkami, maji exozoémy
mnoho terapeutickych vyhod. Vyplyva to zich vlastnosti, ako napriklad mensia velkost,
nepritomnost’ jadra (prevencia neoplastickej transformacie), vysSSia stabilita a relativne

jednoduchd izolacia v in vitro podmienkach.



Indukované pluripotentné kmenové bunky

Indukované pluripotentné kmenové bunky (iPSCs) predstavuju d’al$i typ buniek
podliehajuci extenzivnemu vyskumu v rdmci odborov TERM. Jedna sa o dospelé somatické
bunky, ktorych gendm je in vitro preprogramovany na pluripotentny stav podobny embryu.
Tato zmena sa dosiahne nitenou expresiou génov kodujucich transkripéné faktory, ktoré sa
povazuju za kliCové pre udrzanie pluripotencie embryonalnych kmenovych buniek

(Obrazok 7.19).

reprogramovanie iPSCs

—_—
| Octd, Sox2, K1f4, c-Myc

) somatické bunky
pacient izolované z
4 bioptického
tkaniva

in vitro diferenciicia

@ .
C »_6
] .
kardiomyocyty ~ hematopoetické pankreatické neurény

bunky bunky J

N J ) P,

autolégna transplantacia

Obrazok 7.19 Schéma znazoriujica proces izolacie, reprogramovania a aplikacie iPSCs v ramci
bunkovej terapie

Prvé iPSCs pochadzali z buniek mysi aboli vytvorené v laboratériu Yamanaka
na Kjotskej univerzite v roku 2006. V tom istom laboratdriu sa taktieZ podarilo vygenerovat’
prvé Pudské iPSCs. Jednalo sa o proces transdukcie dospelych Tl'udskych dermélnych
fibroblastov virusovymi vektormi, ktoré niesli kI'icové gény pluripotencie, a to: Oct4, Sox2,
Klf4 a c-Myc . Existuje aj ind kombinacia. Konkrétne sa jedna o gény kodujuce transkripcné
faktory Oct4, Sox2, Nanog a Lin28. Spominané¢ faktory preprogramovali genom
diferencovanych fibroblastov do pluripotentného stavu, ktory je ekvivalentny, ale nie identicky
s 'udskymi embryondlnymi kmeniovymi bunkami.

Porovnanie l'udskych iPSCs a embryondlnych kmenovych buniek preukazalo viaceré
podobnosti, najmd morfologické charakteristiky, vyskyt povrchovych antigénov, profil
génovej expresie, epigeneticky stav a diferenciacny potencial. IPSCs sa podarilo vygenerovat’
z mnohych typov somatickych buniek vratane dermalnych fibroblastovych buniek,
pankreatickych beta buniek, nervovych kmenovych buniek, zrelych B-lymfocytov,

hepatoctytov, keratinocytov €1 z buniek pupocnikovej krvi.
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Doposial’ sa neustanovila jednotna metdda, ktora by zaruc¢ovala najlepsiu ucinnost’ konverzie
somatickych buniek na liniu iPSCs. Na druhej strane, urcité Standardy na identifikdciu a
charakterizaciu iPSCs st relativne akceptované a taktiez dodrziavané.

Plne preprogramované 'udské iPSCs zdiel'aju morfologické charakteristiky s ludskymi
embryonalnymi kmenovymi bunkami. Radime k nim:

e vysoky pomer jadra k cytoplazme,

o velké jadierka,

e tvorbu plochych kompaktnych koldonii s odliSnymi bunkovymi hranicami a dobre
definovanymi okrajmi kolonii,

e kontrola expresiec markerov pluripotencie, ku ktorym radime Specifické embryonalne
antigény SSEA-3 a SSEA-4, Tra-1-60 a Tra-1-81 ako aj transkripéné faktory Oct4,

Sox2 a Nanog. Miera expresie danych markerov by mala byt porovnatelna s ich

vyskytom u embryonalnych kmenovych buniek.

LCudské iPSCs majl tendenciu vykazovat’ vysokl telomerazovu aktivitu a pozitivne sa farbia
na aktivitu alkalickej fosfatazy. Tieto parametre sa mézu kontrolovat’ bud’ genetickymi
metddami (kvantitativna RT PCR, mikro€ipova analyza) alebo imunocytochemickymi
metédami (farbenie alkalickej fosfatazy, SSEA-3/4, Okt4). Epigeneticky stav iPSCs sa
porovnava s embryondlnymi kmefiovymi bunkami pomocou bisulfitového genomického
sekvenovania, aby sa skontroloval stav metylacie promotorov génov zodpovednych
za udrZiavanie pluripotencie a diferenciacie.

Dalia charakterizacia Pudskych iPSs buniek zahffia dve urovne. Prvii predstavuje
schopnost’ iPSCs formovat v in vitro podmienkach 3D agregaty pluripotentnych buniek,
tzv. embryoid bodies. Tie sa potom testujil na pritomnost’ markerov charakteristickych pre
vSetky tri zarodocné vrstvy. Druht Groven predstavuje tvorba teratému, pri ktorej sa iPSCs
vstrekuji  do imunodeficientnych mys$i, kde by mali vytvorit néador pozostavajuci
z diferencovanych buniek endodermu, mezodermu a ektodermu. Tieto Standardy vSak nie su
pevne stanovené a stale sa o nich diskutuje.

