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Abstrakt

Nosohltanovy stér je velmi heterogenni snadno dostupny biologicky material, ktery se
vyuzivéa predev§im k diagnostice infekénich onemocnéni hornich cest dychacich. V posledni
dobé¢ je vsak ¢im dél vice vyuzivan i v biomedicinském vyzkumu. Nosohltan je mistem styku
zevniho a vnitiniho prostiedi jedince, je mistem prvni imunitni odpovédi pii vniknuti
cizorodych latek ¢i patogenti do dychacich cest. Poskozeni sliznice spousti zanétlivé, reparacni
a regeneracni procesy, kterych se ucastni celda fada bunck imunitniho systému. Sliznice
nosohltanu jsou trvale osidleny rozsahlou skupinou mikroorganismu, které maji vliv na
propuknuti a pribéh onemocnéni. Nosohltanovy stér je tak velmi bohatym zdrojem Sirokého
spektra bunék hostitele a jeho mikrobiomu.

Zavedenim metody masivniho paralelniho sekvenovani doslo k rozvoji a automatizaci
metod izolace DNA a RNA. Ddéle vedla k vyraznému sniZeni nékladii na jejich analyzu a
poskytuje fadu informaci o genomu hostitele, zastoupeni mikroorganismi, pfitomnosti
patogeni a také o aktualni vysi exprese gent hostitele 1 patogenu. Diky zavedeni metody single
cell sekvenovani je mozné sledovat interakci jednotlivych bunéénych typta za fyziologického
stavu 1 béhem imunitni odpovédi.

Cilem prace je poskytnout ptehled o biologické funkci nosohltanu, jeho bunééném slozeni
a metod RNA sekvenovani, které vede k diagnostice onemocnéni 1 lepSimu pochopeni

biologickych procest.

Kli¢ova slova: nosohltan, mikrobiom, imunitni systém, patogen, RNA sekvenovani, genova

exprese, infekéni onemocnéni, diagnoza



Abstract

The nasopharyngeal swab is a very heterogeneous easily available sample which is used to
diagnose infectious diseases of the upper respiratory tract.

Recently, the swab is increasingly used in biomedical research. The nasopharynx is the place
of contact between the external and internal surrounding of an individual and the first immune
response to the intrusion of pathogens. Mucosal damage initiates inflammatory and
regenerative processes. The nasopharyngeal mucosa is permanently inhabited by a large group
of microorganisms which influence the process of the disease. Therefore, the nasopharyngeal
swab is a very rich source of host cells and its microbiome.

The introduction of the method of massive parallel sequencing, has developed and
automated methods for DNA and RNA isolation. It also led to a significant reduction in the cost
of their analysis and provides an information about the host genome, the presence of
microorganisms and the current level of expression of host and pathogen genes as well. Thanks
to the introduction of the single cell sequencing method, it is possible to monitor the interactions
of individual cell types under physiological conditions and during the immune response.

The aim of this work is to provide an overview of the biological function of the nasopharynx,
its cellular composition and RNA sequencing method, which lead to the diagnosis of the disease

and a better understanding of biological processes.

Key words: nasopharynx, microbiome, immune system, pathogen, RNA sequencing, gene

expression, infectious diseases, diagnosis
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1. Uvod

Pandemie onemocnéni covid-19 prudce zasdhla veskerd zdravotnicka i védeckd odvétvi.
Doslo k rychlému vyvoji celé fady metod, které slouzi k zachytu nemocnych a pfenaseci s
covid-19. Jako vhodny biologicky material k prikazu piitomnosti viru SARS-CoV-2 se ukazal
nosohltanovy stér. Za posledni rok absolvoval vytér z nosohltanu téméi kazdy obcCan nasi
republiky. Tento biologicky materidl je vysoce heterogenni, obsahuje celou fadu bunéénych
typt i celou fadu mikroorganismii a diky tomu ma velky potencial v diagnostice i vyzkumu
mnoha dalSich onemocnéni a fyziologickych procest.

Nosohltan, jakoZzto soucast hornich cest dychaci, tvoii prvotni bariéru mezi vné&jSim a
vnitinim prostfedim. Dochézi zde k rozpoznani cizorodych latek a indukci pfirozené imunitni
odpovedi.

Kromé epitelidlnich bun¢k obsahuje nosohltanovy stér i rizné typy bunék imunitniho
systému. Cichovy epitel obsahuje také gichové neurony, které podléhaji rychlému opotiebeni a
jako jediné neurony jsou stale obnovovany. (Borgmann-Winter et al., 2015); (Lavoie et al.,
2017) Soucasti nosohltanu je i fada komensalnich bakterii, které tvofi pfirozeny mikrobiom.
Zdravy mikrobiom nosohltanu vykazuje velkou diverzitu, kterd je specifickd diky
anatomickému umisténi nosohltanu. Rovnovéha mezi komenzalnimi a potencialné patogennimi
bakteriemi je kiehka. NaruSeni této rovnovahy nebo dominantni zastoupeni urCitého rodu
potencialn¢ patogenni bakterie mize byt identifikatorem rtiznych onemocnéni.

Mezi rychle se rozvijejici metody diagnostiky a vyzkumu bunéénych procest patii RNA
sekvenovani metodou masivniho paralelniho sekvenovani (oznacovany jako NGS, new
generation sequencing). UmozZiuje z jednoho vzorku ziskat v kratkém case pomoci jedné
metody informace o pfitomnosti patogennich organismi, jejich variantdch (napf. mutacich),
slozeni mikrobiomu i o bunécné odpovéedi hostitele (zvySena nebo snizend exprese urcitych
gentl apod.) (Tan et al., 2019); (Zhai et al., 2015); (Russell et al., 2019).

Cilem této prace je ptedlozit uceleny piehled o anatomii a histologii nosohltanu a jeho
funkci. Popsat souc¢asné metody RNA sekvenovani. A nakonec na vybranych onemocnénich
ukazat, jak RNA sekvenovani nosohltanového stéru ptispélo k diagnostice nebo progndze

onemocnéni nebo pochopeni jeho biologické podstaty.



2. Horni cesty dychaci

Nosohltan (nasopharynx) spoleéné s nosni dutinou (cavitas nasi), vedlejSimi dutinami
nosnimi (sinus paranasales) a horni Casti hrtanu (larynx) tvoti horni cesty dychaci, které
umoziuji prichod vzduchu do/z plic, kde dochazi k vyméné dychacich plynt. Dychaci cesty
jsou stale oteviené, proto jsou dostatecné pevné a elastické. Jsou tvofeny kosténymi vybézky
(skofepy nosni, které se nachazeji v dutin¢ nosni), chrupavkou a elastickymi vlakny. (Hach,
Zuzana and T¢&sik, 2003)

Funkci hornich cest dychacich je vychytavani Skodlivin, regulace teploty vdechovaného
vzduchu a jeho zvlh¢ovani. K upravé vzduchu nedochézi, pokud dochazi k nadechu usty. Mezi
dalsi funkce epitelu hornich cest dychacich fadime ¢ich a regulaci transportu vody a iontt.
Nosohltan jako souc¢ast hornich cest dychacich tvofi prvotni mechanickou bariéru mezi vnéj$im
prostfedim a vnitinim homeostatickym prostiedim ¢lovéka. Z toho diivodu mé dilezitou roli
v imunitni odpovédi. Buiiky slizni¢niho epitelu filtruji vzduch a zbavuji ho patogent, ¢im
snizuji moznost vypuknuti infekce v plicich. V rdmci imunologické odpovédi se vyuziva jak

vrozené, tak adaptivni imunity. (Hiemstra, McCray and Bals, 2015); (Vajner et al., 2017)

2.1 Anatomie a histologie hornich cest dychacich
Nosohltan je spojen s nosni dutinou skrze vnitini nozdry (choanae), které oddéluje prepazka

tvofend kosti radlicnou (vomer). S dutinou Ustni (oral cavity) je nosohltan propojen
velofaryngedlnim otvorem (velopharyngeal sphincter). Lateralné do nosohltanu vstupuje
Eustachova trubice, jejiz funkci je vyrovnavani tlaku ve stfednim uchu, ochrana pted
nosohltanovym sekretem a odvadéni sekretu sttedniho ucha do nosohltanu. (Obr.1) Pfi Spatné
funkci Eustachovy trubice dochazi k zanétu stfedniho ucha (otitis media) z divodu prichodu
sekretu nosohltanu spolu s patogeny do stfedniho ucha. (Bluestone and Doyle, 1988)

Na stropé nosohltanu leZi nosni mandle (fonsilla pharyngea), ktera je tvofena lymfatickou
tkani a sekre¢nimi zlazami. Nosni mandle se zapojuje v lokalni imunitni odpoveédi nosohltanu,
kde udrZzuje rovnovahu mezi jednotlivymi bakterialnimi koloniemi. (van Cauwenberge et al.,
1995). Nejvétsi velikosti dosahuje nosni mandle v obdobi mezi 3. az 5. rokem Zivota, po 7. roce
mizi. Pfi Casto se opakujicich rinosinusitidach v détském véku mize dojit ke zbytnéni a nosni
nepriichodnosti. V takovém piipad¢ je nutné nosni mandli odstranit (adenotomie).

