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Abstrakt

Hematopoéza je proces, kterym se utvaii krevni buiiky. VSichni obratlovei maji dvé faze
hematopoézy — primitivni a definitivni. Zakladnim smyslem primitivni hematopoézy je produkce
cervenych krvinek, které umoziuji okysliceni tkdni embrya. Definitivni hematopoéza pak da
vzniknout v§em krevnim bunéénym liniim. Hlavnim ukolem erytrocytl je transport kysliku ke
tkanim. Pokud z n&jakého divodu dojde ke snizené produkci erytrocytl, k poskozeni jejich
membrany, enzymatického vybaveni erytrocytu ¢i k porusSe tvorby hemoglobinu, nastava anémie.
Srpkovitd anémie a -thalasémie se souhrnné nazyvaji hemoglobinopatie, protoze jsou zpisobeny
poruchou hemoglobinizace erytrocytl. Fanconiho anémie je zapfi¢inéna mutacemi v jednom
z jednadvaceti geni drdhy Fanconiho anémie, které se ucastni oprav  DNA. Diamondova-
Blackfanova anémie vznika jako odpovéd’ na mutaci v genech kodujicich ribozomadlni proteiny.
Lidské bunky, Mus musculus, Gallus gallus, Xenopus laevis a Danio rerio se jevi jako vhodné

modely pro studium téchto onemocnéni a jsou také velmi uzitecné pro hledani dalSich

terapeutickych cilt.

Klicova slova: krvetvorba, diferenciace, cervené krvinky, anémie, modelové organismy, zebticka



Abstract

Hematopoiesis is a process by which blood cells are generated. All vertebrates have two
phases of hematopoiesis — primitive and definitive. The main purpose of primitive hematopoiesis
is the production of red blood cells, which provide oxygenation to the developing embryo. Other
blood cell lineages are established by definitive hematopoiesis. The main function of erythrocytes
is oxygen transport to all tissues. When erythrocyte production is decreased or they are damaged
due to the membrane, enzyme or hemoglobin impairment, the condition called anemia arises.
Sickle cell disease and B-thalassemia are called hemoglobinopathies as they are caused by the
damaged hemoglobin. Fanconi anemia is caused by mutations in one of 21 genes of Fanconi
anemia pathway, which plays an essential role in DNA repair. Diamond Blackfan anemia is caused
by mutations gene for ribosomal proteins. Human cells, Mus musculus, Gallus gallus, Xenopus
laevis and Danio rerio seem to be good models for study of this diseases and they are also useful

for achieving therapeutical goals.
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AGM - aorta-gonad-mesonephros

BFU-E — burst forming units-erythroid
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DBA — Diamondova-Blackfanova anémie
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dpf — dny po fertilizaci
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FA — Fanconiho anémie

HbF — fetalni hemoglobin

hpf — hodiny po fertilizaci

HPFH — dédi¢né pretrvani fetalniho hemoglobinu (hereditary persistence of fetal hemoglobin)
HSC — hematopoetické kmenové buiiky (hematopoietic stem cells)

HSP — protein teplotniho Soku (heat shock protein)

HSPCs — hemato. kmenové a progenitorové bunky (hematopoietic stem and progenitor cells)
ICLs — mezivlaknova piekiiZzeni DNA (interstrand crosslinks)
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SCD - srpkovita anémie (sickle cell disease)

SCF — stem cell factor
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1. Uvod

Ve zdravych jedincich je rovnovéha produkce erytrocytil zajistovana homeostatickymi
mechanismy, jejichz selhani zptisobuje anémii. Existuji tf1 zdkladni problémy postihujici Cervené
(hemolyza) ¢i jejich ztrata (krvaceni). Mezi geneticky podminénéd anemicka onemocnéni se fadi
srpkovitad anémie, B-thalasémie, Fanconiho anémie a Diamondova-Blackfanova anémie.

U srpkovité anémie vznikd hemoglobin S substituci kyseliny glutamové valinem v 6. pozici
-globinového fetézce. Muze dochézet také k rozpadu Cervenych krvinek, volny hemoglobin a
hemy pak prispivaji k patologii tohoto onemocnéni. B-thalasémie je zpuisobena mutacemi
B-globinovych genti, které zpisobuji sniZzeni produkce tohoto fetézce a uvolnéni volného
a-globinu. Terapeuticky vyuzivana transfuze zapfiinuje pfetizeni Zelezem a transplantace
kmenovych bunék je nevyhodna z hlediska toxicity a dostupnosti darcti. Proto se hledaji jiné
farmakologické cile tykajici se obnovy exprese fetalniho hemoglobinu. Draha Fanconiho anémie
momentalné zahrnuje 21 genl podilejicich se na opravé DNA, jejichZz mutace se projevuje jako
Fanconiho anémie. Klasickéd 1écba zahrnuje kortikosteroidy ¢i transplantaci kmenovych bunék
z pupecnikové krve. Studium Fanconiho anémie je vSak znacné ztizené pravé kvili nedostatku
znalosti genetickych systémil. Diamondova-Blackfanova anémie vznikd poruchou biogeneze
ribozomd, ktera je zpiisobena mutacemi v ribozomalnich proteinech. Také v mechanismu tohoto
onemocnéni stale zistdva mnoho otazniki.

Cilem této prace bylo poukdzat na nékteré typy anémii a nedostatky v jejich poznani,
pfedstavit modely vhodné pro studium téchto onemocnéni, shrnout jejich vyuZiti pro ziskani

novych poznatkil a hledani novych terapeutickych cila.



2. Hematopoéza

2.1 Primitivni hematopoéza
Hematopoéza je proces, kterym se utvari krevni buiiky. Nejc¢asnéjsi stadia embryonalniho

vyvoje se uskuteciiuji bez ptitomnosti krevnich bun¢k. AZ potom co se embryo zvétsi natolik, ze
nestaci zasobovani kyslikem a dal$imi faktory pouhou difuzi, vyvinou se krevni buiiky (Rieger
and Schroeder 2012, review). VSichni obratlovei maji dvé faze hematopoézy. Prvni faze se nazyva
embryonalni (primitivni), davd vzniknout erytrocytim a makrofagim béhem casného
embryonalniho vyvoje. Zakladni smysl primitivni hematopoézy je produkce cervenych krvinek,
které usnadiiuji okysliceni tkdni béhem embryondlniho rastu. Erytroidni progenitory v primitivni
fazi nemaji schopnost sebeobnovy (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013, review).

Mnoho pozdné embryonélnich a vSechny dospé€lé krevni bunky jsou u savcii produkovany
z hematopoetickych kmenovych bunék (HSCs), ale v ¢asném embryu se nachazi také prechodné,
tzv. primitivni krevni buiiky. Primitivni erytrocyty si zachovévaji jadro a exprimuji fetalni formu
hemoglobinu, jsou vSak brzy nahrazeny konecnymi protéjsky a do dospélce se neSifi. Prvni
hematopoetické buiky vznikaji v extraembryonalnim Zzloutkovém vaku, alantoisu a placenté.
Pozdé¢ji jsou hematopoetické kmenové builky de novo vytvafeny intraembryonalné
v tzv. aorta-gonad-mesonephros (AGM) oblasti i extraembryondlné v placenté. Bunky vytvoiené
v AGM rychle migruji do placenty a fetalnich jater. Pozdéji migruji do sleziny a bezprostfedné po
narozeni do kostni dien¢. Fetalni HSCs umoziiuji regeneraci krvetvorby rychleji nez dospélé
HSCs, ale maji omezeny diferenciacni potencial (Rieger and Schroeder 2012, review).

U ptakd se erytroidni progenitorové buiiky poprvé vyskytuji v krevnich ostriiveich
v extraembryondlnim Zloutkovém vaku. Definitivni hematopoetické kmenové builky vznikaji
v AGM oblasti vyvijejiciho se embrya, migruji do fetalnich jater a pozd&ji do kostni diené, ktera
se stdva mistem vyskytu HSCs v dospélych jedincich (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013,
review). Ryby (D. rerio, zebfi€ky) maji primitivni hematopoézu lokalizovanou do dvou
intraembryondlnich oblasti — intermediate cell mass (ICM) a rostral blood island (RBI). Buiiky
ICM jsou ekvivalentni krevnim ostrivkim savc¢iho Zloutkového vaku. Tyto buiiky se diferencuji
do endotelidlnich bun¢k cévnich kmeni a proerytroblastl, které vstupuji do cirkulace kolem 24
hodin po fertilizaci (hpf). U téchto cirkulujicich bunék uz dochézi k expresi transkripéniho faktoru
Gatal a embryondlniho a- a B-globinu. V RBI pak dochazi pfevazné ke vzniku makrofagh (Zon

2005, review, Taylor and Zon 2011, review).



Uzky vztah mezi hematopoetickymi kmenovymi buitkami a angioblasty vedl k hypotéze, Ze
existuje jejich spolecny prekurzor hemangioblast. O pfitomnosti bipotentniho hemangioblastu
jako bunécného prekurzoru se vedly znacné diskuze, ale jeho pfitomnost byla nakonec

demonstrovana in vivo praveé na zebticce (Vogeli, Jin et al. 20006).

Pro Casna stadia hematopoézy je esencidlni transkripcni faktor GATA2, ktery je dtlezity pro
rozristani multipotentnich hematopoetickych progenitort a vznik zirnych bunék (Orkin 1997, Zon
2010, review). PU.1 je dalsi dtlezity transkripéni faktor primitivni hematopoézy - vysoka hladina
jeho exprese vede k omezeni potencidlu progenitorti na myeloidni linii, zatimco nizka hladina
exprese vede k linii lymfoidni (Dzierzak and Philipsen 2013, review). Rovnovéha mezi produkci
primitivnich erytroidnich a ostatnich myeloidnich bunék je zaloZena na vyvazenosti Gatal a Pu.1
exprese v ICM, kdy nedostatek Gatal exprese vede k vychyleni rovnovahy ve prospéch ostatnich

myeloidnich prekurzort (Zon 2010, review).

2.2 Definitivni hematopoéza

Pti ptechodu do definitivni hematopoézy dochézi ke vzniku erytro-myeloidnich progenitorii
v krevnich ostriiveich (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013, review). Dospélé savéi HSCs jsou
multipotentni, ale jejich potencial je behem diferenciace vice a vice omezovan, az dojde ke vzniku
vSech krevnich bunécnych linii (Rieger and Schroeder 2012, review). Definitivni hematopoéza
poskytuje organismtim s HSCs schopnost neomezené sebeobnovy a schopnost vytvotit vS§echny
typy zralych hematopoetickych bun€k (Dzierzak and Philipsen 2013, review). Pro obratlovce je
mistem vzniku definitivnich hematopoetickych kmenovych bunék AGM. Pozdé¢ji HSCs migruji
do fetalnich jater a mistem dosp€lé hematopoézy se stava kostni dienn (Jagannathan-Bogdan and
Zon 2013, review).