Vel'a inovativhych metéd bolo aplikovanych na generovanie iPSCs. Prvu a velmi
efektivnu metodu predstavovala retrovirusova transdukcia na zavedenie transkripénych
faktorov do somatickych buniek. AvSak problémom tejto metdody bola nechcend gendomova
inzercia virusovych transgénov sich reaktiviciou a ndaslednou tvorbou nadorov
u chimérickych zvierat. Tym padom sa metdoda zapisala ako vysoko mnespolahliva

pre terapeutické ucely. Lentivirusy boli takisto pouzité na indukciu iPSCs, bud’ ako viaceré



vektory obsahujuce jednotlivé faktory alebo ako multifaktorova kazeta v jednej lentivirusove;j
Zastici. Riziko inzerénej mutagenézy v dosledku genémovej integracie viak zostalo. Dalsia
technika aplikuje ako virusovy faktor adenovirus. iPSCs boli generované bez nevyhod
integracie transgénu, ale bola preukazana nizSia uCinnost’ reprogramovania. Tym padom sa
vyzadovala opakovana transdukcia na udrzanie expresie transgénu. Novsia virusova technika
vyuziva tzv. Sendai virus (RNA virus). Tento systém umoznil efektivnu produkciu iPSCs
bez akychkol'vek zmien v genéme a po vytvoreni iPSCs bol virus odstraneny pomocou
negativnej selekcie sprostredkovanej protilatkou.

Nevirusové metédy preprogramovania boli tiez Uspesne aplikované. Patri k nim aj

opakovand nukleofekcia nevirusového polycistronického konstruktu, ktory obsahuje
génové sekvencie reprogramovaia. Potrebnd je naslednd excizia faktorov pomocou systému
Cre/LoxP. Opakované cykly transfekcie polycistronickych plazmidov exprimujucich faktory
reprogramovania tiez poskytli iPSCs bez akéhokol'vek dokazu gendmovej integracie. Na druhej
strane, takto generované iPSCs dosiahli nizsie irovne expresie transgénu a podstatne niz§iu
efektivnost’ v porovnani s retrovirusovym preprogramovanim.
Jeden z najucinnejSich systémov dodavania nevirusovych génov pre generovanie iPSCs
vyuziva tzv. piggyback (PB) transpozon. Vie byt’ vyrezany zo svojho integracného miesta bez
zmeny povodnej sekvencie DNA. Transfekovany transpozon PB nesie jediny konStrukt
obsahujuci kodujuce sekvencie c-Myc, KIf4, Oct4 a Sox2 (tieZ oznacovany ako kazeta MKOS),
ktory po indukovatel'nej expresii UspeSne preprogramuje somatické bunky na iPSCs.

Vsetky vysSie uvedené metdody reprogramovania zahfhaju pouZitie genetického
materialu, ¢o ich robi vel’mi rizikovymi z pohl'adu pouzitia na terapeutické ucely. Jeden
z prvych negenetickych systémov na indukciu iPSCs zahfial priame dodévanie proteinov
reprogramovania pripojenych k bunkovym penetraénym peptidom (tzv. cell penetrating
peptides, CPPs), ktoré obsahuju vysoky podiel bazickych aminokyselin a umoziuju proteinom
prechddzat cez plazmaticki membranu. Tato metdoda poskytuje technicky jednoduchsiu
a ekonomicky vyhodnejSiu alternativu bez akéhokol'vek rizika gendmovej integracie a
inzerénej mutagenézy. Miera G¢innosti reprogramovania je signifikantne niz8ia a vyzaduje
opakované aplikacie danych proteinov.

Indukcia iPSCs prostrednictvom synteticky modifikovanej mRNA predstavuje d’alsi
trend tejto oblasti. Takto vytvorené iPSCs sa nazyvaji RiPSCs (RNA indukované pluripotentné
bunky). Tato nova technoldgia je nemutagénna, ma doteraz najvysSiu Gcinnost’ a kinetiku.

Dokonca viac ako retrovirusovd metdda a bola upravend tak, aby obchadzala vrodené



antivirusové imunitné reakcie proti jednovldknovym molekuldm RNA. Navyse je vysoko

kontrolovatel’na.

KIacové body, ktoré¢ sumarizuji zakladné aspekty tykajice sa generovania iPSCs su

nasledovné:

priame reprogramovanie (zo somatickej priamo na pluripotentni bunku) umoziiuje
generovanie pluripotentnych kmenovych bunkovych linii z takmer akéhokol'vek
somatického tkaniva a cicav¢ich druhov, ¢im sa ich vyuzitie na vedecké ucely vyhyba
etickym problémom spojenym s pouzivanim l'udskych embryonalnych kmenovych
buniek,

priame reprogramovanie predstavuje koncepcéne a technicky jednoduchy pristup, avSak
ide o extrémne pomaly a neefektivny proces. Je ovplyvneny niekol’kymi premennymi,
ktoré ovplyviuju jeho ucinnost’, reprodukovatelnost” a kvalitu vyslednych iPSCs,
rozne faktory st schopné podporovat’ reprogramovanie. Radime k nim gény, ktoré st
normalne exprimované v ranom vyvoji ¢i faktory priamo alebo nepriamo ovplyviiujice
bunkovu proliferaciu,

ucinnost’ a kinetika reprogramovania zavisi priméarne od biologického stavu somaticke;j
bunky, ktora tento proces podstupuje,

metddy reprogramovania mozno rozdelit’ do dvoch tried, metddy zahfniajiice integraciu
exogénneho genetického materidlu a metdody nezahfiiajice ziadnu genetickll
modifikdciu  darcovskych buniek. Spomedzi tychto metodologii je stale
najpouZzivanejSia retrovirusova transdukcia génov OCT4, SOX2, KLF4 a MYC
do fibroblastov,

spomedzi systémov aplikujicich neintegracné reprogramovanie sa pristup na baze RNA
javi ako vel'mi s'ubny. Na druhej strane, predstavuje urcité¢ onkogénne riziko,
rozhodujliicou vyzvou v oblasti vyskumu iPSCs je vyhodnotit, ako rozne metodologie
reprogramovania ovplyviiuju ich biologicku kvalitu a tumorigénny potencial.