Nosohltan jako soucast hltanu (pharynx) je mistem, kde se ktizi dychaci a travici cesty. Pti
polknuti dochdzi ke stahu mekkého patra, které se nachazi nad tvrdym patrem, a uzavieni
nosnich dutin. Potravé je tak zabranéno vstupu do nosnich dutin.
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Obr. 1 —anatomie hornich cest dychacich (Bluestone and Doyle, 1988)

Horni cesty dychaci jsou tvoreny sliznici (tunica mucosa) a podslizni¢nim vazivem (fela
submucosa). Podslizni¢ni vazivo je fidké kolagenni vazivo, které je tvofeno elastickymi vlakny,
lymfatickymi uzly a kapildrami.

Sliznice dychacich cest je sloZena z epitelu (lamina epithelialis) a vaziva (lamina propria
mucosae), které jsou oddéleny basalni laminou (lamina basalis). Sliznice hornich cest
dychacich rozdélujeme na ¢ichovou oblast a dychaci oblast. (Obr. 2)

Dychaci epitel se nachazi jak v hornich, tak i v dolnich dychacich cestach. Cichovy epitel
se vyskytuje v horni ¢asti nosnich dutin. (Obr. 3)

Dychaci oblast je vystlana vicetadym cylindrickym fasinkovym epitelem, ve kterém jsou
zastoupeny fasinkové a poharkové buiky. Z divodu mechanického namahani se smérem
k hltanu (pars oralis pharingis) posléze preméenuje ve vrstevnaty dlazdicovy epitel. Dychaci
epitel je pokryt mucinem, ktery slouzi k zachyceni patogent a Skodlivin. Mucin spolu se
zachycenymi casticemi je pomoci fasinkovych bunék vykaSlan. (Hach, Zuzana and T&Sik,
2003); (Vajner et al., 2017). Muciny jsou O-glykosylované glykoproteiny, které jsou
sekretovany poharkovymi buitkami nebo jsou vazany v membrané na vnéjsi strané slizni¢niho
epitelu. Kromé MUCI jsou ptfitomny MUCSAC a MUCB, specifické pro respiracni epitel.
MUCSAC je vylucovan na povrchu dychaciho epitelu poharkovymi buitkami. MUCSB je
produkovan Bowmanovymi Zl4zami v ¢ichovém epitelu. (Amini et al., 2019) Pti produkci
MUCS5B, na rozdil od MUCS5AC, dochdzi k odkaslavani a tim i k vylouceni patogenti ven z téla.
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Bez MUCSB se zvySuje riziko infekce z divodu akumulace antigenti a aktivuje se
protizanétliva odpoveéd’. (Roy et al., 2014)

Cichovy epitel ma chemoreceptivni funkci. V apikalni vrstvé epitelu se nachézeji podptirné
(sustentakularni) buniky jez maji podplrnou funkei a fagocytuji odumielé nervové buiiky. Pod
apikalni vrstvou se nachézi vrstva intermedialni. Zde se nalézaji maturované a nematurované
neurony. Spolecné tvofi neuroepitel, ktery je neustale obnovovan pomoci multipotentnich
bunék. Cichové buiiky piijimaji podnéty svymi dendrity, signal je dale veden axony pies laminu
propriu a pfedavan pomoci synapsi az neuroniim ¢ichového nervu. (Borgmann-Winter et al.,

2015); (Lavoie et al., 2017) s

CICHOVY NERV

Zirna burika
Mitralni bunka
Mitralni bunka

Endotelidlni burika
Glomerul
Juxtaglomeruldrni buiika

Globularni basalni burka
Nematurovany neuron
Eichovy senzoricky neuron

Bowmanova flaza

Unipolarni nervova bunka

Sekrecni bunka

burika bez fasinek

¥
Basalni bunika

DYCHACI EPITEL

Obr 2 - Porovnani bunék ¢ichového nervu, ¢ichového a dychaciho epitelu (Brann et al., 2020)



Dychaci oblast A Cichovd oblast B

(e )

DYCHACI EPITEL \
} -

CICHOVE NEURONY A
PODPURNE BUNKY

BURKY

RASINKOVE ___
BUNIKY

Obr. 3 - histologicky fez; A) dychaci oblast — apikalni stranu tvofi poharkové a fasinkové buiky, basalni strana
dychaciho epitelu je v kontaktu s vazivovou vrstvou lamina propria. V laminé propria se nachazeji kapilary. B)
Cichova oblast — apikdlni stranu ¢ichového epitelu tvoti ¢ichové neurony a podplirné butiky 2

2.1.1 Rasinkové buiiky

VSechny fasinkové buriky pifi maturaci prochéazeji tzv. ciliogenezi, kdy dochézi ke vzniku
cilii. Jejich funkci je hydratace dychacich cest. Na apikalni stran€ obsahuji aquaporiny, kterymi
mohou regulovat vodu, ktera se dostdva do dychacich cest. Rasinkové buiiky jsou vyuzivany
k posouvani mucinové vrstvy. Tu posouvaji pomoci koordinované¢ho pohybu cilii. U kutdka a
lidi s cystickou fibrozou dochézi k dysfunkci fasinkovych buné€k, coz zvysuje pravdépodobnost

infekce. (Eon Kuek and Lee, 2020) (Obr. 4a)

2.1.2  Poharkové bunky
Hlavni funkci poharkovych bunék je sekrece mucinu. Produkovany mucin slouzi jako

obranny mechanismus, jelikoz aktivuje zanétlivou odpovéd. (Roy et al., 2014) Pocet
poharkovych buné¢k je dan vnéj$im prostfedim, koncentraci antigent ¢i Skodlivin. (Obr. 4a, 4b)
Lid¢ s astmatem, cystickou fibréozou nebo kutaci maji zvySenou expresi poharkovych

bunék. (Ma, Rubin and Voynow, 2018); (Roy et al., 2014)

2.1.3 Basalni buiiky
Basalni buniky jsou multipotentni buniky zodpovédné za udrZzovani homeostazy v epitelu a

obnovu epitelu pii poskozeni. (Rock, Randell and Hogan, 2010) Maturaci se diferencuji na

poharkové buiiky nebo buiiky ¢ichové. (Vajner et al., 2017)
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Basalni buiiky jsou ve styku s basalni laminou a dé€li se na dva druhy bun¢k, horizontalni a
globularni. Horizontdlni basalni buiiky obnovuji poskozeny epitel, globularni basalni bunky
jsou predevsim v ¢ichovém epitelu, kde funguji jako progenitory pro ¢ichové neurony. (Schwob

etal., 2017) (Obr. 4a)

2.1.4 Cichové neurony
Cichové neurony jsou bipolarni neurony, které se vyskytuji pouze v &ichovém epitelu

v nosnich dutinach. (Cunningham et al., 1999)

U cichovych neuronii dochazi k velké degeneraci, nebot’ jako jediny druh neuronu je na
povrchu epitelu a pfichazi ¢asto do styku s patogeny. Z toho divodu dochéazi k obnové
senzorickych ¢ichovych neuront (jako jedinych neuronti) pomoci podptrnych bunék, které je
fagocytuji, a basalnich bunék, které se diferencuji do novych ¢ichovych neuronti. (Steinke et

al., 2008) (Liang, 2020) (Obr. 4c)

2.1.5 Podptrné (sustentakularni) buiiky
Jsou lokalizovany v apikalni vrstvé cichového epitelu a jejich funkci je fagocytdza

odumielych nervovych bunék (Borgmann-Winter et al., 2015)

