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Abstrakt

De novo vyvoj léCiv predstavuje mimoradné slozity, ¢asové narocny a nakladny proces.
Pouziti stavajicich Iéku v nové indikaci, tzv. repurposing léCiv, vyuzivajici rozsahlé
transkriptomové soubory dat, se ukazal jako slibnd alternativa, ktera by mohla cely proces
vyvoje urychlit. Nedavné zavedeni technologii profilovani RNA v jednotlivych bunkach
piislo s ptislibem potencialniho zlepSeni tohoto procesu diky moznosti stanoveni exprese
jednotlivych genli na urovni jednotlivych bunék. Plny potencial této technologie pro
repurposing 1éCiv vSak jesté nebyl zcela vyuzit. Cilem této bakalaiské prace je shrnout
vyzvy a prilezitosti spojené s pouzitim jednobunécné transkriptomiky k identifikaci novych
indikaci 1ékti. S dirazem na kritickou roli transkriptomiky jednotlivych bunék prace
poskytuje piehled o databazich, néstrojich a strategiich pro repurposing 1é€iv. V ptipadoveé
studii je vybrany pfistup pouzit k identifikaci novych kandidati pro 1écbu ischemického
poskozeni mozku, s vyuzitim vlastnich transkriptomovych dat. Shrnuto, tato prace si klade
za cil poskytnout vhled do moznosti transkriptomiky jednotlivych bun€k pii repurposingu

1é¢iv a navrhnout nové kandidéty na 1éky pro 1é¢bu mozkové mrtvice.

Kli¢ova slova: Repurposing 1é¢iv; jednobunécna transkriptomika; datova analyza



Abstract

De novo drug development represents an exceedingly complex, time-consuming, and
expensive process. Drug repurposing, utilizing large-scale transcriptomic datasets, has
emerged as a promising alternative, accelerating the entire drug development pipeline. The
recent introduction of single-cell RNA profiling technologies has presented a potential
improvement to the process, offering insights into the expression of individual genes at the
level of individual cells. However, the full potential of this technology for drug repurposing
is yet to be realized. This bachelor thesis explores the challenges and opportunities
associated with leveraging single-cell transcriptomics to identify new drug indications.
Emphasizing the critical role of single-cell transcriptomics, the thesis navigates through
databases, tools, and strategies in drug repurposing. In a case study, the selected analysis
tool is applied to identify new drug candidates for the treatment of ischemic brain injury,
utilizing our own single-cell transcriptomic data from a mouse model. In summary, this
thesis aims to provide insights into the possibilities of single-cell transcriptomics in
computational drug repurposing and to propose novel drug candidates for the treatment of

ischemic brain injury.
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1 Uvod

Soucasna farmaceuticka véda Celi opravdu velikému a zaroven zasadnimu tkolu, vyvoji
novych 1é¢iv. Tento proces je nejen extrémné finanéné naro¢ny a casove zdlouhavy, ale také
velmi rizikovy z hlediska vysledné uspésnosti. Tradi¢ni cesta od pocatecniho objevu ucinné
molekuly ptes preklinickd testovani, nékolik fazi klinickych studii, az po konecné schvaleni
1é¢iva muaze trvat 13 az 15 let a stat vice nez dvé miliardy dolarii. Pfitom Sance, Ze se dany 1ék
skute¢né dostane na trh, je nizka a ptiblizn€ pouze 10 % kandidat je spéSnych. Proto se hledaji
alternativni strategie, které mohou tento proces urychlit, zefektivnit a ucinit udrzitelnéj$im.
Jednou z nejperspektivnéjsich cest je tzv. repurposing 1é¢iv neboli opétovné vyuziti jiz znamych
a ¢astecné nebo plné schvalenych latek pro nové terapeutické indikace.

Tato strategie otevird nové moznosti jak pro bézna, tak predevSim pro vzacna a obtizné
1é¢itelna onemocnéni. Historie i soucasny vyzkum ukazuji, ze repurposing nejen zkracuje dobu
vyvoje a snizuje naklady, ale asto pfinasi i vy$s$i miru uspéchu ve schvalovacich procesech. Ve
svétle technologického pokroku, zejména v oblasti transkriptomiky a single-cell RNA
metody umoziuji detailni pohled na genovou expresi na tirovni jednotlivych bunék, identifikaci
novych terapeutickych cill, sledovani patologickych zmén a néavrh 1é¢iv, ktera by mohla
nepiiznivé zmény zvratit.

Tato prace se zaméfuje nejen na shrnuti teoretickych zakladl repurposingu 1é¢iv a jeho
propojeni s modernimi transkriptomickymi technologiemi, ale ptredev§Sim na praktickou
aplikaci téchto poznatkii. Jako modelovy piipad je zvolen mySi model ischemické cévni
mozkové piihody, na némz je prostfednictvim nastroje ASGARD analyzovana genova exprese
buné¢k a predikovany potencialné u€inné latky na 1é€bu ischemické piihody. ASGARD, ktery
je postaven na datech ze scRNA-seq, pfedstavuje inovativni analyticky ndstroj schopny
navrhovat kandidatni 1é¢iva pro konkrétni patologické stavy s ohledem na jejich bunécnou a

molekularni heterogenitu.



2 Repurposing 1é¢iv

Vyvoj novych 1€ka je velmi slozity a Casové naroCny proces, ktery je také financné
nakladny. Nez se novy lék dostane na trh, musi projit dlouhym a nékladnym procesem
preklinického a klinického testovani, pficemz mira uspésnosti je nizka (He H., 2023). Celkové
pramérné néklady na vyvoj nového 1é¢iva se pohybuji mezi 2 a 3 miliardami dolard a doba
vyvoje trva nejméné 13-15 let. Z 1€k, které vstoupi do 1. faze klinickych zkousek, je nakonec
schvaleno pouze 10 %, zbytek selze kviili neucinnosti nebo nezddoucim ucinkiim (Christine
Fetro, 2020). Proto se hledaji alternativni zpisoby, jak by se mohly najit Iéky na nemoci, které
jej jesté nemaji. Jednou z metod, kterd by mohla tento problém fesit, je tzv. repurposing 1é¢iv
(drug repurposing). Repurposing 1é¢iv spo€ivd v opétovné analyze, kterd piehodnocuje
kandidaty onemocnéni, na které by mohl dany 1€k ptsobit. Takto se mize urychlit proces a
snizit naklady vyvoje nového 1é¢iva (He H., 2023). Repurposingové 1éky jsou schvalovany
priblizn¢ béhem 3-12 let s niz§imi naklady az o 50 % a s vyssi uspésnosti schvaleni, az 30 %
(Christine Fetro, 2020). MozZnou velkou motivaci pro rozvoj repurposingu lé¢iv a vyzkum
indikacniho potencidlu a vynosu z léku je véta, kterou fekl farmakolog a nositel Nobelovy ceny
sir James Black: ,,Nejplodnéj$im zakladem pro objev nového 1€ku je zacit se starym lékem.*
(Jaswanth K. Yella, 2018).

Léky, jez se mohou aplikovat pfi repurposingu, jsou dvojiho typu. Mohou byt vyuZity
medikamenty jiz schvélené, které jsou bézn¢ dostupné v lékarnach. Druhou mozZnosti jsou
slou€eniny, které prokazaly bezpe€nost v 1. a 2. fazi klinickych studii, ale selhaly v testech,
které nesouvisely s bezpecnosti. Takto schvalené slouceniny se tedy mohou vyuZit pro pfimé
klinické studie v nové indikaci a nemusi se prochézet zkouSkami 1. a 2. faze, coz zkrati a zlevni
vyzkum. (Christine Fetro, 2020). Historické ptipady repurposingu 1éciv byly casto spiSe
vysledkem ndhody neZ cileného vyzkumu. Naptiklad sildenafil, plivodné vyvijeny jako 1€k
proti angin€ pectoris, se pozdéji proslavil diky svym Ié¢ebnym G¢inklim na erektilni dysfunkci
a zacal se prodavat jako Viagra (Jaswanth K. Yella, 2018).

Repurposing 1é¢iv mlze byt velmi atraktivni zejména pro vyvoj 1é€by vzacnych nemoci.
Vzacna onemocnéni jsou ¢asto chronickad, coz vede k celozivotni invalidé nebo k pred¢asnému
umrti (Roessler, 2021). Na svété existuje témet 8000 vzacnych onemocnéni, kterd postihuji
pfiblizn€ 350 miliond lidi. Pfesto pouze 5 % pacientli se vzacnym onemocnénim dostava
specifickou schvélenou ¢i licencovanou 1écbu (Christine Fetro, 2020) . Vyvoj novych 1€kt pro

takova onemocnéni je vSak velkou vyzvou, piicemz Casto jsou k dispozici pouze omezené
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znalosti tykajici se epidemiologie onemocnéni, projevu, heterogenity, piirozeného prabchu a
progrese (Roessler, 2021).

Neéktera vzacna onemocnéni jiz ispésSne vyuzivaji metodu repurposingu 1€¢iv. Jednim z nich
je Muckle-Wellsiiv syndrom, ktery pouziva 1€k ptivodné schvaleny k 1é¢b¢ revmatoidni artritidy
(Roessler, 2021). Dalsi oblasti, kde repurposing nasel své vyuziti, jsou rakovina,
neurodegenerativni onemocnéni, neuropsychiatrické poruchy, COVID-19, tuberkuldza, malarie
a autoimunitni zanétlivd onemocnéni (He H., 2023). Jako konkrétni ptiklad lze uvést studii
Fadhla M. Alakwaa, ktery pii pandemii COVID-19 nalezl n¢kolik kandidatt pro 1écbu tohoto
onemocnéni ve velmi kratké dobé. Nejlépe vySel 1€k Didanosine, ktery slouzi k lécbe
onemocnéni HIV (M., 2020).