Sekvenovanie celého gendmu bude mat’ v budicnosti doélezitu ulohu pri hodnoteni

enetickej integrity iPSCs a zaroven nam pomoze lepsie porozumiet’ mechanizmu, ku ktorému
9

dochadza v ramci preprogramovania konkrétneho typu bunky. IPSCs predstavuju vybornu

alternativu k embryondlnym kmenovym bunkam. Ich d’al§iu vyhodu prezentuje moZnost

produkovania autolognych, Specifickych pluripotentnych kmenovych buniek pre konkrétneho

pacienta. AvSak pre ich klinicka aplikaciu je potrebné prekonat’ viacero restrikcii, napriklad

pouzitie virusovych vektorov ¢i mozna aktivacia protoonkogénov. Prave preto je dolezité



skamat’ nové metddy reprogramovania, aby bola zaruena najvicsia bezpecnost pri ich
aplikacii pacientovi. V sucasnosti predstavuji tieto bunky spolu s inteligentnymi skafoldami

najatraktivnejSie zloZky personalizovanej regenerativnej mediciny.

7.8 Interakcie medzi skafoldom a bunkami

Spravna interakcia buniek so skafoldom predstavuje kriticky proces podmieniujuci uspesna
regeneraciu tkaniva prostrednictvom tkanivového konstruktu. Skafoldy by mali vysiatym
bunkam vytvarat’ také makro- a mikroprostredie, v ktorom vedia produkovat ECM, a maju
k dispozicii biochemické ako aj biofyzikalne stimuly. Nezavisle od povodu materialu, z ktorého
je skafold generovany, je zndme, Ze samotny dizajn a vlastnosti matrice vyznamne ovplyviiuju
celularnu odpoved’. T4 nasledne podmienuje efektivnu rekonstrukciu tkaniva ¢i celého organu
(Obrazok 7.20).

Mechanotransdukcia predstavuje proces snimania a reakcie buniek na mechanické
stimuly, ktoré bunka dostava z prostredia ECM, ale aj po adhézii na skafold. Mechanické
stimuly sa premienaju na biochemické signaly. Tie priamo ovplyviltuju fenotyp a biologické
spravanie bunky. Pri kolonizacii skafoldov sa tento jav zacina pripojenim integrinovych
receptorov v bunkovej membrane k zlozkdm ECM, ktoré sa nachadzajii na povrchu matrice.
Skafoldy moéZzu byt vopred modifikované alebo sa zlozky ECM absorbuji na povrch

z kultivaéného média.
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Obrazok 7.20 Interakcia kmefiovych buniek s polymérnym skafoldom. Bunky adheruju na skafold
prostrednictvom integrinovych receptorov, ktoré rozoznavaju Specifické adhézne motivy na povrchu
matric. Aby vedeli vykonavat’ biologické funkcie, regulovand stimulacia buniek rastovymi faktormi je
nevyhnutna. Rastové faktory mozu tvorit’ sucast’ Struktury skafoldu, alebo st dodavané k bunkam
externe v kultivaénom médiu.



Integriny predstavuju ,,super rodinu receptorov zodpovednych za bunkovu adhéziu.
Tieto heteromérne molekuly pozostavaji z a- a B-podjednotiek, ktoré sa nekovalentne viazu
sroznymi zlozkami ECM. Extracelularna doména integrinového receptora sa viaze
na molekuly ECM, zatial’ ¢o intracelularna doména interaguje s cytoskeletalnym aktinom
v cytoplazme bunky. Integriny viazuce sa na konkrétne proteinové sekvencie ECM maja
tendenciu zhlukovat’ sa na bunkove] membrane. Vytvaraju tak Specifické spojenia, ktoré
nazyvame fokalne plaky (fokalne adhézie) (Obrazok 7.21). V kontexte tkanivového
inZinierstva tento mechanizmus zabezpecuje dobri adherenciu buniek na povrch skafoldu.
Fokéalne plaky umoziuji aj komunikaciu medzi extracelulirnym a intracelularnym
prostredim.

Vramci ich  komplexnej  Struktury vnich rozozndvame dve triedy
mechanotransdukénych proteinov:

e proteiny sliziace ako mechanosenzory, ktoré v ramci reakcie na mechanické stimuly
menia svoju konforméciu,

e proteiny pdsobiace ako mechanoefektory.

fokalny plak

skafold

Obrazok 7.21 Schematické znazornenie fokalnych plakov. Fokalne plaky predstavuju klastre
integrinovych receptorov. Tieto zoskupenia zabezpecuju pevné prilnutie bunky k skafoldu a zaroven
priamo ovplyvituji morfologiu a biologicku aktivitu buniek.

Vizba integrinov s komponentami ECM podmieniuje aj tvar a vnutornu architektiru
bunky. Vnutornd doména integrinového receptora sa viaze na kontraktilny aktinomyozinovy
komplex. Této vizba je klI'i¢ova pre mechanosenzoriku.

