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Abstrakt

Danio rerio (Danio pruhované) a Oryzias latipes (Medaka japonskd) jsou modelové
organismy, jejichz popularita v oblasti studia hematopoézy v poslednich letech stoupa.
Dtivodem jsou vyhodné vlastnosti téchto modeli v porovnani s dal$imi Casto pouzivanymi
modely, pfedev§im v porovnani s nejvice pouzivanym modelovym organismem Mus musculus
(Mys doméci). Témito vyhodami jsou: kratka generacni doba, velky pocet potomki, moznost
Castého vytirani, vnéjsi oplodnéni a vyvoj, priisvitnost embryi, snadné genetickd manipulace na
pozadi mnoha mutantnich a transgennich linii, (pfedev§im u dédnia) a inbrednich linii (u
medaky).

Mechanismy hematopoézy jsou z velké €asti konzervované mezi vySSimi obratlovci
prusvitnych mutantnich linii dospélcii. To umoziuje sledovani hematopoetickych kmenovych
bun¢k (,,hematopoietic stem cells, HSC) in vivo. Vytvofenim humanizovanych modela
xenotransplantaci HSC mtizeme sledovat ptihojeni, déleni a chovani lidskych HSC in vivo.
V soucasnosti je nejpouzivanéjSim organismem pro xenotransplantaci lidskych HSC mys.
V mySich modelech je ovSem nutnd imunodeplece. Jedna se o invazivni proces zahrnujici
ozatfeni nebo genetické manipulace. U dania a medaky je mozné vyuzit ¢asového okna, ve
kterém jest€¢ nedoslo k néastupu funkce adaptivni imunity (u dania 4-6 tydnii po oplodnéni)

a vyhnout se tak imunodepleci.

Kli¢ova slova: danio, medaka, hematopoéza, hematopoetickd kmenova buika (HSC),
xenotransplantace, xenoreaktivita, imunitni odpovéd, sc RNA sekvenace, cytometrie,

mikroskopie, chimérismus, neonatalni tolerance



Abstract

Danio rerio (zebrafish) and Oryzias latipes (medaka) have recently become popular
model organisms to study hematopoiesis. These model organisms present several advantages
in comparison to other commonly used models, the most common being Mus musculus
(mouse). The advantages are shorter generation time, large offspring production, frequent
spawning, external fertilization and development, the optical transparency of embryos
amenable to genetic manipulation on the background of vast numbers of transgenic lines
(mainly in zebrafish) and inbred strains (in medaka).

Moreover, most of the mechanisms behind zebrafish and medaka hematopoiesis are
conserved in higher vertebrates. Most importantly, the optical transparency in early
development and in adult mutant transparent strains allows for observation of hematopoietic
stem cell (HSC) development in vivo. Therefore, it is possible to generate humanized fish using
xenotransplanted human HSCs for studies of the engraftment, differentiation, and trafficking of
human HSC in vivo. Currently, the most popular organism for human HSC xenotransplantation
is mice. This model system is not suitable for in vivo imaging of HSC engraftment. Moreover,
a prior immunodepletion step is necessary. The process of immunodepletion includes genetic
manipulation or irradiation of mice. On the contrary, a common strategy in danio and medaka
is an early transplantation process happening before the onset of adaptive immunity. Full
immune competency proceeds around 4-6 weeks post fertilization (danio) avoiding the need for

immunodepletion.

Keywords: danio, medaka, hematopoiesis, hematopoietic stem cells (HSC),
xenotransplantation, xenograft, xenoreactivity, immune response, scRNAseq, cytometry,

microscopy, chimerism, neonatal tolerance
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1. Uvod

1.1. Danio a medaka jako modelové organismy

Dénio pruhované (Danio rerio), dale jen danio, ndlezi do celedi kaprovitych
(Cyprinidae), nadfadu kostnati (Teleostei) a ttidy paprskoploutvi (Actinopterygii). Medaka
japonska (Oryzias latipes), dale jen medaka, nalezi do ¢eledi medakoviti (Adrianichthyidae)
a nadiadu kostnatych. K oddé€leni nadfadu kostnatych doslo od evolu¢ni linie savci asi pred
450 miliony lety [1]. Pred 320-350 miliony lety doSlo u kostnatych k celogenomové
duplikaci [2]. Dusledkem toho je, ze dania a medaky mohou mit dva ortology jediného sav¢iho
genu [3]. (Ortology jsou geny rtiznych druhi organismu, které pochdzeji z jednoho ptivodniho
genu. Hvézdickou jsou oznaceny geny, pro které nebyl nalezen ortologni sav¢i gen) Dania
a medaky se od sebe v evolucnim vyvoji odd€lili pfed 150 miliony lety [4].