Nicméné repurposing 1éCiv neni vzdy uspésny a 1€k, ktery se testuje pro novou indikaci,
nemusi v klinickych studiich prokdzat dostate¢né piiznivy pomér mezi pfinosem a rizikem pro
pacienty. Mozny 1€k pro novou indikaci mize tedy selhat i v pozd¢jSich fazich vyvoje.
Ptikladem je latrepirdin, 1é¢ivo proti kozni alergii, které bylo diky repurposingu a zkouSeni na
zvitatech navrhnut pro 1écbu Huntingtonovy choroby. I ptes dobré vysledky studii 2. faze se
neprokdzala Gc¢innost ve 3. fazi vyzkumu u pacientii s Huntingtonovou chorobou (Christine

Fetro, 2020).

3 Role transkriptomiky v drug repurposingu

3.1 Zaklady transkriptomiky

Transkriptomika je oblast molekuldrni biologie, kterd se zabyva analyzou kompletniho
souboru RNA transkripti produkovanych za specifickych podminek. Transkriptom se
dynamicky méni v zavislosti na vyvojové fazi buiky, fyziologickych podminkéach nebo reakci
na léciva. Srovnani transkriptomickych profilii umoziuje identifikaci geni, které jsou rozdilné
exprimovany mezi bunénymi populacemi nebo v reakci na lécbu, coZz je zdsadni pro
biomedicinsky vyzkum (Preeti Chavan-Gautam, 2017).

Transkriptomicka data poskytuji vhled do funkénich prvkl genomu, umoznuji pochopeni
patogeneze onemocnéni a identifikaci biomarkerti. K analyze transkriptomu se pouzivaji
pokrocilé technologie, jako jsou mikrocipy (microarrays) a RNA sekvenovani (RNA-seq), které

umoziuji kvantifikaci a identifikaci transkriptii v biologickych vzorcich (Melouane, 2019).



3.2 Transkriptomika v repurposingu lécCiv

Transkriptomika se stala klicovym ndstrojem pro repurposing 1éCiv, jelikoz umoziuje
systematickou analyzu genové exprese spojené s onemocnénim, usnadiuje identifikaci
potencialnich terapeutickych cilt a vyjasnéni mechanismu ptsobeni 1€¢iv v rdmci repurposingu
existujicich 1€ka. Timto zpusobem lze identifikovat nové terapeutické cile a 1épe pochopit
mechanismus ucinku existujicich 1é¢iv. Analyza transkriptomu napomaha objevovani
biomarkeri nezbytnych pro rozdéleni pacienti do podskupin, coz zvySuje efektivitu
opetovného vyuziti 1€kt, urychluje vyvoj inovativnich 1é¢ebnych postupti a umoziuje
personalizovanou medicinu, protoZe poskytuje hlubsi pochopeni patogeneze onemocnéni a
interakci 1é¢iv (Gomez, 2024).

Technologicky pokrok v transkriptomice vedl také k vytvofeni nékolika rychle se
roz§ifujicich genomickych a biomedicinskych databazi. Tyto databaze obsahuji
transkriptomické data (napf. profily genové exprese od lidskych pacientl a zvifecich modelil
lidskych onemocnéni, jejich odpovéd’ na 1écbu malymi molekulami atd.), interakce protein-
mald molekula nebo protein-protein, fenotyp spojeny s onemocnénim a vedlej§i Gcinky

vyvolan¢ léky (Yunguan Wang, 2019).

3.3 Vybrané metody analyzy genové exprese a jejich vyznam

v repurposingu léciv

Pro pochopeni vlivu 1é¢iv na genovou expresi a jejich mozného repurposingu je nezbytné
vyuzivat moderni metody analyzy transkriptomu. Tyto metody umoZiiuji nejen kvantifikovat
hladiny RNA transkriptii v buiikach, ale také identifikovat nové terapeutické cile a pochopit
mechanismus ucinku Ié¢iv (Preeti Chavan-Gautam, 2017). Mezi nejznaméjSimi metodami patii
microarray technologie anebo také sekvenéni technologie.

Microarray technologie umoziuje analyzu genové exprese pomoci hybridizace RNA vzorki
s fixovanymi sondami na pevném povrchu. Po hybridizaci se méti fluorescencni signal, ktery
odrazi mnozstvi specifickych transkripti. Tato technologie ma vSak sva omezeni, jako jsou
vysoké ndklady, nedostatek standardizace analyzy a také poskytuje informace pouze o genech
obsazenych na microarrayi (Preeti Chavan-Gautam, 2017).

Moderni éra omickych véd je nyni postavena na sekvenacnich technologii nové generace

(NGS), kter¢ zahrnuji metody jako FISSEQ (Fluorescent in situ RNA sequencing),



pyrosequencing, SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection), hybridiza¢ni
sekvenovani, sekvenovani ligaci a nanoporové sekvenovani (Preeti Chavan-Gautam, 2017). V
soucasnosti nejpouzivanéj$i metodou je vSak metoda sekvenovani pomoci syntézy, na které je
postaveno i mnoho protokolit pro RNA-seq (Melouane, 2019). Oproti ostatnim metodam
umoziuje piimy piistup k sekvencim mRNA a také minimalizuje chyby spojené s hybridizaci

a znaCenim.

4 Jednobunécné RNA sekvenovani

Single-cell RNA sequencing (scRNA-seq), cesky jednobunécna transkriptomika, je
technologie, kterd umoznuje profilovani genové exprese v jednotlivych bunikdch efektivnim a
cenoveé dostupnym zplisobem s moznosti jejich vzdjemného porovnavani (Predeus A, 2022)
(Haque, 2017). Tato technologie zasadn¢ prohloubila pochopeni slozitosti tkani, organti a
organismu a piinesla nové poznatky o slozeni a interakcich bunék u lidi, modelovych zvirat a
rostlin. Ackoli téméf vSechny buiiky v lidském téle sdileji stejnou sadu genetického materialu,
kazda bunika se vyznauje unikdtnim profilem exprese urcité skupiny genti. Diky tomu je
jednobunécnd transkriptomika velmi perspektivnim pfistupem ke studiu bunétné identity,
stavu, funkce a odezvy (Jovic, 2022). Pomoci této metody byla odhalena rozmanitost
bunécnych typl, subpopulaci a byly identifikovany vzacné populace bunéck, které byly
tradicnimi technikami nepfistupné, jako napiiklad maligni nadorové bunky nebo hyper-
reaktivni imunitni buiiky v ramci zdanlivé homogenni skupiny (Haque, 2017). Diky scRNA-
A, 2018).

Vyzkum centralni nervové soustavy (CNS) vyznamné piispél k rozvoji a vyuZiti této
technologie. Diky vysoké bunécné komplexité a rozmanitosti neuronalnich typa pfedstavuje
CNS idealni oblast pro aplikaci jednobunécné transkriptomiky. Z tohoto divodu scRNA-seq
poskytuje skvély ndstroj pro detailni studium molekularniho a bunééného repertoaru CNS,
véetné jeho poruch, s vysokym rozliSenim genové exprese a schopnosti zachytit jemné rozdily
mezi buitkami a jejich stavy (Piwecka M, 2023).

ScRNA-seq muze byt vyuzito naptiklad k charakterizaci signatur genové exprese v tkanich
zdravych oproti nemocnym, v tkanich nesouci mutantni varianty genti nebo kontrolni tkani

oproti léenym vzorkiim. V evolucnich studiich lze pomoci komparativni transkriptomiky



zkoumat expresni vzorce napfi¢ druhy, kvantifikovat transkripty, identifikovat a anotovat nové
geny, izoformy a dalsi transkripty u modelovych i nemodelovych organismil (Predeus A, 2022).

Technologicky pokrok v oblasti sScRNA-seq vedl k vyraznému zvyseni poctu analyzovanych
bun¢k, zlepSeni presnosti a vykonnosti analyz a soucasné k exponencialnimu snizeni néklada,
coz ma klicovy vyznam pro moznosti Sir§iho vyuziti repurposingu 1éciv (Jovic, 2022).

Postup jednobunééného RNA sekvenovani zahrnuje ptipravu vzorkd, pfiprava knihoven,
sekvenovani a naslednou analyzu dat. Pro repurposing 1¢ka je klicova analyza dat, ktera
zahrnuje nacitani a filtrovani bun¢k, normalizaci, redukci dimenzi, klastrovani a detailni

charakterizaci identifikovanych populaci.

4.1 Priprava vzorku pro jednobunéc¢né sekvenovani

Prvnim krokem v jednobunééného RNA sekvenovani je ptiprava vzorku, které maji byt
analyzovany. Nejprve je nutné ziskat bunéénou suspenzi disociaci tkan¢. Nasledné se vybrané
buiiky izoluji a zachyti pro dal$i analyzu. Tfi nejpouzivangj§i metody zahrnuji pouziti
mikrotitra¢nich desti¢ek, mikrofluidnich poli nebo mikrofluidnich kapek. Poté dochazi k izolaci
RNA z jednotlivych bunék. (Predeus A, 2022) Volitelnym postupem je selekce bunék, pokud je
nutné obohatit nebo vyloucit urcité populace. Selekce probihd pomoci metod FACS
(fluorescence-activated cell sorting) ¢i MACS (magnetic-activated cell sorting) (Lafzi A, 2018).