Vychéadzajuc z molekularnych interakcii sa identifikovala aj najCastejSie sa vyskytujlica
peptidova sekvencia, zodpovedna za adhéziu buniek k ECM. Jedna sa o RGD tripeptid,
predstavujuci sekvenciu arginin-glycin-aspartat. Po jeho zakomponovani do Struktary skafoldu
vieme vo vel'kej miere zefektivnit’ adhéziu buniek na povrch a do vnutornych Casti matrice.

Vdaka pocetnym Studidm sa podarilo opisat’ podstatu interakcie bunky s materidlom aj
na molekularnej urovni. Podmieiiuje ho najmd YAP/TAZ komplex. YAP (yes-associated
protein) a TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) patria k transkripnym

ko-aktivatorom, c¢lenom tzv. Hippo signalnej drahy. Tento komplex podlieha procesu



fosforylacie v bunkovej cytoplazme. V jadre je defosforylovany a preferenéne sa viaze
na TEAD doménu. Aktivovany YAP/TAZ komplex zohrava kP'i€éovu ulohu v ramci regulacie
bunkového delenia, rastu orgdnov pocas embryondlneho vyvoja, regeneracie tkaniv
(amplifikuja tkanivovo Specifické progenitorové bunky pocas reparacie poskodeného tkaniva).
Vo velkej miere sa podielaji aj na reprogramovani rakovinovych buniek na rakovinové
kmenové bunky a podnecuju rast a metastdzovanie tumoru.

Rastové faktory zohravaju taktiez dolezitu ulohu pri procesoch kolonizacie skafoldov
bunkami. Predstavuji polypeptidy, ktoré sa bezne vyskytuji v zivych organizmoch a moduluju
spravanie buniek prostrednictvom prisne regulovanych drédh. Ich aktivita sa navodzuje
naviazanim sa na Specificky receptor danej bunky. Syntetizuji sa vo forme prekurzorov
(neaktivne alebo parcidlne aktivne) a proces proteolyzy ich aktivuje. Odpoved’ bunky
vyplyvajlca z pdsobenia rastového faktoru zavisi od:

e typu rastového faktora,
e typu bunky,
e typu receptora,
e druhu aktivovanej intracelularnej signélnej drahy.
Plati, Ze molekula rastového faktora, ktora sa viaze na konkrétny receptor, dokaze indukovat’
rozli¢nt bunkovu odpoved’ u rozliénych druhov buniek.
Vo vSeobecnosti moZzeme zhrnlit’ ich regulaéné ucinky na tieto bunkové vlastnosti:
e bunkové prezivanie,
e migricia,
e proliferacia,
e diferenciacia do konkrétnej bunkovej linie.

Stadie taktiez potvrdili, Ze vzijomna komunikdcia medzi integrinmi a rastovymi
faktormi zohrava kI'icovu rolu pre nastavenie a udrZanie vhodného prostredia pre spravny
vyvoj tkaniv. Stimulidciou endogénnych reparaénych mechanizmov akceleruju procesy
hojenia. St zakomponované aj do patologickych procesov (zapal, kancerogenéza) v tkanivach
¢1 organoch. Priamo interaguju s imunitnym systémom.

Viaceré rastové faktory sa v rdmci tkanivového inZinierstva skiimaju v stvislosti s ich
inkorporaciou do materidlov za Gcelom vyhotovenia inteligentného skafoldu. Vyskumy sa
zameriavaji najmad na aplikéciu:

e EGF — epidermalny rastovy faktor,
e FGF — fibroblastovy rastovy faktor,



e PDFG - rastovy faktor odvodeny od krvnych dosticiek,
e [GF — inzulinu podobny rastovy faktor,

e BMP - kostny morfogeneticky protein,

e VEGEF — vaskularny endotelialny rastovy faktor.

Vol'ba pouzitia rastového faktora zévisi od konkrétneho aplikacného zdmeru, pricom sa
v ramci jedného experimentu ¢asto pouzivaji kombinacie. Ich koncentracia a distribucia musia
byt prisne kontrolované, inak hrozi tvorba disfunkéného ¢i ektopického tkaniva. Viaceré
techniky umoziuju inkorporovanie rastovych faktorov do matric. Jednotlivé pristupy
prezentuju:

e priame zakomponovanie v rdmci procesu vyroby skafoldu,

e inkorporacia vo forme mikro a nano Castic, imobilizaciou na povrch skafoldu.
Ako uz bolo spomenuté , dolezité je ich kontrolované uvol'filovanie z matrice. Pocetné stadie
preukazali, Ze regulovana distribucia rastovych faktorov zo Struktiry skafoldu signifikantne
ovplyvnila rast, migraciu a diferencidciu vysiatych buniek. Tymto mechanizmom sa dokaze
modulovat’ aj zapalova reakcia. Nastupuje bezprostredne po implantacii tkanivového
konstruktu in vivo. Spominany pristup vie obmedzit’ nezelané fibrotické procesy, ktoré maju
potencial zastavit’ regeneracné procesy. Navyse, tieto regulacné molekuly pozitivne ovplyviiuju
aj neovaskularizaciu implantovanych konStruktov.