ZebtiCky maji ekvivalent savéitho AGM a podobné jako u mysi je 1 u zebficek hlavnim
transkripénim faktorem zajiSt'ujicim vznik hematopoetickych kmenovych bunék v AGM oblasti
Runx1. Kolem 4-5 dnt po fertilizaci (dpf) dochdzi u embrya zebtic¢ky k ptesunu krvetvorby do
ledvin, ¢imz se zakldda definitivni hematopoéza. Hematopoetické bunky dospélych zebticek se
v¢lenuji mezi renalni tubuly ve dfeni ledvin. Zebticka ma dva typy granulocyti, z nichZ jeden je
podobny savéim neutrofilim s tim rozdilem, ze jadro neutrofilii zebfi¢ek ma pouze dva nebo tii
segmenty, kdezto ty lidské jich maji Ctyfi nebo pét. Druhy bunécny typ je specificky pro rybu a
ma charakteristiky sav¢ich eozinofill i bazofilii (Zon 2005, review).

U savct jsou prekurzory desticek megakaryocyty, coz jsou vicejaderné velké bunky, které
se nachazi v kostni dfeni. Sav¢i megakaryocyty a erytrocyty vznikaji ze spole¢ného bipotentniho

progenitoru, ktery se nazyva megakaryo-erytroidni progenitor (MEP) (Svoboda and Bartunek



2015, review), viz obr. 1. Mnoho transkripcnich faktort dilezitych pro vyvoj megakaryocyti vSak
bylo nalezeno také v zebticce, jmenovité¢ Flil, Fogl, Gatal, Nfe2 a Runx1. Trombocyty zebticek
maji jadro a jsou ekvivalentem savc¢ich krevnich desticek. Jejich funkci je zachovani hemostazy,
usnadiuji tvorbu srazenin (Zon 2005, review). Ptaci a zebticky maji ekvivalent savéiho MEP a
tim jsou bipotentni progenitory trombocyti a erytrocyti (TEPs), které davaji vzniknout

trombocytim a cervenym krvinkam (Svoboda, Stachura et al. 2014).

Adaptivni imunitni systém se skladd u vSech obratlovcd z B bunék, které produkuji
protilatky, a T bunék, které nesou antigen specifické T bunécné receptory. U lidi, mysi a zebticek
dochazi ke zrani T buné€k v thymu. Vyvoj B bunck zebfticek se uskuteciiuje ve dieni ledvin (Zon
2005, review).

Krevni bunky disponuji Sirokou $kalou rozdilnych nepostradatelnych funkci, vSechny vSak
vznikaji z HSCs. Porozuméni diferenciace HSCs do riznych bun&énych typl je naprosto zasadni
pro piipadnou terapeutickou manipulaci. Mozna vysvétleni diferenciace HSCs ptedkladd hned
nékolik modeld, z nichz asi nejvice zastdvanym je klasicky hierarchicky model, ktery predpoklada
jiz v Casnych stadiich hematopoézy rozdéleni na dvé samostatné vétve — lymfoidni a myelo-
erytroidni linii. Alternativnim modelem je naptiklad tzv. ,,myeloid-based‘ model, podle kterého si

lymfoidni buiiky dokazi udrzet myeloidni potencial (Kawamoto, Wada et al. 2010, review).



°

m
i
[
m

Q-

9
m

@..

m

-3

Q
=
=

©0-i0-1@
<_®‘_
‘ 4_®‘._
ot
o ._QF

[e]
=
=
=]
m

REC | Mogakaryocyte Basophil Eosinophil Noutophil Mastcell Monocyte Bcell Tcell  NKcal

b

.0

B

Platelets

Obrazek 1 — Hierarchicky model savéi hematopoézy

Dlouhodobé hematopoetické kmenové bunky — LT-HSCs, kratkodobé hematopoetické kmenové
bunky — ST-HSCs, spole¢ny myeloidni progenitor - CMP, spolecny lymfoidni progenitor - CLP, progenitory
megakaryocytl a erytrocytl - MEPs, progenitory makrofagl a granulocytll - GMPs. Maturace erytroidnich
progenitord je zndzornéna na levé strané schématu. Nejcasnéjsi progenitor je nazyvan ,burst forming unit
erythroid” — BFU-E, ze kterého vznikaji unipotentni kmenové burnky — CFU-E, z nichZ vznika ¢ervena krevni
fada: proerytroblasty - ProE, bazofilni erytroblasty - BasoE, polychromatické erytroblasty - PolyE,
ortochromatické erytroblasty - OrthoE. Pozdéji dochazi k odstranéni jadra a vzniku retikulocytl - Retic,

které jsou uvolnény do cirkulace a maturuji do ¢ervenych krvinek - RBCs (prevzato z (Sankaran and Weiss
2015, review)).



3. Erytropoéza

K zapoceti erytropoézy je vyzadovana interakce mezi mesodermélnimi a endodermalnimi
bunikami. Mesodermalni bunky, které migruji do Zloutkového vaku, formuji krevni ostrivky
obsahujici nejen Cervené krvinky, ale také endotelidlni bunky. Krevni ostrivky zloutkového vaku
obsahuji primitivni erytrocyty, které jsou detekovatelné u lidskych embryi kolem 16.-20. dne
vyvoje a v mySich embryich v E7,5. Zakladnimi buiikami dospélé erytroidni linie jsou HSCs, které
jsou odvozeny od endotelidlnich bunck. Prvni savci dospélé HSCs vznikaji v AGM. U
obojzivelnikl a ptakli dochéazi k prvnimu vzniku hematopoetickych bun¢k v extraembryonalnim
zloutkovém vaku (Dzierzak and Philipsen 2013, review). U ryb vznikaji primitivni
hematopoetické kmenové buniky intraembryonalné v ICM (Zon 2010, review), pricemz Runx1- a
C-myb- pozitivni buniky, které jsou definitivnimi HSCs, se objevuji v aorta-gonad-mesonephros
(AGM) oblasti po 30 hodinéach od fertilizace. Stejné€ jako u savcil se i u D. rerio mohou definitivni

HSCs diferencovat do vSech krevnich linii (Taylor and Zon 2011, review).

Primitivni erytrocyty savcl vznikaji ¢asné ve Zloutkovém vaku, kdezto definitivni erytrocyty
vznikaji z endotelidln€ derivovanych HSCs. Jesté pfed HSC jsou generovany definitivni erytro-
myeloidni progenitory. Multipotentni hematopoetické progenitory se nachizi v AGM,
pravdépodobné v hematopoetickych klastrech. Od okamziku narozeni se zméni misto erytropoézy
na kostni dfeii a slezinu. Definitivni erytropoéza u lidi probihéd hlavné v kostni dfeni, kdezto u mysi
zustava dulezitym erytropoetickym orgdnem béhem zivota slezina. V piipad€ erytroidniho
stresového stavu (napf. anémie) je slezina u mysSi 1 ¢lovéka vyuzivana k rozSifeni erytroidni
kapacity (Dzierzak and Philipsen 2013, review). Zebticky maji jako ekvivalent savCich krevnich
ostrivkii Zloutkového vaku builkky ICM, které diferencuji do endotelidlnich buné¢k a
proerytroblastii a 24 hpf vstupuji do cirkulace. Prvni cirkulujici primitivni erytrocyty jsou nakonec
nahrazeny novymi erytroidnimi buiikami, které se vyviji pozdéji. Ptiblizné v 5 dpf zacina druha
vlna erytropoézy (Zon 2005, review).

Ackoliv jsou erytroidni buiiky odvozeny z HSCs, pfesna cesta diferenciace zatim neni zcela
objasnéna. Ze savcich megakaryo-erytroidnich progenitorti (MEPs) pak vznikaji megakaryocyty
a erytrocyty, obdobné u nesavCich obratlovci vznikaji z bipotentnich trombo-erytroidnich
progenitort (TEPs) trombocyty a erytrocyty. Nezralé erytroidni progenitory jsou nazyvany burst
forming unit-erytroid (BFU-E) a vedou ke vzniku mnohocetnych kolonii, které obsahuji n¢kolik
tisic hemoglobinizovanych bunék. Jejich rlst je zavisly na n€kolika faktorech, dillezité z nich jsou

stem cell factor (SCF), trombopoetin (TPO), interleukin 3 a interleukin 11. Vice maturované



erytroidni progenitory, tzv. colony-forming units-erythroid (CFU-E) se skladaji z malych kolonii
o 16-125 bunkach. Na rozdil od BFU-E se ale CFU-E nevyskytuji v krevnim ob¢hu. Vibec
sebeobnovu erytroidnich progenitort a jejich diferenciaci (Dzierzak and Philipsen 2013, review,

Svoboda and Bartunek 2015, review).

3.1 Erytrocyty

Erytrocyty jsou nejb&znéjSim typem bunck lidské krve, kterd jich obsahuje pfiblizné
5x10%/pl. Tyto buiiky Ziji zhruba 120 dnfi. Nové erytrocyty neustdle vznikaji v kostni dieni.
Erytroidni buniky savcl se v kone¢nych stadiich diferenciace zbavuji jadra, endoplazmatického
retikula a mitochondrii, a proto nejsou schopny dalsi proliferace. Nové buiiky vstupujici do obéhu
maji stale aktivni proteosyntézu a nazyvaji se retikulocyty. K vyvoji retikulocytu z pro-
erytroblastu jsou nutnd rychla dé€leni, s ¢imz souvisi redukce bunééné velikosti. Zralé erytrocyty
maji v priméru 6-8 um. Jejich mala velikost a bikonkavni tvar vytvaii velky povrch pro vyménu
plynt a dovoluji buikam vstoupit mikrokapilarami do tkani. Priméarni odpovédi na hypoxicky stres
je zvyseni produkce cervenych krvinek (Dzierzak and Philipsen 2013, review).

Samotna definitivni erytropoéza se mezi obratlovci moc nelisi. Mzeme si pov§imnout spiSe
morfologickych rozdilti mezi maturovanymi erytrocyty. Erytroidni prekurzory si vSak jsou velmi
podobné. Terminaln€ diferencované savei erytrocyty si nezachovavaji jadro a maji klasicky
bikonkéavni diskoidni tvar (Zon 2005, review). Sav¢i definitivni erytrocyty vypuzuji jadra pied
vstupem do ob&hu a buriky jsou mensi neZ primitivni erytrocyty. Uvolnéné jadro obsahuje velmi
nizkou hladinu adenosin trifosfatu (ATP) a disledkem toho se na jeho povrchu zac¢ina odhalovat
fosfatidylserin. Povrchové odhaleni fosfatidylserinu je ¢asnd udéalost v apoptoze a slouzi jako ,,eat
me* signal pro apoptotické bunky, stejné tak je signdlem pro pohlceni vypuzeného jadra
makrofagy (Yoshida, Kawane et al. 2005).