Aby se minimalizovalo poSkozeni bun¢k, je kladen diiraz na Setrnou manipulaci bunck
béhem pipetovanim, optimalizovana koncentrace a velikost bun¢k a také parametry
centrifugace €1 resuspendace bunék. Pfi kazdém kroku existuji pravidla, které je nutné
dodrzovat, aby byly vzorky kvalitné pfipraveny. Je také dulezit¢é minimalizovat bunécné
agregaty, mrtvé bunky, nebunéné nukleové kyseliny a inhibitory reverzni transkripce, proto je

nutné optimalizovat kazdy krok ptipravy (Lafzi A, 2018).

4.2 Zpracovani a sekvenovani

Po izolaci RNA se molekuly zpracovavaji a sekvenuji. VétSina metod vyuziva zachyceni
poly(A) sekvence pomoci poly(T) oligonukleotidii, ¢imz dochdzi k odstranéni rRNA a tRNA.
RNA se nasledné ptepisuji pomoci reverzni transkriptdzy na stabilni cDNA, béhem ¢ehoz se
piidavaji identifikacni sekvence oznacujici pivod RNA (cell barcodes), ptipadné sekvence pro

multiplexing a UMI (Unique Molecular Identifiers) ke korekci amplifikacnich biasti. Nasledné



prob&hne amplifikace cDNA pomoci PCR nebo in vitro transkripci. Useky cDNA se nasledné
fragmentuji a jsou opatfeny adaptéry potiebnymi pro sekvenovani (Lafzi A, 2018).

Pro ptipravu sekvencni knihovny se pouzivaji nejcastéji dvé metody. Prvni metodou je
sekvenovani celych transkriptt (full-length sequencing), kterd umoznuje detekci splice variant
gent, ale nepodporuje pouziti UMI barcoding. Duhou béZnou metodou je sekvenovani 3’ nebo
5’ konci transkript,, coz je efektivnéjsi metoda pro kvantifikaci exprese, ale ztraci Cast
sekvenéni informace (Lafzi A, 2018). VétSina protokold vyuziva sekvenovani parovych koncti
(paired-end sequencing), kdy jeden c¢teci ramec zachycuje transkript a druhy bunééné carové
kédy a UMI (Predeus A, 2022).

Sekvenéni data se prevedou na FASTQ soubory a zkontroluje se jejich kvalita. Poté se
sekvenaéni data zarovnavaji k referenénimu genomu, odstrani se PCR duplikaty a generuje
expresni matice (count matrix), kde fadkami jsou znacené geny a sloupci hodnoty poctu UMI

(Predeus A, 2022).

4.3 Analyza dat scRNA-seq

Samotna analyza scRNA-seq zahrnuje nejprve kontrolu kvality, filtraci bun€k a normalizaci,
nasleduje redukce rozmért a konci se klastrovanim a anotaci. Dalsi typy analyz zahrnuji jesté
mnoho dalSich funkci, jako je tfeba analyza interakce mezi buiikami nebo analyza bunééného

cyklu (Jovic, 2022).

4.3.1 Kontrola kvality a filtrace

Po prevedeni sekvencnich dat na expresni matici, kde kazdy fadek odpovidéa genu a kazdy
sloupec odpovida poc€tu zachycenych transkriptli builky, je tfeba zkontrolovat, zda matice
neobsahuje nekvalitni buniky. Identifikuji se butiky, které vykazuji odlehlé hodnoty vzhledem k
celé datove sadé (Predeus A, 2022). Posuzuji se indikatory kontroly kvality (QC), podle nichz
se hodnoti, zda by bunika méla byt zachovana. Mezi tyto identifikatory patfi pocty genil, pocet
UMI, procento mitochondridlnich genii a procento genl pro ribozomalni proteiny v kazdé
bunice (Jovic, 2022). Naptiklad bunky s nizkym poctem detekovanych gentli a vysokym podilem
poctu mitochondrii se oznacuji jako buiiky nizké kvality (Heumos, 2023; Predeus A, 2022). V
datech lze identifikovat vysoce variabilni geny (HVG), které vykazuji vysokou variabilitu mezi
bunikami. HVG urychluji analyzu dat diky sniZeni objemu vypoctu. Tyto geny by mély dokazat
rozli$it rizné typy bunék (Jovic, 2022).



4.3.2 Normalizace

ScRNA-seq data vykazuji vysokou variabilitu nejen z biologickych divodi, ale také vlivem
technickych artefakti. Mezi n¢ patii naptiklad tzv. dropouty, tedy ndhodné ztraty transkripta,
které vedou k mnoha nulovym hodnotdm v expresni matici. Dal§im ¢astym artefaktem je
amplifikacni bias, kdy rozdily ve vytéznosti cDNA béhem PCR zpisobuji nerovnomérné
pokryti jednotlivych genli. Vyznamnou roli hraji také batch efekty, které vznikaji kvili
rozdilim mezi pfistrojovym vybavenim, ¢asovymi body, kdy byly vzorky zpracovany, nebo
laboratotfemi, ve kterych byly vzorky zpracovany. U biologické variability mohou byt odlisné
napiiklad velikosti bun€k, bunééné cykly nebo rozdily dané pohlavim (Lafzi A, 2018).

Normalizace se vyuziva pro odstranéni téchto biasti. Mezi metody patii CMP (Counts Per
Million), Log-normalizace anebo dalsi specializované ptistupy jako scran. CMP neboli metoda
poc¢tu na milion se stala nejbéznéjsi metodou pro metody zalozené na sekvenovani celych
transkriptd, zatimco log-normalizace je typicky vyuzivana u metod zalozenych na sekvenaci 3’
konct (Lafzi A, 2018; Predeus A, 2022).

U dropoutt se fesi problém metodou MAGIC (Markov Affinity-based Graph Imputation of
Cells) nebo sclmpute (Single-cell Imputation). Kuptikladu MAGIC vyuziva ,,diffusion maps*
k nalezeni podobnych bun¢k a doplni chybé&jici hodnoty (Lafzi A, 2018).

4.3.3 Redukce rozméru a vizualizace dat

Vystupem sekvenovani jsou vysokorozmérna data, ktera se dale zpracovavaji pro lepsi
vizualizovatelnost a interpretovatelnost (Heumos, 2023). K vizualizaci slouzi redukce dimenzi,
kterd poskytuje promitani dat do 2D nebo 3D prostoru. Mezi béZzn¢ uzivané metody patii
napiiklad PCA (Principal Component Analysis), t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor
Embedding) a UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) (Lafzi A, 2018).

4.3.4 Klastrovani a anotace

Po redukci dimenzi se v scRNA sekvenovani pfechazi na klastrovani. Klastrovani je funkce,
kde se buniky seskupuji do podobnych skupin. Existuje mnoho metod klastrovani (Jovic, 2022).
Nejpouzivangjs$i technika pro identifikaci shlukli je zalozena na Louvainové algoritmu.
Nasledné¢ probihda anotace, ktera je zdkladem biologické interpretace a charakterizace
bunééného typu detekovaného prostiednictvim klastrovaci analyzy. Anotace typicky zahrnuje
dva kroky: automatickou anotaci a ru¢ni anotaci. Techniky 1ze automatické anotace rozdélit na
metody zalozené na klasifikatoru a referenénim mapovani. Metody s klasifikatorem jsou silné

ovlivnény jeho typem a také kvalitou trénovacich dat pouzitych k jeho vytvoteni. Druhd metoda
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mapuje na existujici, anotované jednobunkové datasety a provadi pfenos anotace. Reference
mohou byt jednotlivé vzorky datového souboru nebo dobife upravené existujici atlasy.
Nasledujici ¢asti anotace je ru¢ni anotace, kterd obsahuje identifikaci markerovych geni
kazdého shluku. Markerové geny lze zjistit pomoci testovani diferencialni exprese, jako jsou t-
testy nebo Wilcoxoniv test, které byly hodnocené jako nejlepsi. Poté jsou tyto markery
porovnany s témi z jiz anotovanych odkazl datasetl, dazabéazi ¢i publikaci (Heumos, 2023;

Predeus A, 2022).

4.3.5 Platformy pro analyzu dat scRNA-seq

Existuje mnoho néstroji a platforem pro analyzu dat z scRNA-seq, které pokryvaji riizné
faze analyzy od zpracovani raw dat po vizualizaci a interpretaci vysledkt, naptiklad Seurat
(balicek v jazyce R) (Hao, 2023) nebo kuptikladu Scanpy (implementovany v jazyce Python)
(Wolf, 2018). Déle existuje obrovské spektrum metod a néastrojl, které se zaméfuji na jednotlivé

casti analyzy, jejich popis piekracuje rozsah této bakalarské prace.