Okrem mechanickych vlastnosti skafoldu, ktoré priamo ovplyviiuji adhéziu a bunkova
odpoved’, d’alSie klI'i¢ové charakteristiky regulujuce vzajomné interakcie su:

e vlastnosti povrchu — hydrofébnost’, adsorpcia proteinov, naboj, topografia, tvrdost,

e celkova architektara — tvar, vel'kost’ porov, porozita, spletitost’ porov.
Mnoh¢ stadie potvrdili, Ze hydrofébnost’” povrchu matrice priamo ovplyviiuje biologické
pochody po naviazani buniek. Tuto vlastnost vieme sledovat’ prostrednictvom merania
kontaktného uhla na zéklade §irenia kvapky vody na povrchu. Cim je kontaktny uhol mensi,
tym je povrch viac hydrofobny. Vysledky studii poukazuji na fakt, Ze bunky takyto povrch
preferuju. TaktieZ sa zistilo, Ze na hydroféobne povrchy sa lepSie absorbuju aj proteiny, ktoré
vo vel'kej miere potenciuju adhéziu buniek.

Drsny povrch skafoldu, nakol’ko nerovnosti zva¢suji celkovy povrch matrice, sa javi
ako efektivnejsi z hladiska prichytenia buniek. NavySe, bunky na flom lepSie proliferuja ¢i
dokonca diferencuju v porovnani s hladkym povrchom.

Pocas procesu adhézie bunky sonduji aj mieru tvrdosti matrice, ¢im sa priamo

ovplyviiuje mechanizmus mechanotransdukcie. Tvrdy povrch podmieiiuje generovanie velkej



sily, ktora vedie k vytvoreniu zrelych fokalnych plakov. To sa odraza aj v morfoldgii buniek.
Na takychto povrchoch maju oplosteny tvar. Na druhej strane, bunky vysiate na mikkych
povrchoch vytvaraji menej fokalnych plakov a ich tvar je zvécsa sféricky.

Porozita skafoldu predstavuje d’alSiu charakteristiku, ktora ovplyviiuje vzt'ah medzi
materialom a bunkami. Struktira pérov v 3D matrici sa typicky sklada z nepravidelne
tvarovanych dutin a spojovacich kanélov. Pril'ahlé dutiny mézu navzajom splyvat’ a vytvaraju
fenestracie (otvory). Tortuozita, alebo spletitost’ porov, predstavuje parameter, ktory sa v ramci
architektary skafoldu sleduje a modifikuje. Ovplyviiuje rychlost dodavania nutrientov
k bunkdm, rychlost’ difuzie kyslika ¢i schopnost’ migracie buniek v ramci vnltornej Struktiry
matrice.

Celkovy dizajn matrice na makroskopickej Grovni by mal byt taktiez prijatelny
z hl'adiska dobrej integracie v rdmci miesta implantécie, t. j. ma sa dobre napojit’ na okolité
tkanivo. Pri vyrobe skafoldu sa sleduje vel'a délezitych parametrov, ktoré priamo ovplyviuji
biologicku aktivitu vysledného tkanivového konstruktu. Aj ked’ experimenty v laboratérnych
podmienkach vykdzu sl'ubné vysledky, rozhodujicim vzdy ostane spravanie sa tkanivového
konstruktu v in vive podmienkach, kde na neho od zacCiatku pdsobi vel’ka sila v podobe reakcie

imunitného systému daného jedinca.

7.9 ImunoinZinierstvo — budicnost’ regenerativnej mediciny

Jeden znajdolezitejSich cielov, ktory taktieZ predstavuje najvdcSiu vyzvu tkanivového
inZinierstva, je Uspe$né preklenutie laboratornych experimentov do medicinskej praxe.
Bez ohl'adu na to, Ze tento krok predstavuje narocny legislativny ako aj ekonomicky proces,
mnohé Studie s excelentnymi in vitro vysledkami zlyhali po aplikacii tkanivovych konStruktov
do Zivych organizmov.

Vo vSeobecnosti vieme konStatovat’, ze vac¢Sina S$tadii vyuziva animdlne modely.
Vysledky experimentov, v ktorych boli konstrukty implantované do I'udského organizmu, st
dostupné len minimalne. Aby sa tento trend zmenil, treba zabezpecit' najvacsiu bezpeénost’
pacientom a zarovenl eliminovat ¢o najviac komplikéacii suvisiacich s implantaciou
tkanivového konstruktu do 'udského tela.

Imunoinzinierstvo je novy vedecky odbor, ktory ma potencial posunut TERM smerom
do klinickej praxe. Zameriava sa na Stidium mechanizmov a reakcii imunitného systému
prijimatel'a, nakolko adekvatna reakcia medzi tkanivovym konStruktom a imunitnym

systémom je absolutne kIi€ova pre prijatie a funkénost’ daného arteficidlneho tkaniva.



7.9.1 Odpoved Pudského organizmu na implantaciu skafoldov

LCudské telo je neustdle ovplyviiované réznymi patogénmi a cudzimi molekulami. Prave
imunitny systém zabezpeCuje jeho spravne fungovanie v podobe udrziavania homeostazy.
Z morfologického hl’adiska sa jednd o diftiznu siet’ pozostavajicu z:

e lymfatickych orgénov,

e lymfatickych buniek,

e humoralnych faktorov,

e cytokinov.
Jeho zakladnu ulohu mézeme zhrnut’ ako ochrana zivého organizmu pred infekénymi ako aj
neinfekénymi Cinitel'mi, ktoré narasaju jeho integritu.
Zlyhanie imunity vedie k zdvaznym, az zivot ohrozujicim stavom. Radime k nim napriklad:

e tazké infekcie,

o alergie,

¢ onkologické ochorenia,

e autoimunitné ochorenia.