Podpiirné buniky maji na své laterdlni strané mikroklky a v ¢ichovém epitelu zastavaji funkci
bunék gliovych. Poskytuji ochranu a podporuji ¢ichové neurony. Podpirné buiky jsou mezi
sebou spojeny tésnymi spoji (tight junction). Celkové obklopuji jednotlivé dendrity
maturovanych ¢ichovych neurontl, ¢imz dochazi k jejich elektrické izolaci. V bazélni vrstvé
¢ichového epitelu jiz neni kryti maturovanych neuronti Gplné, a proto dochazi k shlukovani

axonil a synapsim mezi nimi. (Nomura, Takahashi and Ushiki, 2004); (Liang, 2020) (Obr. 4c)



Obr. 4 — A) pohdrkovad burika pod elektronovym mikroskopem (Gipson, 2016); B) dychaci epitel priadusnice.
V tomto epitelu jsou vyznaceny tfi typy bunék: pohdrkové buriky, Fasinkové bufiky a basdini buriky 1; C) ¢ichovy
neuron a podpurnd burika pod elektronovym mikroskopem; Zluté jsou vyznaceny Cichové neurony; u lamindrniho
povrchu jsou dendrity husté obklopeny podptrnymi burikami (Nomura, Takahashi and Ushiki, 2004)

2.1 Imunologicky vyznam nosohltanu

Sliznice hornich cest dychacich pfichdzi do styku s mnoha patogeny, ale 1 s velkou Skalou
komenzalnich mikroorganismi. Imunitni systém hornich cest dychacich na jedné strané brani
vypuknuti infekce pfedevsim v plicich, na druhou stranu musi byt velmi tolerantni. V opacném

ptipadé¢ by dochazelo k zanétlivym odpovédim, coz by vedlo bud’ k alergiim ¢i autoimunitnim



onemocnénim. (Hofej$i and Bartiikova), 2017) Slozky imunitniho systému jsou epitelialni
buiiky a lymfoidni tkan nosu a nosohltanu (NALT)
V ramci imunologické odpovédi se vyuziva jak vrozené, tak adaptivni imunity. (Hiemstra,

McCray and Bals, 2015)

2.1.1 Epitelialni bunky
Povrch epitelialnich bunék je soucésti prvotni mechanické bariéry. Cizorodé latky jsou

odstranény pohybem fasinek, proudénim vzduchu, a sekretu zlaz.

Epitelidlni bunky, pfedevSim neutrofily, makrofdgy a dendritick¢ buinky, se soucasné
podileji na pfirozené imunitni odpovédi. Dendritické buiiky pronikaji svymi vyb&zky na
apikalni stranu epitelu a piimo vychytavaji vdechnuté antigeny, které pak prezentuji
lymfocyttim. Slizni¢ni dendritické buitky maji vétSinou protizanétlivy ucinek, jelikoz indukuji
tvorbu regulacnich T lymfocytl (Treg). (Hotejsi and Barttnkova, 2017)

Mikroorganismy, plisné a viry jsou rozezndvany pomoci povrchovych receptort
epitelialnich bunck (PRR, Pattern recognition receptors). PRR vazi ¢&asti konzervované
struktury patogennich organismt (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) anebo
molekuly ¢i struktury poskozenych bunck, jez jsou normalné v intracelularnim prostoru
s(damage-associated molecular patterns, DAMPs). (Takeuchi and Akira, 2010) Mezi PRR patii
TLR receptory (Toll like receptors), CLR (C-type lectin receptors), RLRs (RIG-I-like
receptory, retinoic acid-inducible gene-I-like receptors) a NLRs (NOD-like receptors).
(Hiemstra, McCray and Bals, 2015) Aktivaci dochdzi k imunitni odpovédi, expresi chemokini
¢i cytokind, proliferaci, pfipadné se spousti procesy adaptivni imunity nebo autofagocytozy

(Borghini, Hibberd and Davila, 2018); (Scherzad et al., 2019).

2.1.2 Lymfaticky systém
Mukozni lymfaticky systém nosu a nosohltanu (NALT) se nachazi v submukozni ¢asti

epitelu v lamina propria. Sou¢ésti organizovaného lymfatického systému je nosni/nosohltanova
mandle, ktera spolu s krénimi mandlemi, jazykovou mandli a trubicovymi mandlemi tvoii tzv.
Waldeyertv lymfaticky okruh. Spojeni mezi submuko6znim lymfatickym systémem a povrchem
epitelu zajistuji kromé dendritickych bunék 1 microfold (M) bunky. (Bemark et al., 2019)
M buiiky na apikélni strané epitelu pohlcuji vzorky z prostfedi a pomoci transcytozy je
pfenaseji do lamina propria. Souc¢ésti lymfatického systému jsou B a T lymfocyty, makrofagy
a neutrofily. Dulezitou soucasti adaptivniho i1 pfirozeného imunitniho systému je tvorba

sekre¢nich IgA protilatek (sIgA) antigen prezentujicimi buiikami (B-lymfocyty a plazmatické
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bunky). sIgA protilatky neaktivuji komplement klasickou cestou, ¢ili nejsou prozanétlivé a diky
tomu nedochazi k poskozeni sliznice. (Daha Gijlswijk-Janssen et al., 2001) Jejich funkce je
pfedevSim v neutralizaci antigenu, sIgA se navdzi na antigen a tim zabrani jeho adhezi
k epitelidlnim buitkam a naslednému priniku do organismu. (Corthésy, 2013) sIgA protilatky
se na povrch epitelu pfenaseji pomoci transcytozy epitelidlnimi buitkami. K pienosu slouzi Fc-
receptor, jehoz ¢ast ziistava po prenosu soucasti sIgA, tzv. sekrecni komponenta. (Woof and

Kerr, 2006) (Hotejsi and Bartiikova, 2017)



3. Mikrobiom

Jako prvni definoval lidsky mikrobiom Lederberg a McCray (Lederberg and McCray,
2001): ,, Mikrobiom je komunita komensalnich, symbiotickych a patogennich

mikroorganismiti, které doslova sdili prostor v nasem téle*.

3.1 Mikrobiom u zdravych jedinct
Horni cesty dychaci jsou vystaveny podminkam vnéjsiho prostredi, setkavaji se s mikroby

a viry. Anatomickym rozdélenim hornich cest dychacich se utvafi ,,ekosystémy*, které tvori
piihodné prostfedi pro rizné druhy bakterii. (Ho Man, de Steenhuijsen Piters and Bogaert,
2017)

Ctyfi nejvice zastoupené kolonie bakterii vnose jsou Propionibackterium,
Corynebacterium, Moraxella a Staphylococcus. (Zhou et al., 2014)

V nosohltanovych stérech zdravych jedinct byly dominantnimi bakteriemi: Staphylococus,
Corynebacterium a Dolosigranulum (53,3 % vzorkll). Vyznamnou ¢ast tvorily bakterie
Moraxella (19,6%), Streptococcus (13 %), nebo Fusobacterium (8,7 %). V menSim mnozstvi
se vyskytovaly Neisseria (2,2 %), Haemophilus (2,2 %) a Alloprevotella (1,1 %). Bakteridlni
kolonie Streptococcus, nebo Fusobacterium jsou asociovany s nosohltanovym epitelem, ale
nejsou pritomny v nosnim epitelu. (Pope et al., 2017) Naopak v nosnich dirkdch zdravych
jedinci se vyskytuji predev§Sim Propionibackterium, Corynebacterium a Staphylococcus
aureus. V piipadé naruseni rovnovahy mikrobiomu, se Staphylococcus aureus za¢ne chovat
patologicky. (Frank et al., 2010) Néktefi jedinci jsou vici kolonizaci bakterii Staphylococcus
aureus imunni, zatimco jini jsou ji kolonizovani dlouhodobé. (Kuehnert et al., 2006) U
novorozenct jsou horni cesty dychaci nejprve kolonizovany bakteriemi Streptococcus viridans
(41%) a Gemella (12 %). Pro zdravy vyvoj nosohltanového mikrobiomu je diilezité, aby u
novorozencl doSlo ke kolonizaci nosohltanu bakterii Staphylococcus aureus. Naopak brzka
kolonizaci Haemophilus influenzae vede k zanétlivé odpovédi a vzniku dychacich obtizi. U
déti do Sesti mésicti se prokazala ptitomnost Corynebacterium (25 %), Moraxella (21%)
Staphylococcus (19 %) Streptococcus (11 %) Dolosigranulum (11 %) a Haemophilius (4 %).
(Bosch et al., 2016)
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Obr 5 - Porovnadni nosohltanového mikrobiomu s mikrobiomem nosu u zdravych jedinct (Pope et al., 2017)

3.2 Potencidlné patologicky mikrobiom

,»O tom, zda je organismus zdravy nebo bude mit klinické projevy, rozhoduje kiehka
rovnovaha mezi komenzalnimi mikroorganismy, patogennimi mikrobi a odpovédi hostitele.*
(Libertucci and Young, 2019) Zdravi jedinci maji Sirokou $kalu bakterii. Naopak u pacientti
dojde k snizené biodiverzit¢ mikrobiomu a dojde k rozsifeni patologické kolonie bakterii.
(Frank et al., 2010)

V nosohltanu se vedle avirulentnich bakterii vyskytuji i potencidlné patogenni bakterie
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae ¢i Haemphilus influenza. Ty jsou pfi vstupu
do nosohltanu asymptomatické, ale pozde€ji mohou pfi naruseni rovnovahy imunitniho systému
zpiisobit predevsim u déti akutni zanét stfedniho ucha (otitis media). Cim diive dojde u ditéte
ke kolonizaci témito bakteriemi, tim se zvySuje pravdépodobnost propuknuti onemocnéni
(Faden et al., 1997).