Dénio se stalo modelovym organismem v 70. letech minulého stoleti diky usili skupiny
védcl, mezi kterymi byli Sydney Brenner, George Streisinger a Christiane Niisslein-Volhard.
Bylo vybréano jako jednoduchy mnohobunécny organismus potencialné vhodny pro aplikaci
poznatktli o transkripci a syntéze proteint z Escherichia coli. Dalsim divodem byla mozZnost
aplikace genetickych metod s cilem pochopit diferenciaci bunéénych linii, neurdlni funkce
a chovani modelového organismu [1].

Medaka se stala modelovym organismem v poloviné 19. stoleti diky praci Phillipa
Franze von Siebold. V Japonsku byli jiz v pfedmoderni dobé znami barevni mutanti, kteti byli
vyslechténi a udrzovani domacimi chovateli. Diky tomu méla medaka dobré predpoklady byt
vhodnym organismem pro genetické studie. Dale slouzila k toxikologickym studiim
a v soucasnosti byla vybrand jako modelovy organismus pro projekt zkoumani fenotypové
variability grantem ERC. Jednou z hlavnich vyhod medaky je jeji rezistence vici inbredni
depresi (snizovani zivotaschopnosti potomkl vzniklych kiizenim ptibuznych jedincti). Tato

vlastnost umoznila zavedeni mnoha inbrednich linii [5].

1.2. Embryogeneze a organogeneze

Embryogeneze je Casny proces vyvoje embrya, béhem kterého jedina totipotentni buiika
schopna diferencovat se do vSech bunécnych typi vcetné extra-embryonalnich oball vytvori
postupnym délenim a diferenciaci cely organismus, jeho zarode¢né listy a orgéany [6, 7].

Zakladnim déjem embryogeneze je gastrulace, tedy proces vzniku zarode¢nych listi,

béhem kterého dochazi gastrulacnimi pohyby k pieskupovani bun€k embrya a vzniku


https://erc.europa.eu/projects-figures/erc-funded-projects/results?search_api_views_fulltext=Birney

zarodecnych listh. U dania sledujeme nejprve vznik ektodermu a mesendodermu.
Mesendoderm se pozdé€ji rozdéluje na endoderm a mezoderm. Z mesendodermu vznikaji
hematopoetické buiilky a primarni hematopoeticka tkan dospélct, véetné ledvin [7, 8].

Prvni snahy o popis a klasifikaci embryogeneze byly zalozené na mikroskopickych
pozorovanich. Na zakladé¢ takto ziskanych dat byla embryogeneze rozdélena na Casoveé-zavislé
faze, a to konkrétn¢ stadia zygoty, ryhovani, blastuly, gastruly, segmentace a farynguly
u dénia [6], respektive u medaky [9].

Embryogeneze je fizena zménami genové exprese. Tu miizeme detailné sledovat na
urovni jednotlivych bunc€k pii pouziti technik, jako jsou cytometrie a RNA sekvenovani
(,,single-cell RNA sequencing®, scRNAseq). Metoda scRNAseq kvantifikuje genovou expresi
dané buiikky v momentu méfeni. Presto, Ze se zde ztraci informace o lokalizaci buniky v embryu,
jsme schopni sestavit mapu bunék a jejich vztahli na zaklad¢ jejich expresniho profilu. Tento
piistup nam umoznuje sledovat diferenciaci a vyvoj jednotlivych bunék, jak to bylo provedené
praveé 1 na modelu déania [7, 8, 10]. Metoda scRNAseq byla oznacena ¢asopisem Science jako

prulom roku 2018 [11].

1.3. HSC a hematopoéza

Hematopoéza je proces vzniku krevnich bunck. Probihd od ¢asného embryonalniho
vyvoje az do smrti organismu [12].