Aplikacia tkanivového konstruktu do l'udského tela sa realizuje prostrednictvom
intervencného zasahu, ktory okamzite aktivuje reakciu zo strany imunitného systému. Je preto
potrebné, aby kombinacia zékladnych zloziek tkanivového inZinierstva, t. j. materialov, buniek
aregula¢nych molekul, viedli v mieste aplikécie k potenciovaniu fyziologickych mechanizmov
imunity a v kone¢nom dosledku viedli k efektivnej regenerécii tkaniva.

Po implantacii skafoldov in vivo dochddza v danom mieste k uvolneniu
pro- a protizapalovych regula¢nych molekul. Ich pomer bude urCovat’ ¢i sa tkanivo zacne
regenerovat’, alebo sa vyvinie chronickd zapalova reakcia Ustiaca do masivnej fibrotizacie
v okoli implantatu. V odbornej literature sa tento fenomén nazyva ako reakcia na cudzie teleso
(Foreign Body Reaction, FBR) (Obrazok 7.22). Nakolko tkanivovy konStrukt predstavuje
cudzie teleso, podrobné Stidium tohto javu pomohlo objasnit, preco mnohé konStrukty
s excelentnymi in vitro vysledkami nenaplnili o¢akévania po aplikacii in vivo.

FBR predstavuje Stadium chronického zapalu, pri ktorom v rdmci histologického nalezu
nachadzame typické ,.foreign body giant cells* (obrovské bunky cudzieho telesa). Tieto bunky
vznikaju z makrofdgov, ktoré sa snazia degradovat implantit. Dochadza kich fuzii,
v dosledku coho nadobudaju velké rozmery. Jednotlivé fazy a rolu imunitného systému v ramci

FBR opisuje nasledujuci text.



Zavedenie tkanivového konstruktu do zivého organizmu sptsta akutnu zapalovua
odpoved’. Pril’ahl¢ kapilary dilatuja, ¢im sa z poskodenych buniek a ECM uvol'nia do dané¢ho
miesta cytokiny spolu s tzv. ,,DAMPS* (damage-associated molecular patterns). DAMPS
iniciuji a udrzuju neinfekénu zépalova odpoved’. Zaroven sa na povrch skafoldu adsorbuji
bielkoviny krvnej plazmy a spustaju koagulacnu drdhu. Vysledkom je vytvorenie do¢asného
matrixu nachédzajuceho sa v okoli a na povrchu skafoldu. Z imunitnych buniek nachadzame
v akutnej faze aktivované neutrofily a mastocyty. Tymito bunkami dochadza k sekrécii
pocetnych cytokinov a regulaénych molekul, ktoré pritahuji k miestu poSkodenia d’alSie
imunitné bunky, napr. makrofagy, B-lymfocyty, T-lymfocyty, NK-bunky. Stadium akutneho
zapalu trva priblizne 3 —7 dni a bunky prirodzenej ako aj Specifickej imunity sa snazia

o degradéciu cudzieho materialu.

proteiny neutrofily monocyty/makrofagy enkapsulacia

fibroblasty

AN

Obrazok 7.22 Fazy reakcie na cudzie teleso po implantacii skafoldu do Zivého organizmu.
Bezprostredne po implantacii dochadza k interakcii povrchu matrice so sérovymi proteinmi, ktoré sa
adsorbuju. Néasledne sa aktivuju bunky neSpecifickej imunity — neutrofily. Produkuju regulacné
molekuly a do ¢innosti sa dostavaju aj makrofagy. Nakol'ko cudzi material pretrvava v organizme dlhsi
¢as, nastupia aj mechanizmy chronického zapalu. V ramci tohto procesu je charakteristicka tvorba
fazovanych makrofagov (tzv. foreign body giant cells), ktoré sa snazia dani matricu odburat. Ak
prevazuju pro-zapalové mechanizmy nad regenera¢nymi, okolo implantatu sa vytvori fibrézna kapsula.

Avsak nakol’ko sa za dany ¢as matrica nezdegraduje a pretrvava v organizme, nastupuje
dalSia faza v podobe chronickej zapalovej odpovede. Typickymi predstavitelmi sa
makrofagy a fuzované makrofagy (foreign body giant cells), ktoré hraju kI'a¢ovl ulohu

vo formacii fibrotickej kapsule v okoli skafoldu. Celkovy rozsah fibrotizacie je vyrazne
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ovplyvneny aktudlnym biochemickym statusom postihnutého miesta. Ten takisto potenciuje
schopnost” makrofagov polarizovat’ sa na bunky podporujuce regeneraciu tkaniv (tzv. M2
fenotyp) alebo naopak na fenotyp provokujuci d’alSie zapalové procesy (tzv. M1 fenotyp).
Pre Gispe$nt implantéciu je preto nevyhnutné, aby v radmci interakcie s hostitel'skym imunitnym
systémom prevazovali pro-regenera¢né mechanizmy.