Naru$eni rovnovahy nosniho a nosohltanového mikrobiomu je spojeno s celou fadou
infek¢nich onemocnéni hornich cest dychacich nebo s alergiemi ¢i astmatem (viz kapitola

5.2.3).

3.3 Vliv prostiedi
Ve spojitosti s koufenim byl prokazan zvySeny pocet bakterii Corynebacterium a

Staphylococcus. Naopak se neprokazala zddna vyrazna zména mikrobiomu, ktera by byla
asociovana s pohlavim, v€kem, krevni skupinou nebo rocnim obdobim. Nebyla nalezena ani

veEtsi spojitost mezi mikrobiomem zdravych jedincii a jedinct s alergiemi. (Pope et al., 2017)
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4. RNA sekvenovani

RNA sekvenovani je rychle se rozvijejici metodou predev§im diky zavedeni masivniho
paralelniho sekvenovani (NGS, new generation sequencing, Graf 1). V soucasné dob¢ 1ze velmi
rychle a levné ziskat informaci o transkriptomu vybrané populace bunék. Pomoci NGS byla
objevena fada novych alternativnich sestfihovych izoforem RNA a nekddujicich RNA.
(Carninci, Yasuda and Hayashizaki, 2008) V pfipad¢ heterogenni populace bun¢k je mozné
pomoci RNA single cell sekvenovani urcit jednotlivé bunécné typy. Takto byly nalezeny i nové
bunécné typy, které by jinak vzhledem k jejich vzacnému zastoupeni bylo t¢zké identifikovat.
(Montoro et al., 2018) Zmény v transkriptomu jsou dulezitym voditkem pfi stanoveni
onemocnéni, sledovani vyvoje nebo 1écby onemocnéni i pti vyzkumu biologické podstaty

onemocnéni. RNA sekvenovani se dale vyuziva pti identifikaci patogen nebo pro analyzu

mikrobiomu.
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Graf 1: Pocet publikaci tykajicich se RNA sekvenovani od roku 1962 do roku 2021 podle NCBI (PubMed), celkem
251261 publikaci do 30.4.2021

4.1 Priprava vzorku

Spravné provedeny odbér biologického materidlu a izolace RNA je stézejnim krokem pii
sekvenovani RNA. Jednovldknova molekula RNA je malo stabilni a podléha snadno degradaci
v zasaditém prostfedi, vlivem tepla nebo enzymy RNazami. Pfi izolaci je nutné dodrZovat
piisnd pravidla pro praci s RNA (vyClenény prostor v laboratofi, jednorazové rukavice,
specidlni pipety, voda a dalsi).

Nosohltanovy stér se provadi nejlépe rano, na la¢no, specidlni ty¢inkou pies nosni dutinu
ze zadni stény nosohltanu, z oblasti s fasinkovym epitelem. TyCinka se okamzit¢ umisti do
izolacniho média. Izola¢ni médium obsahuje fenol a/nebo guanidiniové soli. Izolace se provadi

fenol-chloroformovou extraci podle Chomczynski metody (Chomzynski, 1987), pomoci
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kiemicitych minikolonek nebo pomoci magnetickych kulic¢ek. (Ali et al., 2017) Béhem izolace
nebo po izolaci je nutné vzorek RNA zbavit zbytkd molekul DNA pomoci DNazy 1. Izolovana
RNA rozpusténd v Cisté vodé se skladuje pii -80°C. Podle ucelu pouziti RNA vybirdme metodu
izolace. Dnes existuje fada izolacnich kiti na bazi minikolonek, které jsou schopny izolovat
microRNA, dlouhé¢ RNA, odstranit DNA apod. Posledni dobou se jako progresivni metoda jevi
izolace pomoci magnetickych kulicek, kterd umoziuje v kratkém Case izolaci velkého mnozstvi
vzorkl a je jednoduse automatizovatelna.

Mnozstvi izolované RNA se méii piimo spektrofotometricky, nebot’ purinové zbytky
absorbuji zafeni o vlnové délce 260 nm. Znecisténi vzorku proteiny se stanovuje pomerem
absorbanci 260 nm a 280 nm, (optimum 2,0 — 2,2), pfitomnost zbytkid fenolu nebo
guanidiniovych soli ur€uje pomér absorbanci 260 nm a 230 nm (optimum > 1,7). Pfi nizkych
koncentraci a pro pfesnéjsi stanoveni mnozstvi RNA se pouzivaji fluorescencni interkalaéni
barviva, ktera interaguji s RNA a zvySuji svou fluorescenci. Kvalitu RNA urcuje ¢islo RIN
(RNA integrity number). Jedna se o stupnici, ktera charakterizuje miru rozpadu RNA. RNA je
rozdélena podle délky kapilarni elektroforézou, pokud je kvalita RNA dobra, na
elektroforegramu jsou patrné dva ostré piky odpovidajici rRNA o velikostech 18S a 28S (RIN
> 8). V ptipadé€ Spatné kvality RNA (RIN < 4) piky nejsou patrné. (Obr. 6)

A B
RIN:10 RIN: 6.50
[FU] [FU]
100 ‘ 20 ’
0 i 0
I T I | I | I | ! I I ]
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
C
RIN: 3.20
[FU]
20
10
" .
T | ) T
25 200 1000 4000 [nt] |
Obr. 6 — Zndzornéni kvality RNA pomoci Cisla RIN (RNA Integrity number) na elektroforegramu A) vysokd

kvalita RNA, RIN 10, jsou viditelné dva piky odpovidajici podjednotkam rRNA: 18S a 28S; B) lehce degradovand
RNA, RIN 6,5;sdle jsou zde pozorovatelné dva vyraznéjsi piky odpovidajici podjednotkém 18S a 28S ;C)
degradovand RNA, RIN 3,2; nejsou zde viditelné piky, které by odpovidaly podjednotkdm rRNA

4.2 Ptiprava knihovny
Ptiprava knihovny pro sekvenovani na platformé Illumina.
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Vhodna metoda pro piipravu knihovny je vybrana na zéklad¢ analyzovaného typu RNA
s ohledem na vstupni mnozstvi a kvalitu RNA. Obecn¢ je RNA béhem procesu fragmentovana
na useky o délce 200 — 400 parh bazi a prepsana pomoci RNA dependentni DNA polymerazy
(reverzni transkriptdzy) na jednovlaknovou komplementarni DNA a poté na dvouvlaknovou
DNA. Na konce DNA jsou pomoci DNA ligazy ptipojeny sekvenacni adaptory a nakonec je
DNA amplifikovéna. Vysledna dvouvldknova DNA je poté sekvenovana.

Sekvenacni adaptory obsahuji tseky pro navazani vlakna na sekvenaéni desti¢ku, useky pro
sekvena¢ni primery a unikatni useky pro identifikaci vzorkl. (Stark, Grzelak and Hadfield,
2019)

Celkovda RNA (total RNA) je z95 — 97 % tvofena ribosomalni RNA (rRNA). Pii
sekvenovani total RNA informace o protein kodujicich genech tvoii pouze 3 — 5 %.
Sekvenovani celkové RNA se vyuziva pii studiu mikrobiomu nebo u silné degradovanych
vzorkii RNA.