Maturované erytrocyty zebficek maji elipticky tvar a zistava jim jadro. Primitivni erytrocyty
jsou morfologicky jiné neZ erytrocyty dospélych jedincti, které maji méné cytoplasmy a jadro je
protahlejsi. BEhem prvnich ¢tyi dnli vyvoje jsou primitivni erytrocyty jediné cirkulujici erytroidni
buniky. Primitivni erytroblasty vstupuji do ob&éhu a v pribéhu dalsi diferenciace exprimuji
erytroidné specifické geny, které jsou nezbytné pro syntézu hemoglobinu - konkrétné se jedna o a
a f embryondlni globinové tetézce, alas2, fch a urod. Primitivni erytroblasty exprimuji DMTI,
dilezity pro pfijem zeleza a skladani proteind typu f-spectrin, a protein 4.1R, ktery zajistuje

membranovou stabilitu (Zon 2005, review).



Ostravky erytroblastii jsou strukturni jednotkou v kostni dfeni a mistem konecné erytroidni
diferenciace. Skladaji se zcentralnich makrofagli, které jsou obklopeny diferencujicimi
erytroidnimi progenitory, viz obr. 2. Makrofagy jsou nezbytné pro urceni role bunck primitivni
hematopoézy. Nekolik proteini na povrchu makrofagl a erytroblastli zprosttedkovava interakci
mezi makrofagy a erytroblasty a mezi erytroblasty navzajem. Erythroblast-macrophage protein
(EMP) a macrophage-erythroblast attacher (MAEA) jsou proteiny, které jsou na obou bunécnych
typech a zprostfedkovavaji adhezi mezi témito dvéma bunéénymi typy. MAEA je vyzadovan pro
organizaci erytroblastickych ostrivkll a pro uc¢inné odstranéni jadra z erytroblast (Dzierzak and

Philipsen 2013, review).

@ Pro-erythroblast
@ Basophilic erythroblast

r -:;-f' & ® Polychromatic erythroblast
by ‘ war L " % Orthochromatic erythroblast
' S ““.. r » Erythrocyte
,*J? . = ; Pyknotic nucleus
?. X 10 um Central macrophage
5 —

Obrazek 2 — Ostriivek erytroblastu

A) Fetdlni jatra E13.5 — ostrlvek erytroblast(l. Hnédé jsou zbarveny centralni makrofagy, které jsou
obklopeny erytroidnimi burikami v rGznych stadiich diferenciace. B) Schématickd kresba erytroblastického
ostrlivku (prevzato z (Dzierzak and Philipsen 2013, review)).

3.1.1 Hemoglobin
Naivni erytrocyty jsou charakterizovany expresi embryonalnich globint, které vytvaii u

Clovéka hemoglobinové tetramery. Bezprostfedni pfechod mezi fetalnim a dospélym globinem
nastava s pocatkem definitivni erytropoézy. Exprese specifického fetalniho y-globinu je rysem
antropoidnich primati. Hemoglobinové tetramery se skladaji z a- a y-globinovych fetézcl (202y)
a u lidi jsou zndmé jako fetalni hemoglobin (HbF). Tento typ hemoglobinu dovoluje vyvijejicimu

se plodu ziskat z matefské krve kyslik efektivnéji.

V dospélé erytropoéze je exprese fetalniho globinu umlcena. Hemoglobinové tetramery
skladajici se z a- a B-globini (202B, HbA1) tvoii 97% vesSkerého hemoglobinu v dospélych
erytrocytech. HbA2 (2a20) tvoii z celkového poctu hemoglobinu 2% a HbF 1% ve vétsSing
dospélych jedinct (Dzierzak and Philipsen 2013, review). Stejné jako ostatni vyssi obratlovei,
zebricka exprimuje hemoglobin s kvartérni strukturou (a2, B2) a podstupuje globinové piepnuti

z primitivniho embryonalniho hemoglobinu na dospély (Zon 2005, review).



3.2 Hlavniregulatory erytropoézy

Gatal je ustfednim regulatorem vyvoje erytrocytl. Tento transkripéni faktor je dilezity pro
diferenciaci proerytroblastl do maturovanych erytrocytl. Pfitomnost Gatal potlacuje expresi
myeloidné-specifickych genii, jako Pu.l, Mpo ¢&i L-plastin, a podporuje expresi genl
erytroidné-specifickych (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013, review).

Runx1 je dulezity pro celkovou definitivni hematopoézu, tedy pro tvorbu erytroidnich,
myeloidnich 1 lymfoidnich bun¢k. Runx1 knock-down vede také ke snizeni exprese C-myb, jenz
nalezi do myb rodiny proto-onkogent. C-myb hraje vyznamnou roli v definitivni hematopoéze.
Po provedeni knockoutu C-myb u mysi dochazi k jejich smrti v diisledku selhani erytropoézy ve

fetalnich jatrech (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013, review).

Faktor Gata2 je vyzadovan pro udrzovani a proliferaci hematopoetickych progenitorovych
bun¢k. Vytrazeni funkce genu (knockout) Gata2 v mysich je embryonalné letalni z dtivodu tézkych
anémii (Jagannathan-Bogdan and Zon 2013, review). Gatal a Gata2 se v primitivni erytropoéze
funkéné prekryvaji. U mysiho embrya se soucasnym vyfazenim Gatal a Gata2 dochazi k selhani
erytroidni diferenciace, expanze progenitord a defektim tvorby primitivnich erytroidnich bun¢k

(Fujiwara, Chang et al. 2004).

Transkripéni faktor KLF1 je vyzadovan pro terminalni erytroidni diferenciaci. Exprese
KLFI je pfevazné omezena na erytroidni bunécnou linii. KLF1 se konkrétné vaze na sekvenci
CCACACCCT v promotorech cilovych gent (Dzierzak and Philipsen 2013, review). Pacienti
s B-thalasémii, ktefi nesou mutaci v KLF1 vazebném misté v B-globinovém promotoru vykazuji
siln¢ sniZenou expresi B-globinu (Faustino 1996). KLF1 dokonce aktivuje mnoho erytroidné
specifickych genti pro proteiny, které jsou dilezité pro funkci a stabilitu erytrocyti. KLF1 ma také
roli v bunééném cyklu — zastavuje proliferaci, coz je nutné€ pro termindlni diferenciaci (Dzierzak
and Philipsen 2013, review). U nékterych pacientl se srpkovitou anémii byla nalezena
haploinsuficience pro KLF1. U téchto pacientl se projevovala vysoka hladina HbF a méli mirny
fenotypovy projev onemocnéni (Borg, Papadopoulos et al. 2010). Na druhé strané missense
mutace v promotoru, na ktery se vaze KLF1 miize mit dominantni fenotyp s té€Zkymi nasledky

(Arnaud, Saison et al. 2010).



4. Anémie

Anémie muzeme délit z mnoha pohledi. Pro ptehlednost jsem jedno z téchto rozdéleni
(Klener et al. 2011) vybrala a rozhodla jsem se jej pouzit také v této praci. V tomto prehledu jsou
téz zminény anémie, které zde dale jiz nerozebiram - to jsou napf. anémie z krevnich ztrat,
autoimunitni hemolytické¢ anémie atd. Tato prace pojednava predevsim o dédiénych anémiich,
které jsou zpusobeny napt. poruchou slozeni erytrocytarni membrany, poruchou enzymatického

vybaveni erytrocytu ¢i poruchou tvorby hemoglobinu.

Anémie z poruchy tvorby prekurzorl erytrocytii
=> Kongenitalni dyserytropoetické anémie
=> Anémie z poruchy hemoglobinizace erytrocytd
Anémie z nedostatku latek nutnych pro normalni proliferaci a maturaci erytrocyti
= Anémie z nedostatku Zeleza — sideroponické anémie
=> Anémie z nedostatku vitaminu B12 a kyseliny listové
=> Anémie pii chronickém onemocnéni
Anémie ze zvySeného zéniku erytrocytl
=>» Korpuskularni hemolytické anémie
B Hemolytické anémie z poruchy struktury erytrocytarni membrany
B Hemolytické anémie z poruchy enzymatické vybavy erytrocyt
B Hemolytické anémie z poruchy tvorby hemoglobinu
=> Extrakorpuskularni hemolytické anémie
B Autoimunitni hemolytické anémie
B Neimunitni hemolytické anémie

Anémie z krevnich ztrat

Anémie nastdva obecné, pokud selZou homeostatické mechanismy zodpovédné za
rovnovaznou produkci Cervenych krvinek. Jak bylo jiz zminéno v Uvodu, pfi¢iny anémie
postihujici ¢ervené krvinky jsou popsany tii: snizeni produkce erytrocytl, zvySeni jejich destrukce
(hemolyza) ¢i jejich ztrata (krvaceni). Mnoho anémii spojenych s hemolyzou je zaptic¢inéno
mutacemi, které snizuji produkci ¢i funkei tfech hlavnich tfid proteint: glykolyticky nebo

hexosovy monofosfatovy enzym (jako je tomu u deficience glukosa-6-fosfat dehydrogenazy),
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membranové komponenty erytrocytt (dédicna sférocytéza) a hemoglobin (srpkovitd anémie
(SCD) a thalasémie) (Sankaran and Weiss 2015, review).

Na tomto mist¢ je vhodné poznamenat, Ze anémie je celosvétoveé hlavnim zdrojem morbidity
a mortality. Kassebaum et al. ud¢€lali jedinecnou kompletni analyzu anémii od roku 1990 do roku
2010, kde zahrnuli 187 zemi, obé pohlavi a 20 vékovych skupin. Rozsifeni anémie se snizilo ze
40,2 % v roce 1990 na pfiblizné jednu tfetinu z celosvétové populace v roce 2010 (Kassebaum,

Jasrasaria et al. 2014).