Stcasné materidlové vyskumy sa vo velkom zameriavaju na tzv. imunomodula¢né
vlastnosti vyhotovenych matric. Prave tie by mali podporovat’ spiStanie pro-regenera¢nych
drah aulahcit’ tak obnovenie poskodenych tkaniv. V tomto kontexte je dolezité vediet
modulovat’ uz spominané zékladné vlastnosti skafoldov, akymi st napr. tvar, topografia,
mikroarchitektira (porozita a vel'kost’ porov), tvrdost’, hydrofébnost’, degrada¢na kinetika a i.
Viacer¢ studie taktiez potvrdili, Ze vel’kost’ a orientacia polymérnych vlakien v rdmci dizajnu
skafoldu ovplyviiuji polarizaciu makrofagov a mieru zapalovej reakcie v postihnutom mieste.
Vysledky naznacuju, ze organizované vlakna s va¢§Sim priemerom podporuju polarizaciu
makrofagov k pro-regeneratnému M2 fenotypu. Tento fenomén sa spozoroval aj pri skafoldoch
s vel'kymi pormi.

TaktieZ sa spozorovalo, Ze matrice na baze prirodnych polymérov nespdsobuju prilisnu
tvorbu fibrotickej kapsule v okoli implantatu. Na druhej strane, nevyhoda tychto matric spoc¢iva
v naro¢nej kontrole ich degradacie. Kombinacia so syntetickymi materidlmi moéze pomdct
vyriesit’ dany problém. Tym padom sa hybridné skafoldy javia ako sl'ubny pristup za ucelom
vyvoja imunomodula¢nych matric. NavySe, vysev skafoldov kmenovymi bunkami taktiez
potenciuje lepSiu pro-regeneracni  odpoved’. Na zabezpecenie C¢o najlepSej interakcie
s imunitnym systémom je idedlne, aby bunky pochadzali z autolégneho zdroja. Avsak aj tento
pristup stale predstavuje riziko navodenia reakcie Stepu proti hostitel'ovi, ktora spada pod vel'mi
vazne neziaduce U€inky. Najnovsie Stidie sa preto zameriavaji na vysev skafoldov pomocou
Specifickych nanoc€astic derivovanych z kmenovych buniek (exozémy), ktorymi by sa mohlo
tejto komplikacii predist’.

Aplikacia tkanivovych konStruktov so schopnostou modulécie imunitnej odpovede
predstavuje vel’ky potencidl najmi pre regeneraciu komplikovanych a rozsiahlych poskodeni.
Na skafoldy bol dlhé roky kladeny narok, aby ostali po implantacii inertné, respektive
biologicky neviditeI'né a neinteragovali s imunitnym systémom. Nakol'ko v stcasnosti vieme,
ze kazdy jeden zdsah do zivého organizmu vyvola imunitnti odpoved’, javi sa tento pristup ako
neopodstatneny. Sti¢asné vyskumy sa intenzivne zaoberaji zapalom navodenej regeneracii

tkaniv. V tomto kontexte by skafoldy mohli modulovat a spolupracovat’ s imunitnym



systémom tak, aby vSetky biochemické procesy, ktoré sa odohravaji v mieste postihnutia, viedli
k regeneracii. A prave preto pozornost’ puta imunoinZinierstvo.

Tento odbor skiima a prispdsobuje principy tkanivového inZinierstva s ohl'adom
na intervenciu s imunitnym systémom daného jednotlivca. Vyvija biokompatibilné,
resorbovatelné¢ matrice s imunomodulaénymi ucinkami, ktoré by potenciovali vytvéaranie
endogénneho pro-regeneracného prostredia v mieste poskodenia tkaniva a zohladiluje
rozdielnost’ aktivity imunitného systému medzi jednotlivcami (v zavislosti od veku, pohlavia,
pridruzenych chordb). ImunoinZinierstvo taktiez pontka personalizovany pristup pre kazdého
pacienta. Odbornici sa domnievaju, Ze prave implementacia tohto odboru do TERM vyrazne
posunie translaciu tkanivovych konstruktov z experimentdlnych podmienok do rutinnej

medicinskej praxe.
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Zoznam skratiek
(a)CGH
3G

4G

ADP
AEM

Al

AMP
AMR
anti-5mC
APS
ARG
ASE

ATP

BAC
BMP
CAP
CAR

Cas
Cascade
CCS
cDNA
cdPCR
cfDNA
CI

CPF
CRISPR
crRNA
CRT

Ct
ctDNA
dATP/dCTP/dGTP/dTTP
dCas9/deadCas9
ddNTP
ddPCR

komparativna genomicka hybridizacia na ¢ipoch

tretia generacia sekvenovania

Stvrta generacia sekvenovania

adenozindifosfat

anembryomola

neuplny potrat (abortus incompletes)
adenozinmonofosfat

antimikrobidlna rezistencia

protilatka vo¢i 5-metylcytozinu

adenozin-5"-fosfosulfat

gény rezistencie na antibiotika (antibiotic resistance genes)
alelovo Specificka expresia (allele-specific expression)
adenozintrifosfat

umely bakterialny chromozém

kostné morfogenetické proteiny

College of American Pathologists

chiméricky antigénny receptor (chimeric antigen receptor)
CRISPR associated protein