HSC jsou schopné diferenciace do vSech bunécnych linii krve. Zajist'uji tedy neustalou
obnovu celého imunitniho systému (,,immune system®, IS), trombocyti (krevnich desticek)
a erytrocytt [13]. U savci i ryb sidli HSC v nikach primarni hematopoetické tkané€. Tyto niky
jsou tvofené stromalnimi buiikkami, které aktivné vytvareji prostiedi schopné udrzet HSC
v jejich pluripotentnim stavu [12, 14, 15].

U cloveka tvofi hematopoetické buiiky asi 93 % bunék téla. Pouze erytrocyty tvori
pfiblizn€ 84 % poctu vSech bunck, které jsou ovSem bez bun&cného jadra. Trombocyty pak
tvoii zhruba 5 %, vznikaji rozpadem megakaryocyti a stejné jako erytrocyty postradaji bunécné
j&dro. Leukocyty pak tvoii 4 % vSech bun¢k lidského téla, tedy témet 40 % vSech jadernych
bunék [16]. Zivot jednotlivych krevnich bungk je riizné ¢asové omezeny a musi tedy dochazet
k jejich neustdlému nahrazovéani. V lidském organismu dochézi ke kompletni obnové
erytrocyti kazdé 4 mésice, krevnich desti¢ek po 10 dnech, eozinofilli po 2-5 dnech a neutrofilti
dokonce po 1-5 dnech [17].

Hematopoéza se odliSuje v riznych vyvojovych stadiich, napiiklad u embrya

a dospélce. Jak v savcich, tak i v rybach probiha produkce embryonélnich hematopoetickych



bun¢k ve dvou vinach: primitivni a definitivni. Primitivni vlna u savct probiha ve zloutkovém
vaku [18]. V rybach probiha primitivni vina ve funkénim analogu zloutkového vaku savcet,
v intermedidlni bunééné mase (,,intermediate cell mass®, ICM) [19]. Primitivni vlna se
odehrava v raném embryonalnim vyvoji (danio 10 hodin po fertilizaci (,,hour post fertilization®,
hpf) [7, 20], medaka 34 hpf[21]) a slouzi pfedevs§im k okysliCovani bunc¢k rychle se
zvétsujiciho embrya a k tvorbé makrofagi pro obranu embrya vici patogenim [18, 22].

Definitivni vlna hematopoézy se také sklada ze dvou casti. V prvni vznikaji
hematopoetické progenitory nazyvané erytromyeloidni prekurzory (,.erythromyeloid
precursor®, EMP), a to kvili jejich omezené schopnosti diferencovat pouze na myeloidni
a erytroidni buiiky. V druhé vIn€¢ vznikaji HSC [18]. U savcd i u ryb vznikaji tyto bunky
v oblasti zvané aorta, gonady a mezonefros (,,aorta, gonads, mesonephros®“, AGM). Toto
oznaceni pochazi ze savci, kde aorta, gonady a mezonefros tvofi hranici této oblasti [19]. U ryb
je ekvivalentem AGM prostor mezi ocasni Zilou (,,caudal vein*, CV) a dorzalni aortou (,,dorsal
aorta“, DA), po vzoru savct se tato oblast také nazyva AGM (viz. obrazek ¢. 3) [23].

EMP a HSC nasledné migruji do fetalnich jater u savecli a do ocasni hematopoetické
tkané (,,caudal hematopoietic tissue*, CHT) u ryb. Primarni hematopoetické tkané dospé€lcti ryb
jsou ledviny a brzlik, zatimco u savct se jedna o kostni dien a brzlik. Z CHT ryb migruji HSC
ledvin [23-25] a T buiikky migruji do brzliku [23, 26]. V priubéhu dospélosti organismu sidli
HSC v ledvinach a dochazi k jejich neustalému déleni a tvoieni vSech hematopoetickych bun¢k

organismu [12].

1.4. Transplantace a xenotransplantace HSC

Transplantace krve i pevnych organti jsou predevSim terapeutickym feSenim pfi
poskozeni ¢i selhani organti. Jiz tradi¢nim testem HSC je schopnost obnoveni hematopoézy po
transplantaci do ozafeného nebo jinak imunokompromitovaného (plné imunodeficitniho nebo
castecné depletovaného) piijemce. Pokud by nebyla hematopoéza piijemce zachranéna
pfihojenim (anglicky ,.engraftment”) HSC darce, doslo by ke smrti pfijemce. HSC jsou tedy
definované svou schopnosti obnovit krevni systém piijemce a tim i ochranu a homeostazu
organismu [27, 28].