4.1 Hemolytické anémie z poruchy tvorby hemoglobinu
Do této skupiny patii srpkovitd anémie (SCD) a B-thalasémie, které jsou velmi rozsifené

(Kassebaum, Jasrasaria et al. 2014). B-thalasémie je zpisobena mutacemi B-globinovych gend,
které snizuji produkci B-globinovych polypeptidi. Nasledné vznikaji volné a-globinové molekuly,
které tvofi nerozpustné agregaty a poskozuji erytroidni prekurzory (Khandros, Thom et al. 2012).
Za nepatologického stavu dochézi v pozdnich stadiich maturace erytroblastd k transportu HSP70
do jadra, kde brani kaspaze-3, aby Stépila GATAIL. U nemocnych B-thalasémii se nadbytek
a-globinu véaze v cytoplazmé na chaperon HSP70, ¢imZz jej doCasné vyfadi. Tato udélost
destabilizuje hlavni transkripéni faktor erytropoézy GATA1, coz zméni genovou expresi a ptispiva
k defektni erytropoéze (Arlet, Ribeil et al. 2014). Dale Khandros et al. pfi pokusech na
B-thalasémickych mysSich zjistili, Ze systémova inhibice proteasomu vede k aktivaci autofagie a
ubiquitinem zprostiedkované proteolyzy, které odstrani volné a-globiny (Khandros, Thom et al.

2012).

V ptipadé SCD jsou erytrocyty deformovany do srpkovitého tvaru. Patologicky
hemoglobin S (HbS) vznika substituci kyseliny glutamové valinem v 6. pozici B-fetézce globinu.
Dochazi tak k zdméné polarni aminokyseliny za nepolarni, coZ vede ke sniZené rozpustnosti
hemoglobinu s tendenci k jeho polymerizaci v redukovaném stavu, v oxidovaném stavu brani
polymerizaci vazba kysliku. Erytrocyt ma porusenou propustnost membrany, intracelularné se
hromadi vapnik a dochazi ke zvySené autooxidaci hemoglobinu s uvolnénim Zeleza (Klener et al.

2011).

U SCD dochézi k rozpadu ¢ervenych krvinek, coz zptsobuje uvolnéni hemoglobinu (Hb) do
plasmy, nésledné volny Hb degraduje vasodilatator NO. Hb propusti volné hemy, které aktivuji
neutrofily (Sankaran and Weiss 2015, review). U mnoha hemolytickych onemocnéni jako je SCD
vyvolava volny hemoglobin poSkozeni cév. Mozny terapeuticky potencial zde maji endogenni
plasmatické proteiny haptoglobin a hemopexin, které vychytavaji cirkulujici Hb a hemy (Deuel,

Vallelian et al. 2015). Dalsi terapeutickou moZnosti jsou stalé transfuze erytrocytii, které vSak
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zapiiginuji zahlceni Zelezem a poskozeni mnoha organt. Uspésna transplantace kmenovych bungk
je vhodna pro SCD i B-thalasémie, ale je omezena toxicitou a dostupnosti darce (Locatelli, Kabbara
et al. 2013). Stale se tedy hledaji dal$i moznosti 1écby.

Pomémné zajimavé je spojitost mezi srpkovitou anémii a malarii. V tropickych a
subtropickych oblastech maji vyhodu heterozygotni jedinci, ktefi maji pouze tzv. charakter
srpkovité anémie. Evoluéné se zde SCD vyvinula, protoze poskytuje jedinciim rezistenci proti
maldarii. HbS zméni tvar krvinek a jeho zvySujici se hladina brani ristu P. falciparum, prvoku

zpusobujicimu malarii (LaMonte, Philip et al. 2012, Elguero, Delicat-Loembet et al. 2015).

4.2 Fanconiho anémie

Fanconiho anémie (FA) je vzacné autozomalni (vyjimecn€ X-vazané) genetické onemocnéni
spojené se selhanim kostni dfené, vyvojovymi defekty a zvySujici se nachylnosti k rakoving,
pfedevsim k nadoriim gynekologické povahy a nddorim hlavy a krku. Proteiny, které jsou
kédovany tzv. geny FA, opravuji poskozeni DNA a zachovavaji stabilitu genomu. Hlavni funkci
dréhy Fanconiho anémie (tzv. drdhy FA-BRCA) je fidit opravu mezivlaknovych kiizeni DNA
(ICLs) (Mamrak, Shimamura et al. 2016, review). Draha Fanconiho anémie mé vSak dalsi
dilezitou funkci - kontroluje segregaci chromozomti béhem mitézy a predchazi aneuploidii
(Nalepa, Enzor et al. 2013). Nedavno bylo také prokazano, ze DNA-RNA hybridy vznikajici
z poskozené transkripce ¢i stfetnutim replikace a transkripce, taktéz aktivuji drahu Fanconiho
anémie (Schwab, Nieminuszczy et al. 2015). FA nastava tehdy, pokud dojde k mutaci v jednom z
gent drahy FA, kterych je v soucasné dobé¢ identifikovano a bliZze zkoumano 21. Primérné délka

Zivota pacientl s FA je ptiblizné 33 let (Mamrak, Shimamura et al. 2016, review).

Vzhledem k Siroké Skale fenotypového projevu je pomérné tézké toto onemocnéni
diagnostikovat. Soucasny diagnosticky test pro FA je zalozen na cytogenetické kvantifikaci
chromosomalnich zlomii v odpovédi na diepoxybutan (DEB) ¢i mitomycin C (MMC)

(Shimamura, Montes de Oca et al. 2002).

4.2.1 Molekularni podstata drahy Fanconiho anémie
Jadro komplexu drdhy Fanconiho anémie se sklddda ze tfi subkomplexi.

FANCA-FANCG-FAAP20 tvoii prvni subkomplex, dalsim subkomplexem je FANCB-FANCL-
FAAP100 poskytujici monoubiquitinyla¢ni katalytickou aktivitu a posledni je subkomplex
FANCC-FANCE-FANCF (Huang, Leung et al. 2014). FANCM kotvici komplex podporuje
posilnéni chromatinu jadra komplexu Fanconiho enémie (Coulthard, Deans et al. 2013). FANCD2
a FANCI vytvafi heterodimer zndmy jako ID2. Monoubiquitinylovany ID2 pak asociuje na
chromatinu s proteiny DNA opravy. Béhem posledni faze ICL opravy BRCA2/FANCDI,
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BRIP1/FANCJ, PALB2/FANCN, RADS5IC/FANCO, BRCAI1/FANCS, RADSI/FANCR a
XRCC2/FANCU spolupracuji na opravé zlomeného duplexu prostfednictvim homologni

rekombinace (Mamrak, Shimamura et al. 2016, review), viz obr. 4.

FAAP100
FAAP20

L

C
g £

F
FANCM

FAAP24 ){ MHF1/2

D

Obrazek 4 — Draha Fanconiho anémie

Ubiquitinylace FANCD2 a FANCI je zasadni udalosti drahy Fanconiho anémie. Tato ubiquitinylacni
reakce je katalyzovana jadrem komplexu FA. FANCD2 a FANCI dopliuji ostatni faktory této drahy
(FANCD1/BRCA2, FANCN/PALB2, FANCP/SLX4...) v opravé poskozeni DNA. Proteiny asociujici s jadrem
komplexu FA se nazyvaji proteiny asociované s Fanconiho anémii (FAAP) a jsou to FAAP20, FAAP100,
FAAP24, MHF1/2. FAN1 je nukledza asociovanad s FANCD2/FANCI (pfevzato z (Haitjema, Brandt et al.
2013)).

BRCA2 ( BRCA1

FANCN S
PALB2

FANC1/
FANCDI/ RIPI

4.3 Diamondova-Blackfanova anémie

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzicna dédi€nd anémie. VétSina pacientil
s DBA ma autosomdlni dominantni mutace v jednom z nejméné 12 genii kddujicich ribozomalni
proteiny (Sankaran and Weiss 2015, review). Jedna se o Cist¢ dédicné onemocnéni, které
zpusobuje aplazii ¢ervenych krvinek. Obvykle se projevuje do jednoho roku po narozeni. Pacienti
s DBA maji snizeny vyskyt prekurzorti ¢ervenych krvinek v kostni dfeni, coZ je zpisobeno
apoptdzou Ci blokaci jejich diferenciace. Tento stav miize byt doprovdzen zvysSenim krevnich
desticek a sniZenim poctu leukocyti (Taylor and Zon 2011, review). Jako prvni byla
identifikovana mutace v genu RPS19, ktera se vyskytuje u 25% pacientti s DBA, viz obr. 5. RPS19
ma funkci v erytropoéze a embryogenezi (Draptchinskaia 1999). Onemocnéni je doprovazeno
riznymi typy mutaci - nonsense, missense, frameshift ¢i splice site mutace. Stale je pomérné
nejasné, proc se pacienti se stejnou mutaci jako né€kteti ¢lenové jejich rodiny lisi v symptomech 1
vaznosti onemocnéni. Pacienti vzdy nesou i jednu wild-type kopii dan¢ho ribosomalniho proteinu,
coz ukazuje na haploinsuficienci (Taylor and Zon 2011, review).

Léceni pacienti s DBA zahrnuje kortikosteroidy a transfuzni terapie. Ne vzdy je vSak 1écba
ucinnd a muze dochazet k navratu chorobného stavu. Dal§i moznosti 1écby je transplantace

hematopoetickych kmenovych bunék (Taylor and Zon 2011, review).
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Obrazek 5 — Eukaryoticky ribozom a RPS19

Eukaryoticky ribozom se sklada z ribozomalnich proteind a ribozomalni RNA. Ribozom a jeho
podjednotky jsou oznaceny v jednotkdch Svedberg (S). Mald podjednotka je oznadena jako 40S, velka
podjednotka 60S a cely ribozom jako 80S. 40S je makromolekula, kterd se skladda z 18S rRNA a
33 ribozomalnich protein(. Jeden z téchto proteinl se nazyva RPS19 (prevzato z (Flygare and Karlsson
2007, review)).