Pii studiu transkriptomu je vSak vhodné ribozomalni RNA pro snizeni sekvenacnich
nakladli odstranit. Jednim z moznych zptisobti je mRNA capture, ktery vyuzivéa struktury
eukaryotické mRNA, kterd ma na 3‘-terminalnim konci polyA sekvenci. K zachyceni mRNA
slouzi oligo (d)T fetézec, ktery je zpravidla navazdn na magnetické kulicky. PolyA konec
mRNA hybridizuje k oligo (d)T a zbyld RNA je odstranéna. (Vomelova, Vani¢kové and Sedo,
2009) Touto metodou nelze zachytit degradovanou RNA anebo RNA bez polyA konce, ktera
se ale mlze podilet na expresi genu bud’ jako nekodujici ¢ast nebo ¢ast kddujici protein. (Zhao
et al., 2014)

Druhou metodou je rRNA deplece, pii které je ze vzorku ribozomalni RNA odstranéna.
Dnes jsou pouzivany tii ptistupy: 1) deplece rRNA pomoci magnetickych kuli¢ek. Magnetické
kulicky, maji na sob& navazany oligonukleotid komplementarni k rRNA, nasledn¢ dojde
k hybridizaci a odstranéni rRNA 1ii) deplece rRNA za tvorby hybridni molekuly DNA:RNA.
rRNA hubridizuje ke komplementadrnimu oligonukleotidu DNA a vznikne RNA:DNA hybrid,
ktery nasledné¢ podléha degradaci v pfitomnosti enzymu RNasa H. iii) celkovd RNA je
konvertovana do cDNA a ribosomalni cDNA je odstépena pomoci ZapR enzymu. Posledni

metoda se vyuziva pro vzorky s nizkou koncentraci RNA. (Herbert et al., 2018)

4.3 Sekvenovani RNA
Masivni paralelni sekvenovani, sekvenovani nové generace (New Generation sequencing,

NGS), umoziuje sekvenovat miliony az miliardy vldken najednou a rychle generovat velké

objemy dat. Navazuje na ptiivodni Sangerovu metodu, ktera svou kapacitou prestala dostacovat.
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Historicky se NGS se vydaly dvéma sméry, sekvenovani pomoci hybridizace (sequencing by
hybridization, SBH) a sekvenovani pomoci syntézy, které je dnes dominantnim pfistupem
(sequencig by synthesis, SBS). (Slatko, Gardner and Ausubel, 2019)

Pti sekvenovani pomoci syntézy dochazi k postupné inkorporaci modifikovanych
nukleotid podle vzorového vldkna. Vzorové vldkno je pevné uchyceno k podkladu a
komplementarni vlakno je syntetizovano pomoci DNA polymerazy nebo ligdzy. Mezi prvni
SBS sekvenatory pattily Roche 454, ktery vyuzival techniku pyrosekvenovani. (Ronaghi et al.,
1996) Dale Ion Torrent, pti kterém dochazi ke zménam pH. Jeho vyhodou je moznost okamzité
detekce inkorporovaného nukleotidu. (Rothberg et al., 2011).

V soucasné dobé je nejrozsifenéjsi sekvenacni platformou Illumina. Jednd se o metodu
vyuzivajici fluorescencni znacku na jejimz zékladé je na konci cilova sekvence analyzovéna.
K zesileni a zachyceni signdlu je kazdd molekula DNA mnohonédsobné amplifikovana a
vznikaji shluky vlaken se stejnou informaci, tzv. clustering. K amplifikaci DNA vldkna vyuZzivé
strukturu most (bridge). (Slatko, Gardner and Ausubel, 2019) (Obr. 7) Sekvenatory vyuzivaji
ti1 druhy fluorescen¢niho znaceni, ¢tyibarevné (Fuller et al., 2009) (kazdy nukleotid ma svou
fluorescenéni znacku), dvoubarevné (vyuziva dvou fluorescencnich znacek — na jeden
nukleotid jsou navdzany ob& znacky, na dvou nukleotidech po jedné znacce a jeden nukleotid
je neznaceny) a jednobarevné (Illumina, 2018) (béhem jednoho sekvena¢niho cyklu dojde
k dvéma chemickym krokiim a dvéma snimkim, jeden nukleotid je permanentné oznacen,
signdl ano-ano, na druhém nukleotidu je znacka, ktera je druhém kroku odstépena, signal ano-
ne, tfeti nukleotid nese vazebné misto, na které se v druhém kroku vaze fluorescen¢ni znacka,
signal ne-ano, ¢tvrty nukleotid znacku nenese, signal ne-ne). Délka sekvenci se pohybuje okolo

50 — 200 bézi. (Obr. 8)
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Fragment DNA

Obr. 7- ILLUMINA SEKVENOVANI: (1) Pfiprava DNA k sekvenovdni: A) Osetfeni fragmentované DNA — oprava
koncd, B) prirazeni A-overhang a C) ligace adaptort D) pfipravend dsDNA (2) Clustering E) navdzdni forward
vldkna DNA k sekvenacni desticce (flow cell) F) struktura most (bridge) — molekula ssDNA hybridizuje sekvenci
druhého adaptoru k oligonukletidu navdzaného na sekvenacni desticku a amplifikace reverse vidkna. G) tvorba
klastri a odstépeni reverznich vidken H) pripravené forward vidkno k sekvenovdni nasednuti sekvenacniho
primeru (3) Sekvenovadni ) Extenze prvniho nukleotidu, emise zdreni a odstranéni blokdtoru, ktery brani dalsi
extenzi J) postupné opakovdni procesu extenze K) paralelni snimdni emitujiciho zareni na flow cell
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Obr 8 — lllumina 4-, 2- a 1-kandlovad chemie: A) 4-kandlova chemie kombinuje Ctyri fluorescencni znacky a 4
snimky, B) 2-kandlovd chemie kombinuje dvé fluorescencni znacky a 2 snimky C) 1-kandlovd chemie kombinuje
jednu fluorescencni znacky a 2 snimky (lllumina, 2018)

4.4 Single cell sekvenovani
Poprvé bylo single cell sekvenovani pouZito v roce 2009 pro analyzu transkriptomu a

ziskani genové exprese mysi blastomery. (Tang et al., 2009)

Single cell sekvenovani se vyuziva pii sekvenovani heterogenni populace bunék, ve které
je mozné identifikovat jednotlivé typy bunck podle jejich transkripéniho profilu. Lze tak
sledovat 1 velmi nizké populace bunck, které by nebylo mozné jinak zachytit. Studium
variability transkriptomu jednotlivych bunécnych typt mize do budoucna vést k lepSimu
pochopeni ulohy exprimovanych genti ve spojitosti k zdravému ¢i patogennimu fenotypu nebo
fyziologickému vyvoji. (Hwang, Lee and Bang, 2018)

Vzorkem pro single cell sekvenovani je tkan, ktera je mechanicky a enzymaticky rozdélena
na jednotlivé builky, pomoci enzymi trypsindz a kolagenaz. (Leelatian ef al., 2017) Jednotlivé
buiikky jsou nasledné¢ selektovany nékolika metodami (obr. 9). Mezi nejcastéji pouzivané
metody pro separaci bunck patii fluorescencné aktivovana bunécnéd separace (FACS;
fluorescence activated cell sorting) a bunéénad separace aktivovand magnetem (MACS;
magnetic-activated cell sorting). Ob&é metody vyzaduji relativné velké mnozstvi bunék (cca
10.000). Buiiky jsou nejprve oznaceny fluorescenéné nebo magneticky znac¢enou monoklonalni
protilatkou nej¢asteji proti povrchovému proteinu urcitého bunécného typu a poté selektovany.
Posledni roky se pouzivd mikrofluidni separace. Jednotlivé bunky jsou obaleny
mikrokapénkou, spole¢né s mikroc¢astici na které jsou navdzany oligomery s unikatni sekvenci.
Po bunécné lyzi dojde k navazani RNA na oligonukleotidy, zpravidla pies A-konec, pak
nasleduje rozpad kapének a reversni transkripce a amplifikace. Vznikd knihovna, kde kazdy
transkriptom jedné buniky je znaceny unikétni sekvenci. (Hwang, Lee and Bang, 2018); (Hu et

al., 2016); (Stark, Grzelak and Hadfield, 2019)
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Obr. 9 — SINGLE CELL SEKVENOVANI: (A) diluéni metoda (B) mikromanipulace pomoci mikroskopu a
kapilarnich pipet (C) FACS (fluorescence-activated cell). Fluorescenéné znacena protilatka je navazana na
bunéény protein. (D) Laserova mikrodisekce z pevnych vzorkt (E) Mikrofluidni technologie (F) MACS
(magnetic-activated cell sorting). (G) Schématické znadzornéni piipravy RNA knihovny pomoci kapének. (Hwang,
Lee and Bang, 2018)