Kromé transplantaci do imunokompromitovanych jedincti se provadéji také takzvané
kompetitivni testy. V nich se testuje schopnost HSC obsadit hematopoetickou niku za sou¢asné
pfitomnosti pivodnich hematopoetickych bunék daného jedince. Poté dochéazi k nastoleni
chimérniho stavu, kdy jedinec bude mit dvé sady hematopoetickych bun¢k — vlastni

a transplantovanou [29, 30].



Uspésna transplantace je charakterizovana piihojenim darcova organu, respektive
ptihojenim Stépu (z anglického ,,graft) piijemcem (,,host™). Odmitnuti transplantovaného
organu (,,graft rejection®) je zptisobeno aktivitou IS ptijemce [31]. Hlavnimi hraci v odmitnuti
transplantovanych tkanich jsou T a NK bunky. T buiiky rozpoznavaji antigenni peptidy
prezentované na povrchu glykoproteini hlavniho histokompatibilniho systému (,,major
histocompatibility complex®, MHC) a NK buiky rozpoznavaji piitomnost/neptitomnost
MHC I receptort cizich i vlastnich bunék [32, 33].

Co se tyce transplantaci HSC, musi dochazet k peclivému vybirani darct s co nejvetsi
podobnosti MHC glykoproteinil, protoze moznym negativnim nasledkem miize byt reakce
Stépu proti hostiteli (,,graft-versus-host disease”, GVHD). GVHD je zplsobend NK a T
bunikami z transplantatu darce, které rozeznéavaji buiiky ptijemce jako cizi [31, 32]. Moznym
zdrojem lidskych HSC bunék je kostni dfefi, pupecnikovad a mobilizovand periferni krev.
V klinické praxi jsou transplantace HSC vyuZzivané ptredevSim pii terapii leukemickych
pacientt, ktefi pted transplantaci musi projit radioterapii ¢i chemoterapii [31].

Transplantace mezi geneticky rozdilnymi jedinci stejného druhu je oznacovéna jako
alotransplantace.  Transplantace @ mezi  jinymi  druhy  organismii se  nazyva
xenotransplantace [31]. Danio je vyuzivano jako model pro alotransplantace bunék jiného
organismu dania 1 xenotransplantace lidskych bun¢k. Je vhodné jak pro kratkodobé
transplantace do larvalnich stadii, kterd zatim nemaji kompetentni adaptivni imunitu [28, 34,
35], tak 1 pro dlouhodobé transplantace do dospélych jedinct [36]. V takovém piipad¢ vSak
musi pfed transplantaci byt indukované imunosupresivni podminky, nebo se musi vyuzit

mutantni modely s poskozenou hematopoézou [28, 37].

Cilem této prace je popsat embryogenezi dénia a medaky, predev§im z pohledu
scRNAseq, podrobny popis hematopoézy ddnia a medaky, srovnani IS dania a medaky
s dlirazem na rozdily a spole¢né znaky sIS vySSich obratlovci a shrnuti poznatki

o provedenych xenotransplantacnich experimentech lidskych HSC.

2. Embryogeneze dania a medaky

Embrya dénia a medaky maji odliSnou rychlost vyvoje. V tabulce ¢. 1 je uvedené

srovnani ¢asovych intervald jednotlivych stadii vyvoje pro tyto dva modelové organismy.



Stadium Danio Medaka

Zygota 0-%h 0-1h

Ryhovéni  |%-2 % h 1-6,5h

Blastula 2 Y%-5%h [6,5-13 h

Gastrula 5%-10h |13h-1d3,5h

Segmentace | 10-24 h 1d3,5h-4d10h

Faryngula |24-48 h 4d10h-9d

Lihnuti 48-72 h 9d

Dospélec | 2 mésice 2 mésice

Tabulka ¢.1. Vyvojova stadia embryogeneze dania a medaky [6, 9, 38]

Zékladnimi procesy embryogeneze jsou epibolie, vySe popsand gastrulace davajici
vznik zarode¢nym listiim a segmentace. Epibolie je proces zacinajici ve stadiu blastuly, kdy se
bunky zacinaji rozprostirat po povrchu zloutkového vaku, aby jej nakonec cely obklopily. Tento
proces trva i ve stadiu gastrulace. V stadiu segmentace dochazi ke vzniku somitl, které slouzi
jako urcujici znak pii mikroskopickém sledovani pro urceni stadia embrya [6].