4.3.1 Patologie DBA
Pokud jsou ribozomalni proteiny mutovany nebo je snizen jejich pocet, dochazi k poruse

biogeneze ribozomi a rRNA zpracovani. Vztah mezi mutacemi ribozomalnich proteinii a
symptomy DBA ziistdvaji neznamé. Podle jedné¢ z hypotéz tyto mutace vedou k celkovym
nachylna k témto defektim, protoze ¢ervené krvinky vyzaduji vysokou hladinu syntézy proteinil
a zejména globinu. SniZeni hladiny globinu miZe vést k nadbytku volného hemu, coz mliZze mit
roli v patologii tohoto onemocnéni (Taylor and Zon 2011, review). Dalsi hypotéza pak tvrdi, Ze
zprostiedkovat fenotyp DBA. Defekty v biogenezi ribozomi mohou zptsobit spusténi drahy
jaderného stresu, ktera zahrnuje drdhu p53. Nahromadéni p53 redukuje mnozstvi erytrocyti.
Ptesny mechanismus translacnich defektd ale neni doposud jasny (McGowan, Li et al. 2008).
Jednim obecnym mechanismem vSak muZe byt sniZeni translace GATA1 mRNA, kterd koduje

esencialni erytroidni transkripcni faktor (Ludwig, Gazda et al. 2014), viz obr. 6.
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Obrazek 6 — Normalni a DBA erytropoéza

A) Na tomto obrazku vidime sérii diferenciacnich procest béhem vyvoje cervené krvinky. Hlavni
regulator terminalni erytropoézy je EPO. Pod burnkami jsou uvedeny obecné bunécné markery. B)
V pacientech s DBA je erytroidni vyvoj znacné omezen. Erytroidni defekt nastava v Epo zavislych stadiich
po BFU-E stadiu, ale mohou byt postizeny i ¢asnéjsi progenitory. C) Exprese RPS19 je vysoka v ¢asnych
progenitorovych burkach a snizZuje se ve vice maturovanych erytroidnich burkach. Na rozdil od ¢asnych
progenitord maji maturované erytroidni prekurzory velmi vysokou rychlost ribozomalni syntézy. Obrazek
znazornuje nacasovani exprese erytroidnich transkripénich faktord. Epo — erytropoetin, HSC —
hematopoetickd kmenova bunka, GEMM — jednotky tvofici kolonie granulocytd, erytrocytli, makrofagg,
megakaryocytl, BFU-E — erythrocyt burst-forming unit, CD34 je pozitivni bunécny marker pro
hematopoetické progenitorové burnky, CD38 je negativni bunécny marker pro ¢asné hematopoetické
progenitorové burky, CD71 je transferinovy receptor, GlyA je glykoforin A (prevzato z (Flygare and
Karlsson 2007, review)).

4.3.2 Souvislost s vyskytem rakoviny
Zebticky poskytly bezprostiedni diikaz, ze mutace v ribozomalnich proteinech zptisobuji

nachylnost k rakoviné (Danilova, Sakamoto et al. 2008). V tom ma pravdépodobné diileZitou roli
p53. Mutace v p53 u rybich homozygotii zplisobuje zhoubny tumor perifernich nervii. Hladina
proteinu p53 se sniZuje, ale hladina RNA zlstava nedotCena. Jelikoz celkova hladina proteinti neni
v téchto tumorech nijak postizena, ziejme neni defektni celkova translace. Ribozomalni proteinové
tohoto problému je diilezité porozumét tomu, jak probihd translace p53 v nddorovych a krevnich

bunkach (Taylor and Zon 2011, review).
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4.4 Lécba anemickych onemocnéni
Slibnym prostfedkem pro 1é¢bu anémii a onemocnéni s netcinnou erytropoézou by mohl byt

sotatercept, ktery vyvoldva pomérné velké zvySeni mnozstvi Hb a RBCs (Sherman, Borgstein et
al. 2013). Sotatercept byl pivodné vytvoren k 1écbé ubytku kostni hmoty, ale klinické studie
odhalily zvySujici hematokrit a hladinu hemoglobinu. Molekularni podstata tohoto ucinku je
ovSem nejasna a vyzaduje dalsi zkoumani (Dussiot, Maciel et al. 2014).

HbF se sklada ze dvou a- a dvou y-globinovych fetézcti, podporuje transport kysliku ve fétu.
Ptepnuti z fetalniho na dospély hemoglobin se za¢iné uskuteciovat béhem narozeni, coz je diivod,
pro¢ se u lidi B-thalasémie a SCD projevuji az v pozdnim détstvi (Sankaran and Weiss 2015,
review). Vyzkum pfepnuti hemoglobinu je dilezity pro vyvoj terapeutickych pfistupt, jejichz
cilem je navozeni fetdlniho hemoglobinu v f-hemoglobinopatiich. Mutace v regulac¢nich oblastech
B-globinového lokusu, kterd inhibuje pfepnuti z y- na B-globin, ma za nésledek zvysenou hladinu
HbF béhem zivota jedince. Tento stav se oznacuje jako dédi¢né pretrvani fetalniho hemoglobinu
(HPFH) (Sankaran 2011). Zablokovani ptfechodu z y- na B-globin pomoci 1é¢iv ¢i genetickych
manipulaci mize byt efektivnim néstrojem pro 1é€bu SCD a B-thalasémie. Jedinci se samotnym
HPFH jsou bez symptomt, coz poukazuje na skute¢nost, ze pietrvani vysoké hladiny HbF
v dospélych jedincich nema zadné neptiznivé disledky (Sankaran and Orkin 2013, review) .

Rozdilnd mnozstvi HbF v dospélosti ovliviiuji zavaznost SCD a B-thalasémie. Transkrip¢ni
faktor BCL11A ovliviiuje hladinu HbF, a proto jej Sankaran et al. zkoumali jako potencialni
regulator HbF exprese, viz obr. 7. V primitivni erytropoéze je omezena exprese plnodélkového
BCLI11A, coz umoziuje vysokou hladinu HbF. Potlaceni exprese BCL11A v dospélych
erytroidnich buiikdch vede k masivni expresi HbF (Sankaran 2008). BCL11A méni B-globinovy
klastr tvorbou chromosomalni smycky. BCL11A, SOX6 a GATAI1 spolupracuji pifi umlceni
transkripce y-globinu v dospélych erytroidnich progenitorech (Xu, Sankaran et al. 2010). ZvySeni
hladiny fetdlniho hemoglobinu snizuje zavaznost B-thalasémie, coz se jevi jako vyzva pro genovou
terapii cilici na zesileni HbF. Pro tuto studii byly vyuzity lentivirové vektory kodujici lidsky
v-globinovy gen a synteticky transkripcni faktor interagujici s promotory y-globinového genu ¢i
kratka vlasenka RNA zasahujici BCL11A. Geneticka reaktivace y-globinovych gent ma potencial
poskytnout dostate¢nou hladinu HbF pro pacienty s nedostatkem B-globinu. BCL11A se tak stava
farmakologickym cilem (Wilber, Hargrove et al. 2011).
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Obrazek 7 — Model regulace umliceni y-globinu v lidském B-globinovém lokusu

Tento obrazek ukazuje lidsky B-globinovy lokus s oblasti o velikosti 3 kb upstream od y-globinového
genu. BCL11A se vaze na chromatin v této 3 kb dlouhé oblasti a pfispiva k umlceni transkripce y-globinu.
Tzv. ,,Oblast kontrolujici lokus” (LCR) je enhancerem B-globinového lokusu spolecné s hypersensitivnimi
misty pro DNAsu | (HSs) (prevzato z (Sankaran and Orkin 2013, review)).

Dalsim a Iépe uskutecnitelnym cilem mulze byt inhibice asociovanych enzymu
transkripcnich faktort, které reguluji genovou expresi modifikaci histon a dalSich jadernych
proteini. Napiiklad histon deacetylazy (HDACs) jsou jaderné proteiny, které asociuji
s transkripénimi faktory regulujicimi expresi HbF. Prototypem inhibitorti histon deacetylaz je
butyrat, ktery reaktivuje umlcené geny vyvolanim epigenetickych modifikaci. Butyrat spousti
produkci fetdlniho hemoglobinu u pacientii s poruchami dospélého hemoglobinu, ale
mechanismus indukce zatim neni zcela zndm. Methylace DNA je dilezitd pro umléeni B-
globinovych gentl v neerytroidnich hematopoetickych bunikach. Epigenetické modifikace maji
obrovskou roli v regulaci exprese globinovych gent, coz mize byt dalsim farmakologickym cilem
(Fathallah, Weinberg et al. 2007). Chemicky a RNAIi screening ukazal, Ze inhibice HDACI1 a
HDAC?2 zptsobuje tvorbu HbF v primérnich lidskych erytroblastech (Bradner, Mak et al. 2010).
Nevyhodou epigenetickych enzymi je, Ze jsou exprimovany vSudypiitomné a maji rizné funkce,
a proto jejich dlouhodoba inhibice mtze byt toxicka.
zminovanému pietiZzeni Zzelezem. Nicmeéng 1 dalsi formy B-thalasémie vedou k pfesyceni zelezem
v disledku nefunkéni erytropoézy, coz zplisobuje supresi syntézy hepcidinu, jehoz funkci je
snizovat piijem Zeleza ze stravy a podporovat recyklaci Zeleza makrofagy. Bylo vSak prokazano,
Ze suprese membranové vazané serinové protedzy TMPRSS6 exprimované v hepatocytech
stimuluje produkci hepcidinu, ktery miize byt terapeuticky vyuzivan k redukci zahlceni zelezem
v disledku transfuzi (Raffaella 2007, Schmidt 2013).

Kongenitadlni formy anémie jako naptiklad B-hemoglobinopatickd onemocnéni jsou
rozSiteny celosvétoveé (Kassebaum, Jasrasaria et al. 2014). B-thalasémie a SCD jsou zplisobeny
mutacemi v jednom genu, jsou tedy dobie pfistupné pro genovou terapii. Hematopoetické
kmenové a progenitorové buiiky (HSPCs) jsou vyjmuty z pacienta, je modifikovdna exprese

B-globinového proteinu v erytroidnich prekurzorech a nakonec jsou HSPCs vraceny zpét.
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Pozménéné HSCs znovu vytvoii hematopoeticky systém véetné normalnich erytrocytl (Sankaran
and Weiss 2015, review). Potencidl genové terapie v B-hemoglobinopatiich dale dokazal
Cavazzana-Calvo et al., kdyz se po pfenosu lentivirového vektoru s B-globinovym genem do
dospé&lého pacienta s t&zkou BE/B-thalasémii zavislého na mésiénich transfuzich, stal tento pacient
na transfuzich nezavisly (Cavazzana-Calvo, Payen et al. 2010).

Dal8im idealnim cilem pro 1écbu genovou terapii jsou monogenicka erytroidni onemocnéni
jako je Diamondova-Blackfanova anémie (DBA). Konkrétné pro tuto praci byly pouzity CD34"
bunky periferni krve transdukované onkoretrovirovym vektorem s koci¢i endogenni retrovirovou
obalkou. Vektory obsahovaly dva rtizné promotory s rozdilnou hladinou exprese RPS19. Tyto
transdukované buiiky byly transplantovany do mysi pro zhodnoceni terapeutického efektu in vivo.
Pro opravu erytroidniho vyvoje je vyzadovana vysoka hladina exprese RPS19 (Flygare, Olsson et

al. 2008).

Sankaran et al. po sekvenovani dvou sourozenct s nezndmou mutaci pro DBA ukdzali, ze
DBA muze byt také zpisobena mutacemi v hematopoetickém transkripénim faktoru GATA1. Tato
mutace se nachazela v sestithovém misté genu GATAIl a zabranovala tvorbé jeho plné délky
(Sankaran, Ghazvinian et al. 2012). Translace GATA1 mRNA byla poSkozena selektivné
v erytroblastech pacientd s DBA, ktefi nesli mutace v genech pro ribozomalni proteiny. Defektni
hematopoéza pozorovand v pacientech sDBA, kterd je =zapfi¢inéna haploinsuficienci
ribozomalnich proteinli, by tak mohla byt ¢aste¢né prekondna zvySujici se hladinou GATA1

(Ludwig, Gazda et al. 2014). Vektor, ktery koduje GATA1 tak mize predstavovat vSestrannéjsi

piistup genové terapie pro nékteré formy DBA.