4.4 Porovnani bulkového RNA-seq a scRNA-seq

ScRNA-seq data se lisi od bulkovych RNA-seq dat v mnoha ohledech. SCRNA-seq se stala
velmi popularni ve vyzkumu, jelikoZ umoziuje odhalit rozdily v genové expresi mezi
jednotlivymi bunkami, zato bulkovd RNA-seq miZze pouze analyzovat primérnou uUroven
exprese genu v celé populaci bun¢k. Data scRNA-seq jsou obecné mnohem variabilnéjsi,
odhaluji vétsi biologickou variabilitu nez bulkova data, ale zaroven obsahuji vyssi Groven
technického Sumu. SCRNA-seq zpracovava mensi mnozstvi RNA, coz vyzaduje vice cyklu
PCR. Diky scRNA-seq byly objeveny nové a vzacné typy buné€k, identifikovany rozdily ve
sloZeni bun¢k mezi zdravymi a nemocnymi tkanémi a prohloubeno porozumeéni diferenciaci
béhem vyvoje. Tyto vlastnosti ¢ini sScRNA-seq velmi pifinosnou pro zdravotnictvi a vyzkum

(Predeus A, 2022; Haque, 2017).
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5 Metody, nastroje, strategie v drug repurposingu

5.1 Databaze

V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi databazi obsahujicich informace o chemickych
strukturach, genové expresi nebo profilu genové exprese béhem nastupu a progresi
onemocnéni. Tato data zlepSuji porozuméni molekuldarnim mechanismim fungovani nemoci,
1é¢iv, coz zvySuje piesnost a efektivitu pii identifikaci novych terapeutickych cila (He, 2023).

Jedna z prvnich databazi, které obsahuji tyto informace je Connectivity Map (CMap). CMap
je mapa konektivity mezi léky a nemocemi, kterd spojuje malé molekuly, genovou expresi a
nemoci podle genu. Tato databaze vSak postrada rozmanitost chemickych a genetickych poruch
a také variability bunécnych typi (Subramanian A, 2017). Nejnovéjsi platforma LINCS
(Library of Integrated Network-based Cellular Signatures) obsahuje knihovnu L1000. Tato
knihovna ptedstavuje cenny zdroj dat o genové expresi. Tato databaze obsahuje profily genové
exprese lidskych bunéénych linii zachycenych vice nez 30 000 riznych slouc¢enin. Pomoci
analyzy omezeného setu 1000 gend, které vSak pokryvaji az 82 % celé transkriptomové
informace, umoziuje platforma LINCS efektivni analyzu a interpretaci molekularnich

mechanismi (Subramanian A, 2017).

5.2 Strategie a metody

K dispozici je fada databazi a nastroji pro repurposing dat. Tyto databaze obsahuji soubory
transkriptomt, které jsou rozdéleny do ti skupin: zdravi versus nemocni, nemocni s 1ékovou
intervenci versus bez intervence a pouze nemocni. Na zakladé hlavnich vyzkumnych cili bylo
navrzeno pét popularnich strategii repurposingu lé¢iv: propojeni 1éku a nemoci, kombinace
1€kd, propojeni l€ku s jinym lékem, propojeni Iéku a cile a propojeni nemoci s nemoci (He H.,
2023).

Na realizaci téchto strategii se vyuzivaji riizné vypocetni (in silico) a experimentalni (in
vitro a in vitro) metody. In silico metody identifikuji potencidlné¢ nové indikace 1é¢iv na
zéklad¢ informaci shroméazdénych z riznych databazi. Oproti experimentalnim metodam jsou
méné Casové a pracovné narocné, avSak casto produkuji vyssi pocet faleSn€ pozitivnich

vysledki (Ayyar P, 2022). In silico repurposingu léciv generuje a shromazd’uje vysoce
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informacné bohata data z riznych zdroju jako je genomika, proteomika, chemoproteomika ¢i
fenomika (Park, 2019).

Mezi experimentalni metody patii naptiklad fenotypovy screening. Fenotypové informace
se v posledni dob¢ Castéji vyuzivaji k detekci vlastnosti spojenych s lidskymi onemocnénimi.
Pro detekovani shod se provétuji chemické knihovny (Ayyar P, 2022; Park, 2019).

Mezi klicové¢ in silico metody patii ciloveé orientované screeningové metody, které zahrnuji
ligandovy screening nebo molekularni docking. Pokud se u této metody prokdze ucinna
interakce s danym cilovym proteinem, ktery se podili na patogenezi onemocnéni, 1ze tento 1¢k
pouzit opakované (diky repurposingu). Dal§im ptikladem jsou tzv. sitové metody (Network-
Based Methods), které kombinuji statistiky onemocnéni, dostupné informace o signalnich nebo
metabolickych drahach a sitich proteinovych interakei. Tyto informace slouzi k rekonstrukci
drah specifickych pro onemocnéni, coz umoziuje identifikovat kli€¢ovy cil pro pfeménu 1éciv.
Metody zaloZené na znalostech (Knowledge-Based Methods) je dalsi z fady in silico technik.
Metody aplikuji bioinformatické nebo cheminformatické ptistupy ke zpracovani informaci o
1écich, sitich 1é¢ivych latek, chemickych strukturach cilt a 1¢kt a dalSich datech, které pomohou
pfi studii nalezeni nové indikace 1é¢iva na zakladg cile, cesty a cilového mechanismu. Je znamo
1 spoustu dal§ich metod, avS§ak nejvyznamnéjsi jsou metody zaloZené na tzv. gene signature
neboli genového profilu (Signature-Based Methods). Tyto metody hledaji vztahy mezi Iékem a
onemocnénim pomoci porovnani jejich profilli v genové expresi. Stupent a vyznam korelace
mezi dvéma genovymi otisky ur¢i, zda maji spolecné genetické vzory. Genomickéd data lze
hodnotit prostfednictvim vefejné dostupnych databazi, jako je naptiklad jiz zminéna databaze
L1000. Na rozdil od ostatnich metod se do této zapojuje vice mechanismii na molekularni nebo
genetické urovni, coz z ni d€la preferovany ptistup (V. S. Kulkarni, 2023; Jarada, 2020; Ayyar
P, 2022; Park, 2019).

5.3 Metody zaloZené na porovnani genovych profili

Metody zaloZené na porovnani genovych profili (gene signatures) zkoumaji vztahy mezi
1é¢ivem a nemoci. Porovnavaji se jejich profily genové exprese a existuje mnoho variant, jak
muiZe vzniknout nové indikace léciva. K témto ucelim se Casto vyuZivaji diferencialné
exprimované geny (DEG) nebo sady reprezentativnich gend, které umoziuji detailnéjsi
charakterizaci biologického stavu pacienta a identifikaci rozdild na molekuldrni Grovni. Tyto
metody jsou oblibené a hojné€ pouzivané, protoze globalni profily genové exprese mohou

zakryvat nékteré dilezité vzorce exprese. Genové profily, klicové sady gena reprezentujici
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biologické procesy, jsou identifikované vybérem klicovych vlastnosti a tim zjednodusuji proces
analyzy a napomahaji lepSimu rozliSeni rliznych biologickych stavli. Genové profily jsou také
relativné nezavislé a Ize je porovnavat napti¢ datovymi platformami (He H., 2023).

Strategie, jak identifikovat nové indikace 1é¢iva na zéklad¢ porovnani genovych profila, se
rozdéluji do tii zakladnich skupin. Jsou to strategie zaloZené na analyze profilti genové exprese
mezi zdravymi a nemocnymi jedinci, déle strategie analyzy profilli genové exprese pied a po
I€kové intervenci, a v neposledni fad¢ strategie, které analyzuji profily genové exprese jednoho
¢i vice pacientl.

Strategie analyzy profili genové exprese pro jednoho nebo vice pacientll vyuzivaji data
genové exprese konkrétniho pacienta nebo skupiny pacientt k hledani podobnosti mezi dvéma
riznymi onemocnénimi. Jestlize dvé onemocnéni vykazuji podobné profily genové exprese,
muze to naznacovat, Ze 1é€ivo pouzivané u jedné nemoci lze Gspé$né¢ vyuzit i pro druhou. Tento
ptistup se hlavné uplatiiuje u onemocnéni, u nichz existuje mnoho tdaji o genové expresi od
nemocnych, zatimco zdravé kontrolni vzorky chybi. Stejnym zplsobem je mozné analyzovat
genové profily specifickych biologickych drah a propojit je s konkrétnimi onemocnénimi, coz
umoznuje hledat dalsi 1é¢iva, ktera ovliviiuji stejnou biologickou dréhu (He, 2023; Daniel Toro-
Dominguez, 2019).

Dalsi skupinou jsou strategie analyzy profili genové exprese pred a po 1ékové intervenci.
Jednou z takovych je propojeni I¢ku s jinym Iékem. Tento ptistup vychazi z predpokladu, ze
podobna léciva mohou sdilet spole¢né klinické indikace. Slou€enina je povaZovéana za
potencialni ndhradu 1é¢iva, pokud genovy profil indukovany slouc¢eninou pozitivné koreluje
s profilem Iéku. Pokud v§ak mezi genovymi profily dochazi k tlumeni nebo negativni korelaci,
muzZe tento efekt slouZzit napfiklad k potlaceni neZzadoucich ucinki. Dalsi strategii je propojeni
1€ku a cile, kterd se zaméfuje na analyzu ucinka 1€kt pomoci profili exprese celého genomu.
Tato metoda je Siroce vyuzivana pro dva hlavni ucely. Prvnim je identifikace cilii 1é¢iv na
zakladé zndmych vztahil 1ék-cil, kdy se predpoklada, Ze dvé 1éciva s podobnymi genovymi
profily pravdépodobné piisobi na stejny ¢i piibuzny cil. Druhym tc¢elem je objevovani dosud
neznamych vztaht 1ék-cil nebo identifikace tzv. off-target efekt. Pti vyuziti profild genové
exprese celého genomu mize byt skutecny signal maskovan vlivem jinych reakci na stejné
signalni draze. Tento problém lze zmirnit pomoci pfesné definovanych cilli a biomarkerd,
piipadné selekci genti. Naptiklad pokud existuje silna negativni korelace mezi dvéma genovymi
profily, 1ze usuzovat, ze genova exprese muize byt touto molekulou inhibovana. Naopak pfi

pozitivni korelaci miZze molekula genovou expresi podpofit. Pokud nalezeny gen neni zndmym
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cilem této molekuly, mizeme ho oznacit jako nového kandidata pro cilovy gen (He, 2023;
Daniel Toro-Dominguez, 2019).