4.5 Zpracovani dat
Vystupem sekvenovani jsou obvykle data ve formatu FastQ, (Shah et al., 2016) Postup

zpracovani sekvenac¢nich dat probihé v n€kolika krocich, prvnim krokem je kontrola kvalit, kdy
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jsou z nalezenych sekvenci odstranény ¢teni s nizkou kvalitou a ¢teni obsahujici adaptorové
sekvence. V dalsim kroku jsou sekvence namapovany na referencni genom (alignment).
Vystupem jsou data v BAM formatu (Delhomme et al., 2012), ktera slouzi jako vstup pro
kvantifikaci genové exprese. Takto ziskané hodnoty jsou nasledné zpracovavany pomoci
vhodnych statistickych pfistupt s cilem identifikovat expresni zmény mezi analyzovanymi
skupinami. Nalezené expresni zmény je mozné dale interpretovat s vyuzitim néstroju jako je

napiiklad GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). (Subramanian et al., 2005)
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5. Klinické a vyzkumné vyuziti

5.1 Infekéni onemocnéni
RNA sekvenovani v klinické praxi ma perspektivu v jeho Sirokém vyuZziti pii stanoveni typu

infek¢niho onemocnéni. V soucasné dobé se v nemocnic¢nich laboratofich vyuzivda metoda
pratokové cytometrie, kterd je schopna urcit jednotky druhti zakladnich respiracnich patogent.
(Leber et al., 2020) Oproti tomu RNA sekvenovani nosohltanového vytéru je schopné zachytit
veskeré patogenni organismy i jejich mnozstvi, které se v hornich dychacich cestach vyskytuji.

Z vyzkumného hlediska je RNA sekvenovani dulezité pro pochopeni mechanismu
propuknuti infek¢niho onemocnéni, vztahu mezi patogenem a hostitelem a imunitni odpovéedi
organismu.

Single cell RNA sekvenovani je schopné urcit druh napadenych bunék, molekuly a burniky
podilejici se na imunitni odpovédi proti patogenu a také exprimované geny, které patogenni

Onemocnéni hornich cest dychacich doprovazi zména ve slozeni a diverzit¢ mikrobiomu.

Vzijemny vztah mikrobiomu, patogenu a hostitele je castym pfedmétem soucasného vyzkumu.

5.1.1 Chiipka
Chfipka je onemocnéni zptsobené viry ¢eledi Orthomyxoviridae, které napadaji predevsim

horni cesty dychaci. Chfipka je sezénnim onemocnénim, zpravidla s leh¢im pribéhem, mize
vSak zpiisobovat i vaZné komplikace a u vnimavych a starSich jedinci mtiZze koncit smrti. Kazdy
rok prodéla chiipkové onemocnéni az jedna miliarda lidi celosvétove, z nichz 3 — 5 milioni lidi
ma tézky pribeh a okolo pll miliénu piipadd kon¢i smrti. (World Health Organisation, 2019)
V minulém roce pocet piipadl chiipky, stejn€ jako dalSich respiracnich onemocnéni vlivem
pandemie covid-19 prudce klesl. (Jones, 2020); (Olsen et al., 2020); (WHO, 2021) V Ceské
republice bylo v roce 2018/2019 hlaseno okolo 600 vaznych ptipadl chiipky, z toho asi 200
pacientii zemielo. (Nagy, 2019)

Ve spojitosti s chiipkou byla pozorovana zména v mikrobiomu nosohltanu, ktera by mohla
byt indikatorem pro tézky pritbéh onemocnéni. U pacientl s tézkym pribéhem onemocnéni
byla zjisténa vyssi diverzita mikrobiomu oproti pacientim s leh¢im pribehem. (Langevin et al.,
2017) U pacientt s mirnéjS$im prabehem byl zvySeny vyskyt Staphylococcus aureus, naopak u
pacientll s tézkym pribéhem byl zvySeny vyskyt nékteré z bakterii rodu Prevotella,
Streptobacillus, Haemophilius, Veillonela, Fusobacterium (Langevin et al., 2017) nebo

Moraxella (Edouard et al., 2018). Zaroven se v mikrobiomu pacienta nevyskytuji gram-
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pozitivni bakterie nebo jen velmi omezené. (Langevin et al., 2017) Ukazuje se, ze mikrobiom,
muze hrat diilezitou roli v boji s virovou infekei. Naptiklad Prevotella neprodukuje zadné
prozanétlivé cytokiny a naopak negativné ovliviluje sekreci prozanétlivych cytokini
sekretovanych patogeny. (Edouard et al., 2018). Na druhou stranu pravé u bakterie rodu
Prevotella byl zaznamenan zvySeny vyskyt u déti s t€z§im pribéhem onemocnéni. (Langevin
et al., 2017)

Pribéh onemocnéni na molekularné biologické trovni pomohlo objasnit single cell RNA
sekvenovani. Virus chiipky napadd v organismu vice druhi bunék, piedev§im epitelialni
bunky. Dale napada buiiky imunitniho systému, jako jsou dendritick¢ bunky, NK bunky
(natural killer cells) a makrofagy. (Steuerman et al., 2018) Jakmile se virus dostane do buiiky,
zvysi se prudce genova exprese virové mRNA, kterd tvoii mezi 5 — 25 % veskeré bunécné
mRNA. (Hatada et al., 1989)

Jako prvni reaguje na virus chiipky pfirozena imunita a to pfi vstupu tohoto viru do hornich
cest dychacich. Makrofagy, epitelidlni buniky a plazmocytoidni dendritické bunky aktivuji
imunitni odpovéd’ po rozeznani viru chiipky pomoci PRR. Na konci imunitni drahy dochézi
k produkci prozéanétlivych cytokini (Malik and Zhou, 2020) a interferontl, které negativné
pusobi na bunéénou translaci a tim zabraiiuji mnozeni viru. (Alexopoulou et al., 2001) (Tan et
al., 2019). Soucasné dochazi k poskozeni epitelu vlivem apoptdzy nebo nekrézy u nékterych
napadenych bunék. (Tan et al., 2019)

Poté nastupuje adaptivni imunita, jeZ je soustfedéna v lymfatické tkani. Epitelidlni buiika
lymfatické tkdné produkuje chemokiny, které slouZzi jako atraktanty pro dendritické bunky.
Dendritické bunka jako antigen prezentujici buiika putuje do lymfatické uzliny, kde stimuluje
T- lymfocyty a B- lymfocyty v produkei protilatek. Stejné mizou fungovat i makrofagy, jejichz
pocet pii virové infekci stoupd. T lymfocyty, kterym dendritické buiiky prezentuji virovy
antigen spousti zanétlivou odpovéd’, aktivuji makrofagy, neutrofily a cytotoxické T lymfocyty,
které putuji zpét k mistu zanétu a fagocytuji virové Castice. (Braciale, Sun and Kim, 2012)
Cytotoxické T- lymfocyty produkuji interferony INF a interleukiny IL-10, coz jsou
prozanétlivé mediatory. Byla prokézana spojitost mezi vysokou koncentraci IFN-a, ktery

indukuje produkei cytokinu IL-10 a tézkym prabéhem onemocnéni. (Oshansky et al., 2014)

5.1.2 Koronavirus
Na podzim 2019 se objevily prvni pfipady nakazy novym typem koronaviru, ktery zpiisobil

souc¢asnou pandemii onemocnéni covid-19 (coronavirus disease 2019) zptisobené virem SARS-

CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2). Onemocnéni poprvé propuklo na
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tizemi Ciny v provincii Wuhan. Pfiznaky onemocnéni jsou velmi riiznorodé, mezi nejéastéjsi
patii teplota, kaSel, svalova bolest, inava, bolest hlavy a ztrata ¢ichu a chuti. Inkubacni doba
onemocnéni je pocitana od prvniho vystaveni ndkaze a trva 2 - 14 dni. (Chung, Thone and
Kwon, 2021); (Mehrotra et al., 2021) V soucasné chvili je odhadovano, Ze onemocnéni
prodélalo celosvétoveé pies 150 miliona lidi, z toho ptfes 3 milidony lidi zemielo (ke dni 1. 5.
2021) (Dong, Du and Gardner, 2020). Vznikld pandemie méla velky vliv na vyvoj novych
diagnostickych metod, zdkladem kterych je jednoduchy odbér vzorki, rychlost zpracovani a
piesnost vysledku.