Lidské indukované pluripotentni kmenové buiiky (HiPSCs) derivované z pacienta maji
obrovsky potencial pro vyvoj novych bunéénych a genovych terapii. Nedavny vyvoj genomové
editace nabizi nové pfistupy. Mutace SCD a B-thalasémii mohou byt napraveny genovou editaci
v pluripotentnich kmenovych bunikdch (Sun and Zhao 2014). Oprava mutaci zapfi¢inénymi
B-thalasémii v iPSCs mlze obnovit normdlni funkci a poskytnout bohaty zdroj bunék pro
transplantaci. V této studii pouzil Xie et al. k t¢inné opravé mutaci hemoglobinového beta genu
od pacienta derivovanych iPSCs nejnovéjsi nastroj genové editace CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats)/Cas9 technologii kombinovanou s piggyBac transpozonem.
Tim ukézali vyznamny krok k budouci aplikaci genové terapie zaloZzené na kmenovych buiikdch
(Xie, Ye et al. 2014). Technologicky propracované, ale drahé ptistupy jako genova terapie ¢i
infuze 1€¢iv vSak nejsou z ekonomickych ditvodl aplikovatelné v rozvojovych zemich, kde jsou
SCD a B-thalasémie bézné (Kassebaum, Jasrasaria et al. 2014). Je tedy potieba najit 1écbu, ktera

muze byt Siroce vyuzivana.
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5. Modely pro studium anemickych onemocnéni

5.1 Lidsky buné¢ny model

5.1.1 Indukované pluripotentni kmenové buriky

IPSCs nesouci monogenické mutace maji obrovsky potencial pro modelovani onemocnéni,
screening latek a také bunécnou terapii. Pfistupem zalozenym na homologni rekombinaci byly
opraveny SCD mutace v iPSCs pacientii se dvéma mutovanymi B-globinovymi alelami. Pro
ziskéani danych klont byl pouzit plasmid obsahujici rezistentni genovou kazetu s loxP misty, které
pozdgji odstranila Cre rekombinaza. Po genové opravé byly ziskany heterozygotni BS/B* iPSCs,
které exprimuji 25-40% wild-type transkriptu, pokud se diferencuji do erytrocytti (Zou, Mali et al.
2011). Lidské iPSCs nabizi perspektivy pro bunéénou terapii a jsou modelem pro zkoumani

onemocnéni.

Kobari et al. jako model pro normalni a patologickou erytroidni diferenciaci pouzili iPSCs
zdravych pacienti a pacienti s SCD. Populace erytroblasti vytvofené z normalnich a
patologickych iPSCs byla vpravena do imunodeficientnich mysi k pochopeni in vivo maturace
hemoglobinu. Dokézali, Ze lidské iPSCs mohou dosdhnout terminélni erytroidni maturace. Takovy
vyzkum otevira cestu funk¢ni opravy cervenych krvinek z indukovanych pluripotentnich
kmenovych bun¢k SCD bez potieby jakychkoliv 1€ka (Kobari, Yates et al. 2012). Ex vivo genova
oprava HSCs ziskanych od pacienta néasledovana autologni transplantaci mize byt vyuZivana
k 1é€bé SCD ¢i B-thalasémie. Pro tuto praci byl pouzit CRISPR/Cas9 systém genové editace, ktery
kombinuje Cas9 ribonukleoproteiny a adeno-asociovany virovy vektor figurujici jako homologni
donor vykonavajici homologni rekombinaci -globinového genu v HSCs. Prokazala se u€inna
oprava Glu6Val mutace SCD pouzitim kmenovych a progenitorovych bunck ziskanych od
pacientt, které po diferenciaci do erytrocytli exprimovaly dospélou B-globinovou mRNA. To
potvrzuje neporuSenou transkripéni regulaci opravenych alel B-globinovych genti. Metody
zalozené na CRISPR se stavaji pro -hemoglobinopatie terapii nové generace (Dever, Bak et al.
2016).

Mysi model Fanconiho anémie se neprojevoval aplazii kostni dfené jako tomu je u lidi, a
proto byl vhodny jiny model — lidské bunky. V soucasné dob¢ je mozné ziskat iPSC z konkrétniho
pacienta za ucelem vyzkumu. Lidské embryondlni kmenové buiiky a lidské iPSCs s FANCC
deficienci jsou schopné hematopoetické diferenciace, ale byla detekovana zvySena apoptdza
progenitori v kultufe. Lidské embryonalni kmenové buiiky jsou uzitecnym modelovym systémem

pro zkoumani ¢asnych udalosti specifikace hematopoetickych kmenovych bunék (Yung, Tilgner
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etal. 2013). Osborn et al. vyuzili fibroblasty derivované z pacienta s Fanconiho anémii jako model
pro testovani schopnosti CRISPR/Cas9 nukledzového systému vytvofit genovou korekei.
Prokézali, ze Cas9 nukledza a nikdza zplsobuji genové opravy, ale nikdza piednostné
zprostfedkovava homologickou opravu, coz vede k vyssi frekvenci opravenych klonalnich isolatt

(Osborn, Gabriel et al. 2015).

5.1.2 Objasnéni funkce RPS19 v hematopoéze
Umlceni RPS19 snizuje kapacitu proliferace hematopoetickych progenitorti, coz vede

k defektliim ve vyvoji hematopoézy. Ke studiu uc¢inku RPS19 deficience v hematopoéze slouzily
transdukované pupecnikové krevni buiikky a bunky kostni dfené pozitivni na CD34 (marker
hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunck). Vzorky pupecnikové krve a kostni diené
byly odebrany od zdravych darci. K umléeni RPS19 byly pouzity tii lentivirové vektory, které
kédovaly siRNA proti RPS19 a smésny kontrolni vektor. Hladina umlceni RPS19 mRNA
korelovala s mirou erytroidnich defektd. Témto erytroidnim defektlim 1ze zabranit expresi RPS19

transkriptu rezistentniho k siRNA (Flygare, Kiefer et al. 2005).

5.2  Mus musculus

Mys je nepostradatelnym savéim modelem pro studium hematopoézy. Na tomto modelu
doslo k odhaleni sebeobnovujicich se multipotentnich kmenovych bunék a je néstrojem pro
porozuméni diferencia¢ni kapacity ¢asnych hematopoetickych progenitor. Genetické technologie
posiluji uziti mySich modelt pro identifikaci kritickych cest v hematopoéze. Hlavni genetické a
bunééné procesy hematopoézy byly identifikovany tkanové specifickou genovou delect,
genetickymi nadexpresnimi modely ¢i modely, u kterych doslo k vyruseni funkce genu v celém
organismu (knockout). Geneticka piistupnost mysi jakozto sav¢iho systému umoznuje identifikaci
kli¢ovych reguldtort hematopoetického vyvoje a vyhodou je 1 jeji blizky evolucni vztah k lidem.
Vznik krve jako jediné kmenové bunky derivujici linii byl objasnén az v 60. letech 20. stoleti s
vyuZitim transplantace u mySich modell. In utero vyvoj ovSem neumoZziuje snadnou manipulaci
s mySim embryem.

5.2.1 Genetické manipulace v M. musculus

Mysi modely pro B-thalasémii jsou ziskdny deleci B-globinovych genil, ale absence
B-globinové exprese vede ke smrti homozygotnich mysi in utero, coz ¢ini tento model pro
pokracujici studie nevhodnym. Heterozygotni zvifata odvozend z mySich embryondlnich
kmenovych bun¢k, které maji deleci obou dospé€lych B-globinovych gent, jsou tézce anemicka
(Ciavatta 1995). Mysi nemaji typicky ekvivalent lidského HbF, a proto bézny mySi model
neexprimuje klasicky pfechod z HbF na HbA jako tomu je u lidi. Huo et al. proto vytvofili
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humanizovany mys$i model pro zkoumdni [-thalasémie, ktery blizce napodobuje piepnuti

z fetalniho do dospélého hemoglobinu (McConnell, Huo et al. 2011).

S ptichodem technologie Cre rekombinaz muze byt studovana genova funkce v tkanove
specifickém kontextu. Kdyz zkiizime mysi linii s genem naseho zajmu obklopenym loxP misty,
dany genovy segment je v konkrétni tkani vyrusen (Bunting 1999). Dulezitou aplikaci Cre-Lox
systému je urceni bunééného osudu (Zambrowicz 1997), naptiklad porozuméni mistu vzniku
definitivnich HSCs. Cre rekombinazovy systém byl vyuzit ke specifickému vyruseni Runx1
exprese v endotelialnim a hematopoetickém kontextu, kdy bylo pozorovano, ze jeho endotelialni

exprese je kriticka pro vznik HSCs (Chen, Yokomizo et al. 2009).

Dalsi technologii, ktera se velmi rychle uchytila je CRISPR/Cas9 systém genomové editace.
Cas9 nukledza je smérovana kratkymi RNA (sgRNA), které navodi ptesné rozSt€peni endogenniho
mista genomu v mysSich a lidskych buiikdch (Cong 2013). Wand et al. ukéazali, ze CRISPR/Cas9
genova editace dovoluje souCasné pieruseni péti genti v mySich embryondlnich kmenovych
bunkach s vysokou ucinnosti. CRISPR/Cas9 systém tak dovoluje jednokrokové vytvoreni mutaci
ve vice genech a stdva se cestou urychlujici in vivo studium interakce genii (Wang, Yang et al.

2013).

Lei et al. vytvofili metodu pro kontrolu genové exprese zalozenou na Cas9, RNA-guided
DNA endonukleaze typu II CRISPR systému, kterd se nazyva CRISPR interference (CRISPRi)
(Lei 2013). Spojeni tzv. dCas9 (mutantni Cas9 bez endonukleazové aktivity) s transkripéni
represorovou doménou muze robustné umlcet expresi mnoha endogennich gent. RNA-seq analyza
ukazuje, Ze transkripéni represe pomoci CRISPRi je vysoce specificka. CRISPRi je silnym

nastrojem pro pfesnou regulaci genové exprese v eukaryotickych buiikach (Gilbert 2013).