Posledni skupina je oznacena za analytické strategie zalozené na profilech genové exprese
zdravych a nemocnych. Mezi tyto strategie miizeme zatadit propojeni 1éku a nemoci a propojeni
Iéku s jinym lékem. Propojeni nemoci a Iéku spociva v tom, zda podani 1éciva mlze obnovit
neobvyklou hladinu genové exprese u nemocnych. Lék je povazovan jako kandidat pro 1é¢bu,
pokud naruSeny profil genové exprese negativné¢ koreluje s profilem po podani 1éku. Tato
negativni korelace naznacuje, ze 1¢k miize obnovit normalni genovou expresi a potencialné
zlepsit stav pacienta. Naopak, pozitivni korelace mezi profilem nemocného a profilem po
podani Iéku mlize znamenat, ze 1ék zhorSuje onemocnéni nebo neni vhodny k terapii (He H.,
2023), Korelace mezi profilem genové exprese onemocnéni a lé¢ivem je hodnocena pomoci
analyzy obohaceni genové sady (GSEA), coZ je neparametrickd metoda zaloZend na statistice
Kolmogorova—Smirnova (KS). Geny referencni sady jsou sefazeny podle jejich exprese od
nejvice upregulovanych po nejvice downregulované, zatimco dotazova sada nemusi byt
sefazena. Pozitivni korelace nastava, pokud upregulované geny dotazové sady odpovidaji horni
casti referencniho seznamu a downregulované spodni ¢asti. Naopak negativni korelace nastava
v opa¢ném piipadé. Tento postup se opakuje pro vSechna léCiva v databazi, ktera se nasledné
sefadi podle dosazené hodnoty korelace (Yunguan Wang, 2019; Daniel Toro-Dominguez,
2019).

Mezi kombinované 1ékové terapie patii propojeni léku s jinym Iékem. Studie ukazaly, Ze
vyvazena kombinace vice 1éki mlZe byt ucinnéjsi nez 1écba jednim 1ékem. Pii G€inné lékové
kombinaci se neinhibuje pouze jeden cil, ale naptiklad dva cile v linearni draze. Nékdy muize
byt u¢inné zaméfit se na dva rtizné proteiny, které ptisobi bud’ v paralelnich drahach, nebo na
dvé kliCova mista v jedné linearni signalni draze. Inhibice téchto proteinii mize vyznamné
ovlivnit pribéh onemocnéni. Podobné¢ mohou nékteré léky zablokovat dvé vstupni cesty,
kterymi viry pronikaji do bun€k a tim narusit jejich schopnost zplsobit infekci. Jednim z
pfistuptl, jak najit takové leky, je nejprve identifikovat biologické drahy ovlivnéné danou
nemoci, naptiklad pomoci genetického profilu. Néasledné se vyhledéavaji 1éky, které by na tyto

konkrétni drahy mohly cilené plisobit. (He, 2023; Daniel Toro-Dominguez, 2019).

5.4 Asgard a jiné nastroje

Pro tyto strategie a metody jsou vytvoiené nastroje, které je aplikuji. Napiiklad jiz zminény

CMap fungoval priméarné jako databaze. To se vSak zménilo se vznikem nastroje CMap 2.0,
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znamého také jako CLUE (Connectivity Map Linked User Environment), ktery analyzuje
vztahy mezi genovou expresi, chemickymi slou¢eninami a nemocemi. Platforma CLUE navic
integruje data z testii genové exprese (L1000) a proteomickych testti (P100 a GCP) (He H.,
2023; Institute, nedatovano). DalSim z mnoha nastroju je Cogena (Jia, 2025), ktera se zameétuje
na analyzu obohacenych sad koexprimovanych genii, a také L1000CDS2 (Duan, 2016), nastroj,
ktery je rozsifenim databaze LINCS L1000.

ASGARD (A Single-cell Guided pipeline to Aid Repurposing of Drugs) je analyticka
pipelina navrzena k podpote repurposingu 1é¢iv s vyuzitim dat z scRNA-seq (He B, 2023).
Obecné plati, ze podobné néstroje zpravidla ptedpovidaji 1é¢iva pouze pro jednotlivé bunécéné
klastry pacienti. U heterogennich onemocnéni, kde patologii zpiisobuje vice riznych
bunéénych populaci, by vsak ucinna léciva méla cilit na vice bunécnych klastrii soucasné.
ASGARD zavadi tzv. 1ékové skore, které umozituje predpovidat vhodna 1é€iva soucasné pro
vice bunéénych klastrii u jednotlivych pacienti. Vysledky srovnavacich analyz ukazuji, ze
predikce jednotlivych 1é¢iv provedena pomoci ASGARD je ptesnéjsi a robustnéjsi nez u jinych
analytickych postupti, které zpracovavaji bulkova ¢i jednobunéénd RNA-seq data.

Pracovni postup ASGARDu zac¢ind parovanim nemocnych bun€k s normalnimi na zékladé
tzv. anchor gentli — tedy gend, které jsou stabiln€ exprimované v obou stavech. Nasledné jsou v
téchto sparovanych klastrech identifikovany diferencidlné exprimované geny (DEG) s
upravenou p-hodnotou <0,05. Tyto DEG lze analyzovat bud’ na Girovni jednotlivych bunéénych
shlukii, nebo v ramci specifickych typti bun€k, které mohou byt volitelné¢ anotovany. Tyto
konzistentné odhalené zmény v expresi genli pak slouzi jako vstup pro vyhledani 1é¢iv, ktera
mohou potencidlné obnovit jejich expresni profil smérem ke zdravému stavu. K identifikaci
vhodnych 1é¢iv vyuziva ASGARD data z databaze L1000, kde porovnava signatury genové
exprese s reakcemi bun¢k na zndma 1éciva. Statistické vyhodnoceni u¢inku 1é¢iv na obraceni
patologickych profill je provadéno pomoci Kolmogorova-Smirnova testu s pravou na falesné
pozitivni vysledky pomoci Benjaminiho-Hochbergovy metody (BH). Vysledkem je urceni, zda
konkrétni 1é¢ivo vyznamné (FDR <0,05) ovlivni expresni profil nemocnych bunck. Pokud
uzivatel analyzuje vice bun&fnych shluki, ASGARD vypocita tzv. 1ékové skore, které
kombinuje tfi hlavni faktory: pomér daného typu bunék v populaci, statistickou vyznamnost
ucinku lé¢iva a podil DE gent, jejichz exprese je 1é¢ivem vracena do pivodniho stavu. Na
zéklad¢ tohoto skore ASGARD setadi 1€¢iva podle jejich piredpokladané t¢innosti, a to jak pro
jednotlivé bun&éné shluky, tak i napfi¢ vSemi analyzovanymi bunéénymi populacemi. Tento
uceleny a flexibilni pfistup umoziluje cilené¢ identifikovat perspektivni terapeutika i pro slozita,

heterogenni onemocnéni (He B., 2023).
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Nastroj ASGARD byl systematicky porovnavan jak s metodami zalozenymi na bulkové
RNA-sekvenaci, tak s dalSimi existujicimi pipelinami ur¢enymi pro praci s jednobunécnymi
daty. V prvni fad¢ byl ASGARD srovnavéan s nastroji CLUE a DrlInsight, které bézné slouzi k
repurposingu 1é¢iv na zakladé bulkovych RNA-seq dat. Aby bylo mozné porovnat vykonnost
téchto metod, byla data z scCRNA-seq nejprve agregovana do formatu pseudo-bulku. Vysledky
ukdzaly, ze ASGARD piekonava oba tyto nastroje diky schopnosti spravné identifikovat jiz
schvalena lé¢iva a kandidatni molekuly testované v klinickych studiich. Jeho predikéni piesnost
byla ve vSech trech testovanych piipadech (pokrocily karcinom prsu, akutni lymfoblasticka
leukémie a COVID-19) vyssi, coz autofi ptisuzuji pravé schopnosti ASGARDu pracovat s
heterogenitou na rovni jednotlivych buné€k, coz bulkové pfistupy zcela opomijeji. ASGARD
byl dale porovnan s dvéma dalS$imi existujicimi scRNA-seq pipelinami navrzenymi tymy
Alakwaa a Guo (M., 2020; Zhihan Wang, 2020). Tyto nastroje dokazou predikovat 1é¢iva pouze
pro jednotlivé bunécné klastry, zatimco ASGARD umoziiuje vyhodnoceni jak na urovni
jednotlivych klastrli, tak napti¢ vice bunécnymi populacemi diky zavedeni takzvaného multi-
cluster 1ékového skore. I kdyz bylo porovnani omezeno pouze na urovein jednotlivych klastri,
ASGARD stale dosahoval nejvyssi presnosti predikce v kazdém testovaném onemocnéni.
Vyrazné piekonal konkuren¢ni néstroje nejen v ramci karcinomu prsu, ale také u leukémie a
COVID-19, kde prokazal lepsi vysledky napti¢ nékolika typy imunitnich bunék (napf.
neutrofily, NK bunkami, T-lymfocyty, monocyty). Kromé& toho byla provedena i analyza
robustnosti téchto nastroji pifi rliznych parametrech dat, jako je velikost vzorku, rozdily v
genové expresi nebo podil nemocnych bunék. ASGARD si i v téchto pfipadech udrzel vysokou
predikéni presnost a stabilitu. To vSe potvrzuje, ze ASGARD je nejen piesnéjsi, ale 1
flexibilng;si a robustnéjsi ndstroj pro repurposing 1é€iv nez dosavadni alternativy, a to jak pro

data zaloZena na bulkovém RNA-seq, tak i datech jednobunécnych (He B, 2023).