Obdobi embryogeneze dania je ukonceno 3 dny po fertilizaci (,,day post fertilization®,
dpf) [6] a u medaky 9 dpf [9]. Tato data odpovidaji vyvoji dania v teploté 28,5°C [39] a vyvoji
medaky v teploté 26°C [9]. Jedna se o idealni teploty pro tyto modelové organismy [4, 6]. To
se znacn¢ odliSuje od idealni teploty pro lidské bunky 37°C, coz je potencidlnim problémem
pro xenotransplantace lidskych bunék do téchto modelii. Teplota, ve které jsou dania a medaky
béZzné chovany vSak miize byt zvysena [39].

Teploty pfirozenych nalezist’ dania se pohybuji od 12 do 39°C [40] a teplota inkubace
embryi dania miZe byt zvySend na 34 az 36°C, aniZ by se zvedla imrtnost embryi [39]. Embrya
medaky jsou v laboratornich podminkéch schopné piezit rozmezi teplot 4-40°C [41] cit. dle [4].

Po ukonceni embryogeneze se dania a medaky dostavaji do larvalni faze, ktera trva do
dosazeni dospélosti. Za dosaZeni dospélosti je u téchto modelii povaZzovana pohlavni vyspélost.
Dania a medaky, které jsou chované ve 28°C, dosahuji dospélosti ve dvou mésicich [38]. Dania
se v idedlnich podminkach dozivaji 2-3 let [1]. Medaka se v béznych laboratornich podminkéch

doziva 12-18 mésict [5], ale miiZe se dozit i vice nez dvou let [4].



2.1. Mikroskopie
Vyvoj dénia je velice dobfe zmapovan. Existuje mnoho online zdroji a databézi

shrnujicich vyvoj dénia z pohledu mikroskopickych pozorovéani. Napt. databdze Univerzity
Heidelberg digitalni embryo obsahujici videa vyvijejicich se embryi dadnia ziskand pomoci
,light sheet* mikroskopie [42]. Informace o expresi genti dania jsou k dispozici na strankach

ZFIN.

2.2.scRNAseq
Transkripéni profily jednotlivych bunck se nejcastéji definuji pomoci jiz zminéné

scRNAseq metody. Vysledkem je charakterizace jednotlivych bun¢k na zdklad¢ jejich genové
exprese.

Jednou metodou pouzivanou pro vytvoieni projekce dat je tzv. ,redukce
dimenzionality*“. Pomoci automatické analyzy jsou data pomoci riznych programti uspoiadana
do (nejcasteji) dvoudimenziondlnich map, kde se buiiky s podobnou expresi nachazeji blizko
u sebe. S mirou odliSnosti jejich transkripéniho profilu roste pak i vzdalenost bun¢k v ramci
této 2D projekce dat. Jedna se o uspotadani buné€k za soucasné redukce dimenzi, kdy ptivodni
pocet dimenzi odpovida poc¢tu analyzovanych transkriptii. Tyto mapy tak nezaujaté, tj. bez
nebezpeci subjektivity hodnotitele, zobrazuji vzajemnou podobnost transkripcnich profila
bunék.

Dalsi metodou je tzv. ,,inference trajektorii*. Tato metoda umoziuje sestavit buiiky do
mapy znazoriujici jejich diferenciaci v Case. Jednotlivym buiikam je ptifazen jejich pseudocas,
ktery znézoriiuje postup bunék v procesu diferenciace [43] Metoda inference trajektorii byla
pouzita v nasledujicich dvou studiich.

Farrell a kolegové sledovali embrya dania od 3,3 hpf, tedy od stadia blastuly, kdy prvné
dochazi k zahdjeni transkripce, az do 12 hpf, do stadia segmentace. Ve 12 ¢asovych bodech
mezi 3,3 az 12 hpf byly odebirany builkky embryi dania a analyzovdny pomoci scRNAseq.
Celkovy pocet analyzovanych bun€k ze vSech casovych bodl ¢inil 38 731. Na zaklad¢ téchto
dat byla sestavena projekce ukazujici kontinualni vyvoj a specifikaci embryonalnich bun¢k
dania pomoci algoritmu URD [7].