5.2.2 Mozné vyuziti v klinické praxi
Genova terapie spo€ivajici v kombinaci CRISPR/Cas9 a technologie iPSCs se jevi jako

vhodna moZnost 1é€by pacientl s B-thalasémii. Technika CRISPR/Cas9 skyta velky potencial pro
lécbu genetickych onemocnéni. Indukované pluripotentni kmenové bunky vznikaji ze
somatickych bun¢k pacienta. Pomoci CRISPR/Cas9 doslo k opravé mutaci B-thalasémie v iPSCs,
ze kterych se derivovaly HSCs a ty byly injikovany do subletaln¢ ozarenych NOD-scid-IL2R g-/-
(NSI) mysi. Exprese B-hemoglobinu byla pozorovdna v téchto HSCs po hematopoetické
diferenciaci v NSI mysich. Dulezité je, Ze deset tydnl po implantaci HSCs do NSI mysi nebyl
zjiStén tumorovy potencial. Pfi tomto zkoumdani byly pouzity NSI mysi s tézkym poskozenim
imunitniho systému, které byly vhodné pro xenotransplantace a allotransplantace (Ou, Niu et al.

2016).
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Jackson et al. ukdzali mnohostni a neinvazivni preklinické zobrazovani magnetickou
rezonanci (MRI) pro zhodnoceni B-thalasémie v yB%yp* humanizovanych mysich modelech. U
B-thalasémie miizeme pozorovat tézké zvétSeni srdce, jater a sleziny. Ziskana data ukazuji vysokou
citlivost k pfesyceni Zelezem a silny vztah mezi kvantitativni regeneracni dobou MRI a obsahem
zeleza v jatrech. Tyto zmény predchazi naporu presyceni Zelezem a slouzi jako Casny biomarker

priabéhu onemocnéni (Jackson, Vlachodimitropoulou et al. 2017).

Na vystopovani klonalnich potomkii bun¢k se pouzivaji retrovirové vektory se znackou
nahodilé sekvence neboli ,,barcode®, které jsou unikatni a dédi¢nou znamkou integrovanou do
genomu bunky. Tyto bunécéné barcody dovoluji jednoduché a citlivé zhodnoceni klonality a jsou
slibné také pro genové terapie. Po transdukci jsou bunky kostni dfené mysi transplantovany do
letaln¢ ozafenych mysi s ndslednym vyhodnocenim. Aplikace metody bunécného ,,barcodingu*

nam milze pomoci porozumét klonadlni dynamice transplantace kostni diené (Gerrits, Dykstra et

al. 2010).
Jak je zfejmé ze zminénych studii, mysi systém jakoZto model blizky ¢lovéku, je enormné

dilezity v naSem porozuméni hematopoézy a biologie HSCs ve vysSich obratlovcich.

5.3 Gallus gallus

Ackoliv byl pta¢i model na poli hematopoetického vyvoje naprosto prikopnickym, v oblasti
vyzkumu anémie se zdaleka tak neuplatiiuje a je nahrazovan jinymi modely. Na tomto modelu
byly ucinény zcela zisadni hematopoetické objevy jako naptiklad identifikace viru ptaci
erytroblastozy. Tento retrovirus v sobé nese virové onkogeny v-erbA a v-erbB, které zapticinuji
erytroblastozu, rakovinu a sarkomy v kufatech, dale transformuji erytroidni progenitory a
fibroblasty kufecich embryi in vitro (Graf and Beug 1978, Bister 1979). Vzhledem k témto
skutecnostem jej zde strucné zminuji. I kdyz tedy tento model neni hojné vyuzivan ke studiu
anémie, je vyuzivan ke studiu hematopoézy, jejiz pochopeni je podstatné pravé pro vyzkum

hematopoetickych onemocnéni.

5.4 Xenopus laevis

A€ neni X. laevis typickym hematopoetickym modelem, méa zajimavé vyuziti ve studiu
Fanconiho anémie (FA). Jak mysi, tak i lidsky bunéény model maji pro zkouméani FA urcita
omezeni. Vzhledem k tomu, Ze onemocnéni neni tak casté, pocet lidskych bunéénych linii s FA je
pomérn¢é omezen. U mySiho modelu Fanconiho anémie nedochézi ke spontannimu selhani kostni

dfené a neshrnuje tedy zcela fenotypy pacientt.

Vyhodné se zda byt vyuziti oocytl z X. laevis, které prokéazaly aktivni mechanismus oprav

ICLs, coz je kovalentni spojeni mezi vlakny dvousroubovice DNA, které je pro buniku cytotoxické
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a k jeho opravé jsou potieba pravé produkty genti FA (Raschle, Knipscheer et al. 2008). U
obratlovcl se nachéazi hlavni drdha opravy ICLs v S fazi bunécného cyklu. Tento dé&j vyzaduje
drahu Fanconiho anémie, strukturné specifické endonukledzy, ptepisujici DNA polymerdzy a
rekombinazy. Zatimco u jinych modelti bylo prokazano, Ze ke spusténi opravy DNA staci, kdyz
jedna replikacni vidlicka narazi na ICL, u vajicek modelu X. laevis bylo nutné stietnuti dvou

replikacnich vidlicek s ICL (Zhang, Dewar et al. 2015).

5.5 Danio rerio
Zebfticka je vybornym modelem pro studium vyvoje krve. Vyhodou tohoto modelu je, Ze

vyvojova stadia jsou velmi piesn¢ charakterizovana. K oplodnéni dochazi zevné a embrya
zustavaji prusvitnd, coz umoziuje jednoduché analyzy fenotypt jiz ve velmi casnych stadiich.
Navic se embrya vyvijeji mnohem rychleji nez u savéich modelti. Primitivni ¢ervené krvinky

mohou byt pozorovény in vivo jiz 48 hodin po fertilizaci (Taylor and Zon 2011, review).

Regulace genové exprese je u modelu zebricky vysoce konzervovana se savéimi systémy,
zvlasté u hematopoetickych tkani. Velkou vyhodou D. rerio pro studium anémii jsou in vivo
zobrazovaci techniky. Prithledna linie Casper umoziluje in vivo zobrazovani i v pozdé&jSich
stadiich, kdy uz se vyviji pigment (od 48 hpf) (White 2008). Pro sledovani hladiny genové exprese
lze pouzit metodu in situ hybridizace na celych embryiich. Vyvoj krevniho systému se da
pozorovat v Case, coz muze byt uzitecné pro identifikaci rozhodujicich stadii erytroidnich poruch.
K oznafeni tkdné naseho z4jmu mohou byt pouzity fluorescenéni transgenni reportérové linie

(Taylor and Zon 2011, review), viz obr. 8.

Obrazek 8 — Exprese transkripcniho faktoru Gatal v casném vyvoji D. rerio
Tato fotografie zachycuje expresi Gatal u D. rerio ve 48 hpf. Jednd se o stabilni transgenni
reportérovou linii Gatal:DsRed (zdroj: Odd. buné¢né diferenciace, UMG AV CR).

Podstatnd vyhoda genetického screeningu v zebficce je produkce velkého poctu potomkii.
Pro studium gent, pro néz zatim nebyla vytvofena mutantni linie, 1ze pouzit techniku morfolino
antisense oligonukleotidd, ktera umoZznuje transientni knock-down genu. Tuto metodu je ale
vhodné doplnit dalSimi pfistupy, aby byly vylouceny nespecifické efekty morfolino antisense

oligonukleotidli (Blum, De Robertis et al. 2015, Kok, Shin et al. 2015). Pfipadn¢ 1ze injikovat do
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embryi také DNA ¢i RNA pro studie nadexprese gentll, nebo pro vytvofeni stabilnich transgennich
linii (Taylor and Zon 2011, review).

Pro identifikaci novych latek, které by mohly byt uzitecné v 1é¢bé anémie, byly vytvotfeny
mutanty zebficek jako modely lidskych anemickych onemocnéni. Naptiklad mutant merlot, ktery
se projevuje tézkou hemolytickou anémii, nese mutaci v genu kodujici erytroidné specificky
membranovy protein 4.1R. Cervené krvinky téchto mutanti maji membranové abnormality stejné
jako je tomu u lidi (Shafizadeh 2002).

Kromeé klasickych genetickych manipulaci mize byt zebiicka také vyuzivana v chemickych
genetickych studiich. Knihovny malych molekul mohou byt testovany na rybich embryich
v esejich vyvinutych specificky za uc¢elem identifikace modulatorit HSCs, rakoviny ¢i regenerace.
Diky témto chemickym screeningiim lze Iépe popsat dréhy vedouci k vyvoji konkrétnich
bunéénych typti a tkani, v nékterych piipadech 1 identifikovat latky s moZznym léebnym
potencialem (Taylor and Zon 2011, review).

Dosud nevyfeSenym problémem rybiho modelu je, Ze neni snadné provést analyzu na
proteinové urovni, jelikoz polyklondlni protilatky, které funguji dobfe v jinych modelovych
organismech, v zebficce obvykle nefunguji. Tvorba specificky rybich protilatek je pritom extémné
naro¢na a pracnd z diivodu silné imunitni reakce proti glykosidiim pfitomnym na povrchu vétSiny

rybich proteint (Traver, Paw et al. 2003, Deflorian, Cinquanta et al. 2009).

5.5.1 Knock-down ribozomalnich proteinG v D. rerio
Mutace ribozomalnich proteinti mohou poskodit vznik HSCs. Knock-down 21 rtznych

ribozomdlnich proteinli v zebfickach vedl k hypoplasiim Zloutkového vaku a tézkym
morfologickym defektiim v hlavové oblasti a v nékterych ptipadech i k defektiim krevniho ob¢hu.
U morfantl bylo moZzné pozorovat opozdéni v cirkulaci Cervenych krvinek a lisili se také ve
schopnosti ob&h obnovit. Morfanti méli také postizeny vyvoj mozku, ale vaznost a pfesné misto
defektu se lisilo. Knock-down geni ribozomélnich proteint je velmi dilezity pro studium role
ribozomil v onemocnéni clovéka (Uechi, Nakajima et al. 2006).

RPS19 byl prvni identifikovany gen spojeny s DBA a mutace v ném je u pacientii viibec
nejcastéjSi. Nedostatek RPS19 poSkozuje ribozomalni biogenezi, ale ziistava nejasné, jak toto
poskozeni vede k DBA ¢i rakoviné. Rps19 morfanti maji specifické defekty v oblasti pfedni ¢asti
mozku a v oblasti o¢i, maji srdecni defekty a projevuji se u nich symptomy edému. Tyto
morfologické defekty mohou byt zvraceny injikaci mRNA pro rps19. Cervené krvinky jsou u
morfantl oividné dysregulovany, jejich mnozstvi se zvysuje, ale hladina hemoglobinu je sniZena.