6 Predchozi vyzkum a priklady studii

V ramci dosavadniho vyzkumu repurposingu 1é¢iv bylo popsdno nékolik Uspésnych
piipadi, kdy piivodné vyvinutd 1éCiva nalezla zcela nové indikace, coz vedlo k vyznamnym
terapeutickym pralomim. Mnoho vyzkumnych studii se zaobirad prave rakovinou, protoze jde
o velmi specifické onemocnéni s mnoZstvim rGznych forem, pro které stile neexistuje

univerzalni 1é¢ba vedouci k uplnému vyléceni. Repurposing 1€¢iv by tedy mohl byt pfistupem,
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ktery ptispéje k zdsadnimu pralomu v této oblasti. Napiiklad Noort a spolupracovnici zkoumali
kolorektalni karcinom a vyuzili 127 identifikovanych DEG jako genovou signaturu, kteréd
predpovéedéla tii 1éky k potencialni 1é¢be. Tato tii 1éCiva prokdzala vyznamné inhibic¢ni €inky
jak na mysich naddorovych modelech, tak i na lidské nadorové buiiky in vitro (He H., 2023).
Dalsim piikladem je metformin, ptivodné¢ vyvinuty jako antidiabetikum, u kterého byl nasledné
zjis$tén potencial snizovat riziko vzniku riznych typt rakoviny. Metformin inhibuje proliferaci
a migraci nadorovych bunék, aktivuje apoptdzu a omezuje epitelialné-mezenchymalni ptechod
(EMT), coz z n¢j €ini slibného kandidata pro repurposing v onkologické 1écbé (V. S. Kulkarni,
2023) (Jarada, 2020). Repurposing také pomahé prelstit bakterie a viry, které jsou rezistentni
vaci vice 1éCiviim a antibiotiklim, a tim komplikuji 1é¢bu infekénich onemocnéni, kterymi jsou
jimi vyvolavany. Ptikladem jsou kmeny TBC (Mycobacterium tuberculosis), u nichz se zacalo
vyuZzivat antibiotikum pyridomycin, jelikoz tyto kmeny byly odolné vii¢i sou€asné pouzivanym
kombinacim 1éciv (V. S. Kulkarni, 2023; Jarada, 2020).

Vzacna onemocnéni postihuji jen malou ¢ast populace, a proto Casto zlstavaji bez ¢inné
1é¢by kvili nizkému komerénimu z4jmu. Repurposing 1é¢iv vSak nabizi slibnou cestu, jak tuto
mezeru pieklenout. Molineris a kolegové vyuzili databaze jako OMIM, DrugBank a CMap k
analyze genové exprese a identifikovali HDACI (histon deacetyldza 1) a TSPO (translokacni
protein) jako potencialni cile pro 1é¢bu epileptickych syndromi. HDACI je jednim z cilt
kyseliny valproové pouZivané v soucasnosti pii 1écbé chronické epilepsie. TSPO,
mitochondridlni protein, se G€astni pfi transportu a biosyntézy cholesterolu, je jednim z cilti
nékterych benzodiazepint, které pomahaji pii epileptickych zachvatech. (Jarada, 2020).

Pti pandemii COVID-19 se mnoho védci snazilo nalézt nové pouziti stavajicich 1€kl proti
koronaviru SARS-CoV-2. Naptiklad Rodrigues a kol. ve studii ,,Drug Repurposing for COVID-
19: A Review and a Novel Strategy to Identify New Targets and Potential Drug Candidates*
analyzuji moZnosti opétovného vyuziti existujicich 1é¢iv v terapit COVID-19. Jako perspektivni
piiklad uvadéji Baricitinib, ptiivodné urceny k 1écbé revmatoidni artritidy, ktery by mohl byt
ucinny proti viru SARS-CoV-2. (Rodrigues, 2022; V. S. Kulkarni, 2023).

JiZ zminénd pipelina ASGARD byla Gspésné€ aplikovana na tfi rizna onemocnéni a ve vSech
ptipadech vyuzila data z scRNA-seq k identifikaci potencialnich 1ékt. V ptipadé pokrocilého
metastatického karcinomu prsu analyzoval vice nez 24 000 epitelidlnich bun¢k z nadorové
tkan¢ a ptiblizn€¢ 17 000 bun¢k z normalni prsni tkan€. Na zdklad¢ téchto dat ASGARD
identifikoval 11 potencidlné ucinnych 1€¢iv, mezi nimiz byly naptiklad fulvestrant a neratinib,
tedy léky, které jsou jiz schvaleny FDA nebo se nachézeji ve fazi klinického testovani pro tuto

indikaci. U akutni lymfoblastické leukémie (ALL) byla analyzovdna scRNA-seq data z
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prekurzorovych T-buné€k pacientii a zdravych kontrol. ASGARD zde identifikoval 1éciva jako
tretinoin a vorinostat, ktera jsou rovnéz bud’ schvalena FDA, nebo testovana v klinickych
studiich zamétenych na 1écbu leukémii. V ptipadé COVID-19 byla analyza zamétena na
imunitni buiiky pacienti s t€Zkym prubéhem onemocnéni. Vysledkem bylo oznaceni 1éCiv jako
chloroquine a enalapril jako potencialn€ G¢innych, pricemz obé latky jiz byly vyuzivany v ramci
klinickych studii nebo off-label 1é¢by béhem pandemie. Tato aplikace ASGARDu ukazuje jeho
schopnost pfesn¢ identifikovat 1é¢iva, kterd mohou byt vyuzita pro 1é€bu riiznych onemocnéni

na zakladé hluboké bunécné analyzy (He B, 2023).

7 Cile

Cilem této prace je piiblizit moznosti vyuziti repurposingu 1éciv jako efektivniho ptistupu
k identifikaci novych terapeutickych indikaci pro jiz znamé latky. Prace se zamétuje na
propojeni tohoto pfistupu s modernimi transkriptomickymi metodami, zejména s vyuzitim dat
ze scRNA-seq, které poskytuji detailni vhled do genové exprese na urovni jednotlivych bunék.
Na zaklad¢ analyzy dat ziskanych z mysiho modelu ischemické cévni mozkové ptihody je cilem
identifikovat zmény v genové expresi u specifickych subtypt oligodendrocyti, které jsou
ovlivnény patologickym stavem. Nasledn¢ je pomoci bioinformatického néastroje ASGARD
snahou navrhnout potencialné vhodna 1é¢iva, ktera by mohla pozitivné ovlivnit expresni profil

téchto bunck a tim pfispét k navratu do zdravéjsiho bunééného stavu

8 Prakticka ¢ast

Tato prakticka ¢ast prace se zaméefuje na analyzu scRNA-seq dat a jejich vyuziti pro ucely
drug repurposingu. Jako modelovy ptiklad byla zvolena ischemické cévni pifihoda mozkova,
konkrétné byla pouzita data pochéazejici z myS$iho modelu Middle Cerebral Artery Occlusion
(MCAO). Tato data byla jiz ptedem filtrovana a normalizovana.

Ischemie mozku ptedstavuje zavazny stav, pti kterém dochazi k naruseni krevniho zasobeni
mozkové tkan€, coz vede k nedostatku kysliku a nasledné se aktivuji fady bunécnych a
zanétlivych procest. Tento stav je nejcastéji zplisoben ucpanim kréni tepny krevni srazeninou

a patii mezi nejcastéjsi typy cévnich mozkovych piihod.
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Analyza se zam¢étila zejména na populaci oligodendrocytt, bun€k odpovédnych za tvorbu
myelinu v centrdlni nervové soustavé. Pomoci klastrovaci analyzy provedené v prostfedi R
s vyuzitim balicku Seurat byly identifikovany jejich subtypy, zralé formy oznacené jako MOL
(mature oligodendrocyte), a také jejich poskozené varianty MOL _disease, které se vyskytuji ve
vzorcich po ischemické ptihodé.

Na zéklad¢ rozdili v genové expresi mezi ischemickym a kontrolnim stavem bude
v navazujici ¢asti provedena analyza repurposingu 1é¢iv pomoci néstroje Asgard, které ma za

cil identifikovat mozné latky s terapeutickym potencidlem.

8.1 Jednobunécéné RNA sekvenovani

Pro tucely této analyzy byla vyuzita scRNA-seq data pochdzejici z mySiho modelu
ischemické cévni mozkové piihody (MCAO). Dataset zahrnuje 4 experimentalni podminky: tfi
ischemické (D1, D3, D7) odpovidajici 1., 3. a 7. dni po indukci ischemie a jednu kontrolni
skupinu (sham).

Celkem v datasetu bylo zaznamenano 5695 bunck, z nichz 4560 pochéazi ze scRNA-seq a
1135 ze snRNA-seq (single-nucleus RNA-seq). V této préci vSak byly dale analyzovany pouze
buiiky ze scRNA-seq. Distribuce bunék dle experimentalnich skupin byla nasledujici: D1 —
1465 bunék, D3 — 1408 bun¢k, D7 — 1388 bun¢k a sham — 1434 bun¢k.