CRISPR-associated complex for antiviral defense
cirkularna konsenzus sekvencia

komplementarna DNA

digitalna PCR na ¢ipoch (chip-based digital PCR)

volne cirkulujica (extracelularna) DNA (cell free DNA)
interval spolahlivosti

CRISPR-associated endonuclease in Prevotella and Francisella
clustered regularly interspaced short palindromic repeats
crispr RNA

cyklicka reverzibilna terminacia

prahovy cyklus

cirkulujuca nddorova DNA
deoxy-adenozin/cytozin/guanin/tymin-trifosfat
katalyticky deaktivovany protein Cas9
dideoxynukleotidtrifosfat

digitalna PCR v kvapkach (droplet-based digital PCR)
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DETECTR
DNaza

dNTP

dsDNA
dsRNA(DNA)
dT

emPCR

EST

EV

FACS

FGF-2
FISH
FN
FRET
GMO
GOI
gRNA
GTD

GvHD
HA
hAC
Has2
HD
HIF
HLA
HPV
ChIP
IGF-1
IVD

Kb
KGN

LoD
MA
Mb
MBD

DNA endonuclease targeted CRISPR trans reporter
deoxyribonukledza

deoxynukleotidtrifosfat

dvojvlaknova DNA

dvojvlaknova RNA (DNA)

deoxytymidin

emulzna polymerazova retazova reakcia

znacka exprimovanych sekvencii (expressed sequence tag)
extravezikularne vezikuly

fluorescenéne aktivovana prietokovd cytometria (fluorescence
activated cell sorting)

fibroblastovy rastovy faktor 2

fluorescenéna in situ hybridizacia

fyziologické placenty

Forsterov rezonanény prenos energie

geneticky modifikované organizmy

gén zaujmu (gene of interest)

kratka nekodujuca navadzajica RNA (guide RNA)

gestacna trofoblastova choroba (gestational trophoblastic

disease)

graft verzus host disease

hydropicky potrat

Pudskéa kibova chrupavka (Human articular cartilage)
hyalurénansyntaza 2

placenty z preeklamptickych tehotnosti
hypoxiou inducibilné faktory

Pudsky leukocytovy antigén

Pudsky papilomavirus (human papillomavirus)
chromatinova imunoprecipitacia

inzulinu podobny rastovy faktor

in vitro fertilizacia

kilobaza

kartogenin

detekény limit (/imit of detection)

zamiknuty potrat (missed abortion)

megabaza

metylovand DNA-vdzobnd doména
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mC
mcDNA
MECP
MGE
MHC

MIC
MIQE

miRNA

MMP

mRNA

MSC
NGS/NextGen
ORF

PAGE

PAM

PCR
pDNA
PERV
PGS

PMG
PPi
PRP

PTP
QF-PCR
qPCR
RAMP
RG

RIN
RNA-seq
RQ

RQI
RRM

metylovany cytozin

minikruhovd DNA

protein viazuci sa na metylovany CpG
mobilny geneticky element

hlavny histokompatibilny komplex (major histocompatibility
complex)

minimalna inhibi¢na koncentracia

minimalne informécie potrebné pre publikovanie experimentov
vyuzivajucich RT-qPCR (minimum information for publication of
quantitative real-time PCR experiments)

mikro RNA

matricové metaloproteinazy

medidtorova (messenger) RNA

mezenchymové kmenové bunky (mesenchymal stem cells)
masivne paralelné sekvenovania (next-generation sequencing)
otvoreny Citaci rdmec

polyakrylamidovy gél

2 — 6 nukleotidovych parov dlha Specifickd sekvencia 5'-NGG-3';
N — dusikata zasada, G — guanin (protospacer adjacent motif)

polymerdzova retazova reakcia
plazmidova DNA
prasacie endogénne retrovirusy

predimplanta¢né vySetrenie embryi na pritomnost aneuploidii
(preimplantation genetic testing for aneuploidy)

parcidlna mola hydatidéza (partial hydatidiform mole)
anorganicky pyrofosfat

plazma bohata na krvné dosti¢ky, autoldogny pripravok
ziskany z vlastnej krvi pacienta (platelet rich plasma)

pikotitraéna platnicka

kvantitativna fluorescenéna PCR
kvantitativna PCR

repeat associated mysterious protein
referencny gén

hodnota integrity RNA (RNA integrity value)
RNA sekvenovanie

relativna kvantifikacia expresie

hodnota kvality RNA (RNA quality value)

RNA rozpoznavajucich motivov (RNA recognition motif)
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rRNA

RT

RT-dPCR
RT-PCR
SARS-CoV-2

SBS

SCS
SHERLOCK
SINE

SMRT

SNP
SNV
SOLiD

SOX9
ssDNA
ssRNA
STR
TALEN

TCR
TGF-B
tractrRNA
tRNA

TS

UTR
WES
WGS
ZFN

ribozomdlna RNA

reverzny terminator

digitalna RT-PCR

PCR s reverznou transkripciou

koronavirus 2 sposobujuci tazky akutny respiraény syndrém
(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2)

sekvenovanie pomocou ligacie
sekvenovanie jednej bunky (single-cell sequencings)
specific high sensitivity enzymatic reporter unlocking

kratke rozptylené jadrové elementy (short interspersed nuclear
element)

sekvenovanie jednej molekuly v redlnom case (single-molecule
real-time sequencing)

jednonukleotidové polymorfizmy
jednonukleotidové varianty

metoda sekvenovania (sequencing by oligonucleotide ligation
and detection)

transkripény faktor

jednovlaknova DNA

jednovldknova RNA

kratke tandemové opakovania (short tandem repeats)

efektorové nukledzy podobné aktivatoru transkripcie
(transcription-activator-like effector)

T-bunkovy receptor (7-cell receptor)

transformujtcich rastovych faktorov

trans-activating crRNA

transférova RNA

cielené sekvenovanie (targeted sequencing)
neprekladany region

celoexdmové sekvenovanie (whole exome sequencing)
celogendmové sekvenovanie (whole genome sequencing)

zinkové prsty s nukledzou (zinc-finger nucleases)
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