Hladina erytroidné specifického transkripéniho faktoru gatal RNA je v krevnich progenitorech
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v 18 hpf bézné az do doby cirkulace a ackoliv jsou ¢ervené krvinky stale pfitomny, tak nejsou plné
diferencovany. Gatal ma vliv na expresi globinovych genti. Tento fenotyp je podobny
erytroidnimu zablokovani u DBA pacientl (Long, Mend et al. 1997, Danilova, Sakamoto et al.
2008). Morfanti maji poskozenou ribozomalni vyrobu, hladina 18S rRNA je snizena, zvySuje se
Cetnost bunécné smrti a dochazi ke zvyseni exprese genti p21 a bax p53 drahy. Také dalsi mutace
ribozomalnich proteini (S8, S1la S18) vedou k upregulaci drahy p53. Novym terapeutickym

cilem se tak jevi n€kteti clenové rodiny p53 (Danilova, Sakamoto et al. 2008).

Rplll je dalsi obvykly gen spojeny s DBA. Morfanti jsou mensi a Zloutek neni plné
formovan. Poskozena je konkrétné¢ predni i zadni Cast mozku a oblast usi. Morfanti vykazuji
rozsahlou apoptézu v hlavové oblasti. Po knock-downu rplll v zebfiCce, byla analyzovana
aktivace p53 drahy. Soucasny knock-down genu p53 ochranil morfanty od vyvojovych defektii a
apoptdzy (Chakraborty, Uechi et al. 2009).

5.5.2 Budouci sméry vyzkumu DBA v D. rerio
Aktualnim problémem modelovani DBA mutaci je haploinsuficience u pacientt, pro kterou

se zatim nepodafilo vytvotit vhodny model. Knockout jedné alely Rps19 u mysi je bez fenotypu,
zatimco homozygoti jsou embryonalné letalni. Zebticka ale umoziuje Skalovatelné snizeni funkce
genu in vivo (knock-down), takZe je vhodnou alternativou pro podobné piipady. Porovnavani
hladin ribozomalnich proteinti je dllezité také pro porozuméni toho, jak pacienti z jedné rodiny se
stejnou mutaci mohou mit rizné symptomy. Ukazuje se, Zze wild-type alela mlze byt

upregulovéna, aby vykompenzovala mutovanou alelu.

Ke generovani mutaci DBA gent se pouzivaji metody editace genomu jako CRISPR/Cas9.
Diky témto nastrojim je mozné vytvofit knihovnu mutaci ribozomalnich proteind a analyzovat
poskozeni v riznych typech mutaci a jejich role v patogenezi DBA. Tento postup miiZe pfispét ke
zjisténi, pro¢ jsou nekteré ribozomalni proteiny v pacientech mutovéany s vétsi frekvenci (Taylor
and Zon 2011, review).

Charakteristickym znakem, ktery pfispiva k patofyziologii DBA, je zvySeni exprese
adenosin deaminasy (ADA) zapfiCifiujici zmény v metabolismu nukleotidi — napi. vycerpani
ATP. Danilova et al. zkoumali roli DNA posSkozeni a mozné terapeutické cile pro 1écbu DBA
prostfednictvim Rps19 morfantd, ktefi byly Rps19-deficientni a rpll1 mutant. V zebtickéch,
které jsou deficientni na ribozomalni proteiny (RP) dochézi ke zvySené expresi ribonukleotid
syntézy. V HSCs zebfticek a lidi, které jsou RP deficientni dochézi k aktivaci p53 drahy pies
signalizacit ATM/ATR. V zebtickach deficientnich pro RP snizily inhibitory kinaz zapojenych do

DNA poskozeni zvySenou expresi pS3, apoptdzu a zlepSily hematopoézu. Po podani exogennich
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nukleosidii doslo v embryich deficientnich pro RP zebticek ke snizené aktivaci p53, sniZeni
apoptozy a obnoveni hematopoézy, a proto se mohou stat nukleosidové dopliky dal§i moznosti

v 1é¢bé DBA (Danilova, Bibikova et al. 2014).
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6. Diskuze a zaveér

Anémie se celosvétoveé fadi mezi hlavni zdroje morbidity a mortality. V roce 2010 byla
zasazena anémii pfiblizn¢ jedna tietina celosvétové populace. Vzhledem k frekvenci vyskytu
tohoto onemocnéni, a to predev§im v rozvojovych zemich, je nutné tuto nemoc dale studovat na
modelovych organismech a hledat dalsi terapeutické cile. Technologicky sofistikované expanzivni
pfistupy jako genova terapie €i infuze urCitych 1é¢iv nejsou vhodné pro velky pocet lidi
z rozvojovych zemi, kde je napt. B-thalasémie ¢i SCD rozsifenou nemoci (Kassebaum, Jasrasaria
et al. 2014). Vzhledem k tomuto faktu je nutné hledat terapii, kterd bude optimalni pro velky pocet
lidi, coz jsou napftiklad Gstné podavana l1éCiva, jejichz vyroba neni tak nakladna.

Vhodnych modelt pro studium anemickych onemocnéni je hned nékolik, pficemz kazdy ma
své vyhody a nevyhody. Mus musculus, Gallus gallus, Xenopus laevis a Danio rerio jsou velmi
uziteCnymi modelovymi organismy, ale je nutné mit na paméti odliSnosti oproti lidské
hematopoéze, které se ukazuji naptiklad u nékterych mysich modeltl, jeZ nesou stejnou mutaci, ale
neodrazeji fenotyp pacientl. Vzhledem k této skutecnosti se zdd byt znacné uZitecny lidsky
bunéény model. Lidské indukované pluripotentni kmenové buiiky (HiPSCs) derivované z pacienta
maji obrovsky potencial pro vyvoj novych bunécnych a genovych terapii. Oprava mutaci v téchto
buikach mtize navratit jejich ptivodni funkci, ¢imz ziskdme bohaty zdroj pro transplantaci. Napfic¢
modely je velmi hojné vyuZivdna technologie CRISPR/Cas9, kterd je mocnym ndastrojem
genomove editace.

Genetickd ptistupnost M. musculus jakozto savciho systému umoziluje identifikaci
klicovych regulatori hematopoetického vyvoje. Ke studiu anemickych onemocnéni se hojné
vyuziva tkanové specifickd genova delece, nadexpresni modely ¢i knock-out mysi. Vyuziti
G. gallus je v této oblasti zcela minoritni, ale jeho ptispévky k objasnéni pochodl krvetvorby u
obratlovcl byly v minulosti zcela zasadni. X. laevis je vyuZivan zejména pii studiu Fanconiho
anémie. Zatimco u ostatnich modelti dochazi pti mezivlaknovych piekiizenich DNA k aktivaci 1
jinych opravnych drah, zde tomu tak neni.

Velmi dilezitym modelem pro studium anémie je Danio rerio, na kterém se provadi
chemické screeningy vedouci k identifikaci latek s moznym lécebnym potencidlem. V zebticce
lze relativné snadno otestovat mutaci jakéhokoli genu, protoze je pomérné snadno geneticky
manipulovatelna. Na druhou stranu pfinasi i nékteré nevyhody jako je duplikace n€kterych genii
behem evoluce. Duplikované geny pak casto funk¢né divergovaly a mohou se tak ve svém tcinku

dopliiovat nebo mit rozdilnou tkanovou expresi.
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V mechanismech nékterych chorob a jejich souvislostech s fenotypovymi projevy u pacienti
stale ztistavd mnoho nejasnosti. Neni ziejmé, jak se jedinci nemocni Diamondovou-Blackfanovou
anémii, trpici stejnou mutaci jako néktefi ¢lenové jejich rodiny, mohou projevovat riznymi
symptomy a dokonce se liSit v zdvaznosti onemocnéni. Vztah mezi mutacemi ribozomalnich

proteintt a symptomy DBA tak zlstavaji nezndmé. Podle jedné z hypotéz tyto mutace vedou

wrve

V soucasné dobé je mnoho pacientii s Fanconiho anémii, ktetfi stdle nebyli zarazeni do
nekteré z jiz existujicich skupin z hlediska mutace v ur¢itém genu, coz naznacuje, ze zatim nebyly
objeveny vSechny geny ucastnici se drahy Fanconiho anémie. Vzhledem k Siroké skale
fenotypovych projevi, které jsou pravdépodobné disledkem velkého mnozstvi gent, jejichz

mutace vede k FA, neni jednoduché tuto anémii diagnostikovat.

Fanconiho a Diamondovu-Blackfanovu anémii spojuje prave skutecnost, Ze jsou zptisobeny
mutacemi v mnoha riznych genech, coz zfejmé vysvétluje rozsahlé fenotypové projevy a
nejasnosti v mechanismech téchto onemocnéni. Pro otestovani vlivu mutaci na turovni celého
organismu je potieba robustniho a snadno geneticky manipulovatelného modelu, aby bylo
ovéieno, ze mutace je skute¢né pfi¢inou dané choroby. Technologii CRISPR/Cas9 lze za vyuZiti
modelového organismu D. rerio vytadit funkci genu, napodobit konkrétni mutace ¢i provést
nadexpresi lidské mutantni alely pro ovéfeni dominantné negativniho efektu mutace.

Dulezitym se zda byt vyzkum piepnuti hemoglobinu z fetalniho na dospély, predevsim z
hlediska vyvoje novych terapeutickych ptistupti, které by navodily expresi fetalniho hemoglobinu
u jedinct trpicich hemoglobinopatii. Geneticka reaktivace y-globinovych genii ma potencial
poskytnout dostate¢nou hladinu HbF pro pacienty s nedostatkem B-globinu. Pravé proto dochazi
k intenzivnimu studiu molekul hrajicich roli v umlcovani HbF a hledani jejich inhibitort. Slibnym
cilem se tak stdvaji jaderné proteiny histon deacetylazy, které asociuji s transkripcnimi faktory
regulujicimi expresi HbF. Inhibitory HDACs spousti produkci fetalniho hemoglobinu, ale
mechanismus indukce zatim neni zcela objasnén. BCL11A je kritickym medidtorem piepnuti
z fetalniho na dospély hemoglobin a funguje jako faktor umlcujici y-globinové geny v dospélych
jedincich. Potlaceni exprese BCL11A v dospélych erytroidnich bunkéch se tak nabizi jako dalsi
farmakologicky cil.

Pro dal$i objasnéni mechanisml anémii je vSak dulezité studium normalni (funkéni)
krvetvorby nejen u lidi, ale pravé také u modelovych organismii. Stale se objevuji nové piistupy,
které umoziuji prekonat rozdily mezi krvetvorbou modelll a lidi, a pomdhaji tak zvysit jejich
pfistupnost pro studium téchto zivaznych onemocnéni. Modelové organismy jsou proto

nepostradatelnym nastrojem vyzkumu stejné jako nové vyuzivany lidsky bunéény model.
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