Buniky scRNA-seq byly anotovany podle oligodendrocytarnich subtypti, které odpovidaji
riznym stadiim zralosti a funk¢niho stavu. V ramci datasetu bylo identifikovano Sest podtypt:
NFOLs (nezralé prekurzory), MOL2 (zralé, méné reaktivni OLs), MOLS5/6 (vysoce
myelinizujici, aktivni OLs), MOL_IFN (interferon-aktivované¢ OLs), MOL DAI (poskozené
OLs, typ 1), MOL DAZ2 (poSkozené OLs, typ 2). RozloZeni téchto subtypil je znazornéno na
Obrazku 1A.

Nasledn¢ byly z dalSi analyzy odstranény bunky oznacené jako NFOLs (nezralé
oligodendrocytarni progenitory). Tyto buniky pfedstavuji rané stddium vyvoje oligodendrocytt,

u kterého nejsou buiiky plné diferencované.
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Po odstranéni NFOLs byly zbylé subtypy dale slou¢eny do dvou kategorii. Zralé
myelinizujici oligodendrocyty, ozna¢ené piivodn¢ jako MOL2 a MOLS5/6, byly sjednoceny pod
nazev MOL. Naopak podtypy spojené s patologickym stavem po ischemii — MOL DAI,
MOL DA2 a MOL IFN — byly slou¢eny do kategorie MOL disease. Toto nové rozdéleni je

znazornéno na Obrazku 1B.

A B
3' 25_
NI ® NFOLs Nl 0.0
o 07 ® MOL2 -
S ® MOL5/6 S # MOL
o ® MOL_IFN Cx ® MOL_disease
£ ® MOL_DA1 £
= MOL DA2  °
25+
34
5.0+
_6_
5 0 5 5 0 5
umapcca_1 umapcca_1

Obrazek 1 : Klasifikace oligodendrocytarnich subtypii ve scRNA-seq datech.
(4) Rozdeleni bunék dle detailni anotace do Sesti subtypui oligodendrocytii (NFOLs, MOL2, MOL5/6, MOL IFN, MOL DAl

MOL _DA2).
(B) Zjednodusené rozdéleni na zralé oligodendrocyty (MOL) a patologické populace (MOL _disease)

Za ucelem ovéefeni kvality dat a zdkladniho transkripéniho profilu jednotlivych
oligodendrocytarnich subtypii byly nésledné vytvofeny violin ploty (Obrazek 2A), které
zobrazuji distribuci ¢tyf kliCovych metrik: pocet detekovanych genli na bunku
(nFeature RNA), celkovy pocet transkripti (nCount RNA), podil mitochondrialni RNA
(percent.mt) a podil ribozomalni RNA (percent.rib). Tyto metriky poskytuji ptehled o bunécné
slozitosti, transkripéni aktivité a pfitomnosti pfipadnych technickych artefakt. VétSina subtypt
vykazuje srovnatelné hodnoty, coz potvrzuje konzistentni kvalitu napfi¢ datasetem. Za zminku
stoji vys$i variabilita a zvySené hodnoty nFeature RNA a nCount RNA u skupin MOL DA1
a MOL DA2, stejné jako nariist percent.rib u MOL DA2, coz mize odrazet zvySenou

translacni aktivitu nebo bunécnou stresovou odpoveéd’ v dusledku patologického stavu. Naopak
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podil mitochondrialni RNA zlstava v celém datasetu stabilni a nizky, coz svéd¢i o dobré kvalité
dat po filtraci.

Distribuce jednotlivych oligodendrocytarnich subtypii mezi experimentalnimi podminkami
ukazuje vyrazné rozdily mezi kontrolni a ischemickou skupinou. Jak ilustruje Obrazek 2B,
ischemické vzorky (D1, D3, D7) vykazuji zvySeny podil patologickych populaci, zejména
MOL DA1 a MOL_IFN, zatimco v kontrolni skupiné¢ (sham) pfevazuji podtypy MOL2 a
MOL5/6 typické pro normalni fyziologicky stav. Naznacuje to tedy, Ze ischemie ovliviiuje
sloZeni oligodendrocytli a podporuje vznik specifickych stavl spojenych s poskozenim nebo

zménénou funkeci.
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Obrazek 2: Charakterizace oligodendrocytarnich subtypui ve scRNA-seq datech.

(4) Violin ploty zndzornujici zakladni metriky kvality a transkripéni aktivity bunék napric¢ jednotlivymi subtypy OLs
(nFeature_RNA, nCount_RNA, percent.mt, percent.rib).

(B) Pomerné zastoupeni jednotlivych OL subtypii v jednotlivych experimentalnich skupinach (D1, D3, D7 a sham).

(C) DotPlot nejvyznamnéjsich markerovych genii napric jednotlivymi subtypy OLs.

Pro detailn€jsi charakterizaci jednotlivych subtypti byly identifikovany specifické
markerové geny. Nejvyznamnéjsi geny pro kazdy subtyp byly vizualizovany pomoci DotPlotu
(Obrazek 2C), ktery piehledné ukazuje jejich expresi napii¢ celym bunéénym spektrem.

Subtypy MOL DA1 a MOL IFN vykazuji zvySenou expresi genll spojenych se zanétlivou
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odpovédi a bunéénym stresem (napt. Serpina3n, Fos, Socs3), coz naznacuje jejich aktivni
zapojeni do reakce na patologické podnéty. Naproti tomu subtypy MOL2 a MOL5/6 exprimuji
klasické myelinové geny (Mbp, Plpl, Mog), které jsou typické pro zralé a funkéné stabilni
oligodendrocyty podilejici se na udrzovani homeostazy v centralni nervové soustave

(Consortium, 2024).
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Obrazek 3: Charakterizace OL subtypii na vurovni MOL vs. MOL _disease.

(4) Violin ploty ukazuji distribuci transkripcnich a kvalitativnich metrik (nFeature RNA, nCount RNA, percent.mt a
percent.rb) mezi skupinami MOL a MOL _disease.

(B) FeaturePloty genii signifikantné downregulovanych v MOL _disease, tedy vyssich v MOL.

(C) FeaturePloty signifikantné upregulovanych genii ve skupiné MOL _disease.

Na zéklad¢ diive provedeného rozdéleni buncék na MOL a MOL disease byly tyto dvé
skupiny dale porovnany z hlediska transkrip¢nich a kvalitativnich metrik. Violin ploty na
Obrazku 3 A ukazuji, Ze ve skupiné MOL _disease je patrné mirné zvySeni medianu i variability
u vybranych metrik transkripéni aktivity ve srovnani se zdravymi MOL, coz muze odrazet
zvySenou genovou expresi nebo stresovou odpovéd’ spojenou s patologickym stavem.
Mitochondrialni podil zistava nizky a stabilni v obou skupinach, coz potvrzuje zachovanou
kvalitu bun¢k po filtraci. Nejvyraznéjsi rozdil je pozorovatelny v podilu ribozomélni RNA,
ktery je u MOL disease vyssi a vykazuje vétSi variabilitu — pravdépodobné v souvislosti s
aktivovanou translaci nebo zménami v proteinové syntéze béhem ischemického poskozeni.

Obrazky 3B a 3C udavaji prehled signifikantnich markerovych gentl, které se nejvice lisi
mezi dvéma skupinami oligodendrocyti — MOL a MOL _disease. Tyto geny byly vybrany na
zéklad¢ analyzy diferencidlni exprese a jsou rozdéleny podle toho, zda jsou vice exprimovany
v jedné nebo druhé skupin€. Obrazek 3B ukazuje geny, které maji vyssi expresi ve zdravych

buitkdch MOL. Jinymi slovy, jsou to geny, které jsou typické pro zralé¢ a normalné fungujici
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oligodendrocyty. Patii mezi né naptiklad Plpl, Lparl, Gpm6b nebo Binl. Tyto geny jsou
spojeny s myelinizaci a udrzenim bézné funkce oligodendrocytl v centralni nervové soustave.
Obrazek 3C naopak zobrazuje geny, které jsou zvysené exprimované ve skupiné MOL _disease.
Tyto geny — naptiklad Serpina3n, Fos, Socs3 nebo C4b — nejspiSe souvisi s bunécnym stresem,
zanétlivou odpovédi a poskozenim. Jejich zvysena exprese naznacuje, ze tyto buiiky prochazeji
zménou svého stavu a reaguji na nepiiznivé podminky, jako je nedostatek kysliku po
ischemické piihod¢ (Consortium, 2024).

Datové soubory a skripty analyz spojené s touto bakalatrskou praci jsou dostupné v repozitari

na GitLabu: https://gitlab.mff.cuni.cz/rydlovamag/identifikace-novych-indikaci-leciv-pomoci-

analyzy-transkriptomu-jednotlivych-bunek.

8.2 Asgard

Pfed samotnou analyzou bylo nejprve nutné pfipravit prostiedi a nainstalovat vSechny
potebné balicky vcetné balicku Asgard, ktery je dostupny na GitHubu (Lab, 2023). Tento
balic¢ek slouzi k predikei potencidlnich terapeutickych latek na zakladé porovnani scRNA-seq
dat s referencnimi profily u¢inku raznych léku.