Jesté pied zacatkem sledovani doslo k rozdéleni bunck na buiiky primordialni, bunky
obklopujici vrstvy a blastomery. Blastomery se kolem 4 hpf specifikuji na axidlni mezoderm,
ektoderm a mesendoderm. Mezi 5,3 a 8 hpf se mesendoderm dale specifikuje na intermedialni
mezoderm (ze kterého vzniknou hematopoetické builky), endoderm, paraxidlni mezoderm
a laterdlni mezoderm. Ektoderm se kolem 10 hpf déale d€li na neuroektoderm a ne-neuralni

ektoderm. Farrell specifikoval 25 bunéénych linii u 12 hpf starych danii. Mezi nimi byly


https://www.embl.de/digitalembryo/fish.html
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rozliSené hematopoetické linie na dvé distinktivni linie, ty pfedstavuji primarni a definitivni
bunécné linie [7]. Tato data jsou shrnuta v obrazku ¢. 1.

Zatimco embryonalni hematopoeticka linie je dle Farrellovych dat definovana expresi
gata2a (mj. je také exprimovan v ektodermu) definitivni hematopoetickd linie je definovana

expresi wnt8a (mj. také exprimovan v laterdlnim a paraxialnim mezodermu) [7].
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Obrazek €. 1. scRNAseq mapa embryogeneze dania [7]

(A) Bunky odebrané z jednotlivych stadii vyvoje dania jsou barevné oznaceny

(B) Strom znazoriiujici body rozdéleni jednotlivych linii na zakladé¢ rozdilné genové exprese;
barvy odpovidaji barvam v (A)

(C-F) Na stejné mapé jsou vyznaceny jednotlivé zarodecné listy bunék

Wagner a kolegové sledovali vyvoj dania od 4 hpf az po 24 hpf a podafilo se jim
zanalyzovat 2 000 bunécnych transkriptomi. Jeho data potvrzuji a rozSifuji Farrellova
pozorovani. Za povSimnuti stoji zejména brzka diferenciace krevni linie (kolem 10 hpf), ktera
je v souladu s Farrellovym pozorovanim (viz. obrazek ¢. 2). Wagner se snazil zjistit, zda se
nékteré bunééné typy neskladaji z rtiznych konvergentnich linii. PouZil proto tzv. ,tracing

metodu®, kterd spo¢iva ve vneseni markeru do bun€k a jeho nasledného sledovani. Wagner



ukazuje, Ze bunécéné linie nepfedstavuji strom, ale spiSe krajinu, na jejimz poli se buiky

,pohybuji* béhem zmén jejich genové exprese [8].
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Obrazek ¢. 2. scRNAseq mapa dania [§]

I\

(A) Na zaklad¢ odlisSnych expresi byla vytvofena mapa, barva znaci stafi bunék pii odebrani
a analyze

(B) Na stejné mapé bylo vyznaceno, z jakého zarode¢ného listu jednotlivé linie pochazeji

Farnsworth a kolegové se zaméftili na rozliSeni bunécnych linii dania a jejich anotaci.
Pro toto pouzili tzv. ,,shlukovaci analyzu“. Cilem shlukovaci analyzy je rozd¢lit dataset do
odd€lenych populaci. Farnworthovym cilem bylo rozliSit a popsat bunécné linie dania.
Zanalyzovali celkem 44 000 transkriptomt bunék embrya dania ze tii stadii, 1, 2 a 5 dpf.
Podafrilo se jim rozlisit 220 bunécénych linii. Mezi témito liniemi jsou rozdéleny Cervené krvinky
na dv¢ separatni populace, znacici pravdépodobné embryonalni a definitivni populace (neni
interpretovano Farnsworthem). Jako samostatnd populace jsou také vydéleny progenitory
cervenych krvinek. Mezi témito liniemi jsou také rozdéleny neutrofily a makrofagy [10].

Sledovani, kterd provadéli Farrell (do 12 hpf) a Wagner (do 24 hpf) byla znacné Casové
limitovana, protoZe prvni buniky definitivni viny hematopoézy jsou pozorovany az kolem 24
hpf [44]. Farnsworth sice analyzoval ddnio az do 5 dpf (tedy dokonce ptesahujice obdobi
embryogeneze koncici 3 dpf), ale vyvoj hematopoetickych bunék neni v této studii podrobné
interpretovan.