V soucasnosti je hlavnim materidlem pro diagnostiku pfitomnosti SARS-CoV-2
nosohltanovy stér, v mensi mife také odbér slin nebo stér z ustni dutiny. Stér nosnich dutin je
mén¢ invazivni metoda odbéru, kterd vykazuje podobnou senzitivitu jako nosohltanovy stér.
(Péré et al., 2020) Naopak vytér nosohltanu vykazuje lepsi senzitivitu a vyS$si virovou ndloz
oproti stéru ze zadni stény ustni dutiny. (Pope et al., 2017)

Pro identifikaci pritomnosti viru SARS-CoV-2 se vyuziva metod RT-PCR nebo antigenniho
testu. RT-PCR je citlivéjsi metodou, ale analyza vysledk je delsi nez u antigenniho testu.

Pomoci RNA sekvenovani nosohltanového stéru je kromé ptitomnosti viru mozné detekovat
1 jeho varianty — mutace. V soucasnosti jsou n€které mutace spojovany s vyssi rychlosti Sifeni
viru nebo s t€z§im pribéhem onemocnéni. Lze tak sledovat Sifeni téchto potencidlné
nebezpecnych variant. (Tegally et al., 2021); (Giovanetti et al., 2021); (Galloway et al., 2021)

Stejné jako u viru chiipky i u SARS-CoV-2 pomohlo RNA sekvenovani k objasnéni
bunécnych mechanismil pti propuknuti infekce. U pacientd s onemocnénim covid-19 dochézi
k nékolika zménadm v dychacim epitelu. Bazalni bunky zdravych jedinct, které slouzi jako
kmenové bunky, diferencuji na sekrecni bunky, ze kterych vznikaji buiiky fasinkové. Pti infekci
dochazi pfimo k diferenciaci basdlnich bunék na bunky fasinkové. Dale dochazi
k nékolikandsobnému zvyseni exprese ACE2 v epitelidlnich buiikach nikoliv v§ak v imunitnich
bunikach. Prosttednictvim ACE2 (angiotensin-konvertujici enzym 2) vstupuje SARS-CoV-2 do
bunék. Vlivem infekce dochazi ke zvySené interakci mezi epitelidlnimi buitkami a buikami
imunitniho systému. Builky imunitniho systému produkuji interferony, které brani virové
replikaci. Interferonova draha je indukovana transkripénim faktorem STATI1, STATI ovSem
indukuje i transkripci genu ACE2. Cim vétii je tedy imunitni odpovéd’ na probihajici infekci,
tim vétsi je exprese ACE2 v epitelialnich bunikach. (Lorenz Chua et al., 2020)

Béhem infekce exprimuji epitelidlni bunky celou fadu chemokinti, které jsou atraktanty pro
neutrofily, T lymfocyty, mastocyty a makrofagy. U pacientl s té€zkym pribéhem onemocnéni
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dochazi k nadmérné produkci téchto cytokintl, tzv. cytokinovd bouii. Zejména se jednd o
chemokiny CCL2, CCL3 a CCLS, které jsou spojovany s atrakci neutrofilu, cytotoxickych T
lymfocytti a makrofagt. (Blanco-Melo et al., 2020) (Lorenz Chua et al., 2020)

TEZz81 prabeh onemocnéni covid-19 u starsich lidi nad 60 let je davan do souvislosti s horsi
funkci imunitniho systému ve vyssim véku. Star$i jedinci maji snizené mnozstvi cytotoxickych
T-lymfocyti a NK bunék. Leh¢i prubéh onemocnéni u zen oproti muziim je naopak ptfisuzovan
vys$simu poc¢tu B-lymfocytl u zen. (Liebermanid et al., 2020)

Lehky nebo bezptiznakovy pribéh onemocnéni covid-19 u déti je spojovan s mladym
imunitnim systémem. Imunitni systém déti je neustale vystavovan novym podnétim a velmi
dobfe funguje ptirozend imunitni odpoveéd’ sliznice nosohltanu. Déti maji nastaven vyssi limit
pro spusténi systémové adaptivni odpovédi. Oproti dospélym byl u déti pozorovan snizeny
pocet neutralizacnich protilatek, fagocytii a T lymfatickd odpovéd’ byla slabsi, naopak byla
prokéazana zvySena exprese genu pro interferony. Hodnoty specifickych IgA a IgG protilatek

byly u déti i dospélych stejné. (Pierce et al., 2021)

5.2 Vyzkum neinfek¢nich onemocnéni

5.2.1 Vyzkum neurodegenerativnich onemocnéni
Pro vyzkum neurodegenerativnich onemocnéni se vyuzivaji buiiky nervové tkané. Odbér

bunék pfimo z mozku je metoda velmi invazivni a pro pacienta rizikova. V soucasné dob¢ se
proto vyuzivaji indukované neurdlni buiiky (iN) a indukované pluripotentni kmenové buiiky
(iPSCs). Béhem preprogramovani ovSem dochézi k epigenetickym zménam, které mohou vést
k zavéadé¢jicim vysledkiim pii studiu genové exprese (Lavoie et al., 2017)

Jako vhodny material pro vyzkum se tak jevi odbér ¢ichové nervoveé tkané (OE, olfactory
epithelium), kterd jako jedind nervova tkan se neustdle obnovuje a neni nutné jeji
pfeprogramovani. Vyuzit 1ze izolované maturované neurony nebo kmenové buiiky. Neuronalni
buiiky OE jsou odebrany mikrodisekci nebo pouhym stérem, ktery je neinvazivni a neni nutné
pouzit anestezii. Vyhodou je 1 moznost opakovaného odbéru, naptiklad pti sledovani progrese

onemocnéni nebo 1éEby pacientll. (Borgmann-Winter et al., 2015)

5.2.2  Cysticka fibroza
Cysticka fibrdza je onemocnéni, které zpiisobuje chronickou infekci dychacich cest, a ktera

muze vyustit az v poSkozeni plic. V mikrobiomu pacientii s cystickou fibrozou byl nalezen

vyssi vyskyt bakterii Streptococcus, Neisseria, Veillonella, Rothia, Staphylococcus aureus,
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Haemophilus influenzae a Moraxella. Jednéd se o potencionalné patogenni nebo komenzalni
organismy hornich cest dychacich, které se rozsifi i do dolnich dychacich cest. Patogenni
bakterie rodu Pseudomonas a Burkholderia jsou asociovany pouze s dospélymi pacienty a
souvisi s postupnym zhorSovanim onemocnéni ve vyssim véku. (Coburn et al., 2015)

Podle doporuceni Svétové zdravotnické organizace se u déti s cystickou fibrézou pouziva
pfi cilené 1é¢bé infekei dolnich cest dychacich mikrobiologicka analyza nosohltanového stéru,
a to z divodu neinvazivniho odbéru materidlu. OvSem vysledky studie, ktera porovnavala
mikrobiom nosohltanového a bronchoalveoralniho vyplachu ukazaly urcité limity této metody.
Mikrobiom hornich cest dychacich je mnohem vice variabilni oproti mikrobiomu dolnich cest
dychacich a slozeni obou mikrobiomli se u jedince mohou znaén¢ lisit. Nahrazeni
bronchoalveoralniho vyplachu nosohltanovym stérem je proto diskutabilni. (Prevaes et al.,

2017)

5.2.3 Astma
Astma je definovano jako ,,chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, pii kterém hraje

roli mnoho bun¢k a bunéénych prvki: zejména Zzirné bunky, eozinofily, T lymfocyty,
makrofagy, neutrofily a epitelidlni buiiky. U vnimavych jedinct zptisobuje tento zanét opakujici
se epizody sipani, duSnosti, tlaku na hrudi a kasle, zejména v noci nebo brzy rano. Tyto epizody
jsou obvykle spojeny s rozsahlou, ale proménlivou ptekazkou proudéni vzduchu, kterd je ¢asto
reverzibilni bud’ spontanné, nebo pii 1€¢be. (Mims, 2015) NaruSeni rovnovahy mikrobiomu
hornich cest dychacich je spojeno s alergiemi a astmatem zejména u déti. ZvySeny vyskyt
bakterii rodu Moraxella, Streptococcus a Haemophilus a niz§i vyskyt bakterii rodu
Corynebacteriaceae je spojen jiz v kojeneckém véku s vys§Sim vyskytem infekci dolnich cest
dychacich. (Toivonen et al., 2019); (Teo et al., 2018) Podobna korelace byla pozorovana u déti
a adolescentll s kompenzovanym astmatem. Béhem astmatickych epizod se zvySoval podil
bakterii rodu Moraxella a Staphylococcus, Streptococcus a oproti tomu se snizoval podil
bakterii rodu Corynebacteriaceae a Dolosigranulum (Zhou et al., 2019). U dospé€lych nebyly
pozorovany vyrazné rozdily v mikrobiomu mezi astmatiky a neastmatiky, krom¢ vyznamné
zvySené¢ho podilu bakterii rodu Corynebacteriaceae u neastmatikli do 45 let vé€ku. U starsi
populace nad 65 let rozdily v mikrobiomu u astmatikli a neastmatikli pozorovany nebyly. (Lee
et al., 2018)