Soucasné bylo tfeba pfipravit tzv. referencni knihovnu 1€¢iv, ktera je zakladem pro vypocty
Asgardu. K tomu slouZi vefejné dostupné datasety z projektu LINCS L1000 uloZené v databazi
GEO (Gene Expression Omnibus). Tyto datasety obsahuji profily genové exprese po podani
tisici rtiznych latek na stovky riznych bunéénych linii. Konkrétné byly pouzity dva velké
datasety: GSE70138 a GSE92742. Oba datasety obsahuji desitky az stovky tisic profili genové
exprese bunécnych linii po podani riznych typt léciv.

Po stazeni a rozbaleni vSech souborti byla pomoci funkce PrepareReference() z Asgardu
vygenerovana tkanove specificka referencni knihovna 1é¢iv. Tato knihovna obsahuje anotace
ucinkti riznych 1€kt v bunéénych liniich specifickych pro danou tkéan, v nasem piipadé€ pro
centralni nervovy systém.

Pro dalsi kroky analyzy bylo nutné pfipravit vstupni objekt s integrovanymi single-cell daty.
V tomto ptipad€ byl pouzit jiz existujici a predzpracovany seurat objekt, ktery obsahoval
vSechny nezbytné informace — tedy normalizovand data s identifikovanymi klastry,
informacemi o vzorcich a anotaci bunécnych typi. Diky tomu nebylo nutné provadét novou

integraci dat.
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Pro zjisténi, jak se 1isi genova exprese mezi ischemickymi a zdravymi vzorky v jednotlivych
bunéénych typech, bylo provedeno srovndni exprese genli mezi témito dvéma skupinami. V
této analyze jsme se zaméfili pouze na jeden typ bunék — oligodendrocyty (OLIGO). Pomoci
funkce FindMarkers() z balicku Seurat byly identifikovany geny, jejichz exprese se statisticky
vyznamné¢ liSila mezi ischemickymi a zdravymi bunikami. Vysledkem bylo ziskani celkem 7
111 gent s ptislusnymi statistickymi parametry.

Jelikoz byla vstupni scRNA-seq data piivodné ziskana z mysiho modelu, bylo nutné provést
pievod genovych nazvii na lidské ekvivalenty. Tento krok je zasadni, protoze referencni
knihovna lé¢iv v Asgardu je zaloZena na lidskych datech z LINCS L1000 projektu, a porovnani
genove exprese mezi lidskymi a mySimi geny by bez této Gpravy nebylo mozné. Pro tento tcel
byl pouzit ptevodni skript, ktery vyuziva homologické vztahy mezi geny ¢lovéka a mysi ze
zdroje Mouse Genome Informatics (MGI).

Po pfevedeni mySich genil na jejich lidské protéjsky bylo mozné spustit predikci potencialné
ucinnych 1éki. K tomu byla vyuzita funkce GetDrug() z balicku Asgard, ktera porovnava
genovou expresi z naSich vzorku s profily u¢inkti znamych 1ékti. Vysledkem byl seznam latek,
které vykazovaly negativni konektivitu, coZ znamena, Ze by teoreticky mohly vratit patologicky
stav bunck zpét k normalu. Dale byly vybrany pouze 1éky schvalené FDA, protoZe pravé ty jsou
z pohledu repurposingu nejvhodnéjsi, jelikoz jsou jejich Gcinky i bezpecnost jiz dobfe znamé.

Pted vypoctem terapeutického skore bylo nejprve potieba vytvofit seznam bunék, které
pochézely z ischemickych vzorki tzv. Case. Tyto informace byly ziskany z metadat Seurat
objektu. Aby analyza spravné fungovala, bylo potieba upravit format nazvii vzorkl tak, aby
odpovidaly pozadavkim funkce DrugScore().

Nasledné byl pouzit nastroj DrugScore() z balicku Asgard, ktery spocital pro kazdy 1€k tzv.
terapeutické skore. To ukazuje, jak siln¢ dany 1€k dokaze potladit (nebo naopak podpofit) zmény
genove exprese pozorované u nemocnych bunék. Do vypoctu vstupuje naptiklad velikost zmén
exprese, kolik bun€k dany typ tvoii, jak moc 1€k ovliviiuje podobné geny a také statisticka
vyznamnost téchto rozdila.

Aby bylo mozné tuto analyzu spravné pouZit na vlastni data, bylo potfeba upravit vstupni
soubory, metadata a funkci DrugScore(). Naptiklad doplnit chybéjici informace nebo sjednotit
nazvy. Diky témto Gpravam se podafilo funkci Usp&Sné aplikovat a ziskat prehled l€ki s
nejvyS$im potencialem.

Pro kone¢ny vybér potencidlné ucinnych 1ékti byla pouzita filtrace vystupu funkce
DrugScore(). Byly vybrany léky, které¢ dosahly terapeutického skore vyssiho nez 99 percentil

napfi¢ vSemi testovanymi molekulami, a zaroven mély FDR (False Discovery Rate) mensi nez
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0,8. FDR pfedstavuje upravenou p-hodnotu a udava pravdépodobnost, ze vysledek je falesné
pozitivni, tudiz ¢im niz8§i FDR, tim vétsi spolehlivost dané¢ho kandidata. Tato hranice byla
zvolena jako kompromis, jelikoz by pii piisnéjSim filtru (napif. FDR <0.05) mohly byt
piehlédnuti zajimavi kandidati. P-hodnota udava, jak pravdépodobné je, ze bychom ziskali
takovy vysledek cisté ndhodou, pokud by mezi sledovanymi skupinami nebyl zadny skute¢ny

rozdil.

Tabulka 1: Seznam kandidatnich léciv s nejvyssim terapeutickym skore

Drug Drug.therapeutic.score P.value FDR

lovastatin 0.147501700138097 0.00455497832103558 0.465947611710324
zonisamide 0.143585725798148 0.00303652021436217 0.465947611710324
clomifene 0.0285730233226944 0.0778120184899846  0.767334360554699
dabrafenib 0.0275704611008454 0.0798354683304395 0.767334360554699
rosiglitazone  0.0275704611008454 0.0434245006595803  0.767334360554699
pravastatin 0.0273198205453832 0.122798889143648  0.767334360554699

Vystupem analyzy je tabulka Sesti 1ékt, které byly oznafeny jako potencidlné ucinné na
zakladé vypoctu terapeutického skore. Kazdy 1€k obsahuje hodnotu terapeutického skore, p-
hodnotu a FDR (False Discovery Rate). Terapeutické skore vyjadiuje silu predikovaného
ucinku léku, pficemz vyssi hodnota znaci vyssi potencial pro terapeutické vyuZiti. Nejvyssi
hodnoty v této analyze dosahl lovastatin (0.1475) a zonisamide (0.1436).

Lovastatin je 1€k bézné pouzivany ke snizovani hladiny LDL cholesterolu a prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni véetné infarktu myokardu a i mrtvice (DrugBank, Lovastatin
(DB00227), nedatovano). Zonisamide je uZzivany klé¢bé piiznakli epilepsie a dalSich
zachvatovych onemocnéni (DrugBank, Zonisamid (DB00909), nedatovéano).

P-hodnota u téchto dvou latek (lovastatin 0.0046, zonisamide 0.0030) ukazuje vysokou
statistickou vyznamnost predikce. FDR (lovastatin 0.4659, zonisamide 0.4659) sice neni nizké,
ale kvili vysokému terapeutickému skore byly obé¢ latky ponechany ve vybéru. Vysledna
tabulka tedy zahrnuje latky lovastatin, zonisamide, clomifene, dabrafenib, rosiglitazone a
pravastatin. Tento vybér tak nabizi nad&né kandidaty pro dal§i testovani v kontextu

ischemického poSkozeni mozku.
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9 Zavér

Tato prace se vénovala repurposingu 1€¢iv v jako jedné z aktualné nejvice slibnych strategii
ve vyzkumu a vyvoji novych terapii. Ukazalo se, Ze op€tovné vyuziti jiz zndmych a ¢asteéné
nebo plné schvalenych latek mize vyznamné prispét ke zkraceni ¢asu i naklada spojenych s
vyvojem léCiv, ptiCemz soucasné zvysuje pravdépodobnost jejich schvaleni. Tento piistup ma
velky potencial nejen u bézné€ rozsifenych onemocnéni, ale zejména u vzacnych chorob nebo
nemoci s omezenymi terapeutickymi moznostmi.

Zasadni roli v modernim repurposingu sehrava transkriptomika, zejména technologie
jednobunééného RNA sekvenovani, ktera umoznuje detailné nahlédnout do toho co probiha na
urovni jednotlivych bunck. Diky této technologii 1ze 1épe porozumét patogenezi nemoci a urcit
specifické zmény genové exprese, které mohou byt cilem terapeutického zdsahu.

Praktickd cast prace ukazala, jak lze tyto poznatky aplikovat v redlném vyzkumu. Na
prikladu mysiho modelu ischemické cévni mozkové ptihody byly pomoci néstroje ASGARD
analyzovany zmény v populaci oligodendrocytii a identifikovany latky s potencidlné€ ptiznivym
ucinkem. Mezi nejvyznamnégj$i kandidaty se zatadily lovastatin a zonisamide, jejichz
terapeuticky potencidl pro ischemické poskozeni mozku by mohl byt dale ovéfovan v
experimentalnich ¢i klinickych studiich.

Zavérem lze fict, ze kombinace repurposingu, transkriptomickych analyz a pokrocilych
vypocetnich nastrojii predstavuje velmi €inny ptistup pro hledani novych lécebnych moZnosti.
Vysledky této prace potvrzuji, Ze systematické vyuziti téchto metod ma realny ptinos pro

budoucnost personalizované a cilen¢ mediciny.
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