Nejcastéjsim druhem viru zptsobujici zhorSeni astmatu jsou rhinoviry. (Zhou et al., 2019)

Zvysené riziko astmatu bylo u déti spojeno s infekci dychacich cest zplisobenou respiraénim

syncytidlnim virem (RSV) a u dospélych s vyskytem rhinoviru (RV). Virova infekce je také
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spojena se zménou slozeni bakteridlniho osidleni hornich cest dychacich. Rhinoviry zvySuji
podil bakterii rodu Moraxella a Streptococcus a RSV zvySuji podil Streptococcus a
Haemophilus. (Jartti et al.,2020)

I pfes znacné mnozstvi studii, které se zabyvaji zménami v mikrobiomu hornich cest
dychacich a astmatem, neni dosud ziejmé, zda jsou zmény piicinnou ¢i disledkem onemocnéni.

(Zhou et al., 2019)

5.2.4 Rakovina
Karcinom nosohltanu je agresivni maligni typ rakoviny, ktery je prevalentni ve vychodni a

jihovychodni Asii a severovychodni Africe. Pro naddor je charakteristickd vysokd mira
pronikani bun¢k imunitniho systému do nddorovych 1ézi. Ke zvoleni cilené terapie bylo vyuzito
single cell sekvenovani, které ukézalo velkou heterogenitu karcinomu. Pacienti s vysokou
expresi genll typickych pro makrofagy, dendritické buiniky a NK buiiky méli dobrou prognézu
onemocnéni, naopak pacienti se zvySenou expresi geni bunééné¢ho cyklu méli negativni
prognézu. Soucasné byly nalezeny reguldtory a transkripéni faktory, které by mohly hrat

dilezitou roli pfi cilené 1é¢bé nadoru. (Chen et al., 2020)

5.2.5 Deédi¢na onemocnéni
Nosohltanovy stér je také mozné vyuzit i pii studiu a diagndéze vzacnych dédi¢nych

onemocnéni. Rada dédi¢nych onemocnéni je organové pecificka, a proto uréeni presné
diagndzy je v nékterych ptipadech mozné pouze na Grovni transkriptu, s nutnosti biopsie, nebot’
fada téchto transkriptli neni sledovatelnd v periferni krvi ani, v dalSich snadno dostupnych
odbérovych materidlech. Nosohltanovy ptfipadné nosni stér obsahuje velké mnoZstvi riznych
typll bunék (epitelidlni buiiky - sekre¢ni, neurony), transkripéné vysoce aktivnich, u kterych
muze probihat exprese stejnych gent jako je tomu ve sledovanych postizenych organech nebo

tkanich.
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6. Zavér

Tato préce je piehledem znalosti o sliznici nosohltanu, jejiho mikrobiomu a vyuziti RNA
sekvenovani.

Cichovy epitel, ktery se vyskytuje pouze v nosnich dutinach, je tvofen Fasinkovymi,
poharkovymi, basalnimi buiitkami a ¢ichovymi neurony. Dychaci epitel se vyskytuje v ramci
hornich i dolnich dychacich cest a je piedevs§im tvoien, pohdrkovymi, sekre¢nimi a fasinkovymi
buitkami. Na povrchu dychaciho epitelu je mucin, ktery slouzi k zachyceni patogent a
Skodlivin.

Sliznice nosohltanu obsahuje pestrou §kalu mikroorganismi, a jejiz struktura je specificka.
Pro zdravy mikrobiom je duilezitd vyrovnanost mezi jednotlivymi druhy bakterii a vysoka
heterogenita v zastoupeni jednotlivych bakteridlnich kolonii. NaruSeni této rovnovahy vede
k snizeni diverzity a pfi dominanci potencionalné patogenni bakterie 1 k propuknuti
onemocnénti.

V souvislosti s propuknutim onemocnéni covid-19 ziskal odbér nosohltanového stéru velky
vyznam a ukdzal se jako vhodny diagnosticky a vyzkumny materidl. Jednim z vysledkt
pandemie je zdokonaleni metod odbéru, transportu i izolace vzorkii nosohltanového stéru a
jejich automatizace pii zpracovani. Stér z nosohltanu muze slouzit pro vyzkum infekénich i
neinfekénich nemoci. U infekénich onemocnéni se RNA sekvenovani vyuzivd zejména
k detekci patogenniho organismu a pozorovani zmén genové exprese. Snahou je nalézt
smérodatné indikatory, které by v predstihu dokéazaly odhalit jedince s ptedpoklady pro tézky
prib&h onemocnéni s nutnosti hospitalizace. U dédicnych (cysticka fibréza, astma) nebo
ziskanych (rakovina) onemocnéni, odhaleni zmén transkriptomu, mize vést k cilené a efektivni

1é¢be pacienta.
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7. Souhrn

Odbér nosohltanového stéru je rychla a jednoducha metoda. Vzorek z nosohltanu obsahuje
epitelialni a imunitni buniky hostitele, mikroorganismy a ptipadné patogeny. Z toho diivodu ma
vysoky potencidl v diagnostice i biomedicinském vyzkumu. S rozvojem RNA sekvenovani se
podaftilo shromazdit velké mnozstvi informaci o fyziologickych a infek¢nich procesech, které
v nosohltanu probihaji.

Prestoze se mnoho studii zabyvalo slozenim zdravého mikrobiomu a mikrobiomu
v zavislosti na zavaznosti onemocnéni, obecnym vysledkem je, ze v pribéhu onemocnéni
dochazi ke zméné variability mikrobiomu. Variabilita je sniZend a prevladaji potencidlné
patologické mikroorganismy. (Toivonen et al., 2019); (Teo et al., 2018); (Zhou et al., 2019);
(Jartti et al.,2020). Naptiklad nebyla nalezena zadna vyraznd zmeéna mezi mikrobiomem
astmatikd a neastmatikli v dospélém véku (Lee et al., 2018) a nebyla nalezena ani zadna
spojitost mezi zménou mikrobiomu v zavislosti na pohlavi nebo véku. (Pope et al., 2017) Dosud
neni prokazano, zda zména slozeni mikrobiomu je pfi¢inou nebo nésledkem sledovaného
onemocnéni. (Zhou et al., 2019) Zajimavym zjiSténim naopak je interakce mezi
mikroorganizmy navzajem, napiiklad pii virové infekci. (Edouard et al., 2018); (Jartti et
al.,2020).

Stejné tak snaha nalézt jednoznacny marker (napf. zména exprese nékterého genu, podle
kterého by bylo mozZné jiz v zacatku infekéniho onemocnéni identifikovat jedince, u kterych
hrozi t€zky priibéh onemocnéni) zatim neptinesla jasné vysledky. Genova exprese je spojena
s akutnim stavem jedince a prognoza v dohledu né€kolika dnt je sloZitd. Naopak se podafilo
zmapovat pribéh onemocnéni na bunécné Urovni, popsat mezibunécné interakce, coz miize
prispét k vyvoji cilenych 1€k pii zivot ohrozujicich stavech. (Oshansky et al., 2014); (Lorenz
Chua et al., 2020)

Velky pokrok byl zaznamenan ve vyzkumu karcinomu nosohltanu, na jehoz zakladé¢ je
mozné urcit progndézu onemocnéni a vést cilenou 1é¢bou. (Chen et al., 2020)

V neposledni fadé méa do budoucna velky potencial studium ¢ichovych nervovych bunék ve
spojitosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi. Vyhodou je jejich neinvazivni zisk a zaroven

neni tfeba jejich reprogramovani, které vede k epigenetickym zménam. (Lavoie et al., 2017)
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