Mezi tracing metody patfi i takzvana metoda ,,zebrabow*. Spoc¢iva ve vneseni genll pro
fluorescen¢ni proteiny (RFP, CFP a YFP) na né¢kolik mist v genomu. Indukei rekombinace

dochazi nahodile ke zméné barevnosti jednotlivych bunck. Tato barevnd znacka se poté
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nasledné dédi v bunééné linii a umoznuje tak detailni sledovani jejiho vyvoje. Tento pfistup
dokéze tispesn€ mapovat vztah mezi matetskou a dcefinou buiikou a je tak vhodny pro studie
bunécnych linii [45].

Dalsi tracing metodou je LINNAEUS. Spociva ve vneseni inzerci a deleci pomoci
systému CRISPR Cas9. Tyto Upravy nazyva jizvami. Jizvy slouzi jako znaceni (Carovy kod)
bunék, které jsou taktéz dédény v bunécné linii. Jizvy byly do embrya vneseny 10 hpf, a tak
vSechny nasledujici dcefiné¢ buniky mohou byt néasledné vysledovany k jediné 10 hpf staré
plvodni matetské buiice. Tato metoda taktéz dovoluje tispéSné mapovat bunécné linie [46].

Protoze scRNAseq analyza postrada informace o puvodni lokaci dané bunky v ramci
embrya, objevily se pokusy o kombinaci s jinymi metodami, které by byly schopné tyto udaje
definovat. Satija a kolegové zkusili pouzit pfistup Seurat na embryich ddnia ve stadiu epibolie.
Tento pristup spoc¢iva v porovnani scRNAseq dat (metoda redukce dimenzionality) s referencni
mapou vybranych gend, u kterych je znadma jejich pozice v embryu dania. Cilem algoritmu
Seurat je ziskat z expresnich informaci informace pozicni kombinaci expresniho profilu
jednotlivych bun€k s referencnimi geny. Satija potvrzuje, Zze metoda Seurat je vhodnym

piistupem pro rekonstrukci pozi¢nich dat ze scRNAseq [47].

3. Hematopoéza v rybim modelu

Ze dvou zminénych rybich modela byla hematopoéza podrobnéji studovana na daniu.
Proto bude v nasledujici kapitole popsand na tomto modelu a az na zavér srovnana
s informacemi dostupnymi o hematopoéze medaky.

Nasledujici tabulky ¢. 2 a ¢. 3 obsahuji znaky pouzivané pro rozliSeni hlavnich

hematopoetickych linii dania v citovanych studiich.

Markery primitivnich hematopoetickych
bunék

Primitivni gatala [20]

erytrocyty gataZa [7, 20]
Primitivni lepl [22]

makrofagy drl*[22]

Tabulka €. 2. Specifické znaky bun¢k primitivni hematopoézy dania



Definitivni hematopoetické bunécné linie a genova exprese
itga2b™ 19, 25] Lymfoidni rag2[19, 48] | T buiiky  il7r[19, 48] B buiiky pax5[48]

HSCs [mo2[48] pryekurzory igta2b™[25] trac*[48] cd37*48]
runxI[23] il7r[19] Ick [19, 49] cd79a[48]
myb[19, 48] ccr9a[19] cd4-1[50] zge:103700*19]
kdrl*{19] cd8a [50] ighm [19]

trbcl* [50] Ighz*[19]
T/NK nkl.4*48, 50] nitr1a*[50]
buiky Ick [50] dicpl. 1*[50]
EMPs [mo2[19, 48] Myeloidni  nkl 4 [50] Neutrofily nkl.4*50] DC zgc:103700%19]
itga2b®*[19, 25] | prekurzory mpx [48] lyz [19]
lyz [48] mpx[19]
cpas[48] Makrofagy zgc:103700*(19] | Eosinofily  gata2a [19]
spilb [50] mpegl.1[51]
Erytroidni ]lamal[ﬁ] Erytroidy gatala[19] Trombocyty itga2b"®"[19, 25]
prekurzory sledalal48)
sptb[48]
gatala[l9,
48]

Tabulka €. 3. Zakladni typy definitivnich hematopoetickych buné€k dania a jejich specifické znaky

3.1. Primitivni vina

K prvni produkci hematopoetickych bunék dochazi v ICM mezi 10-11 hpf. Byla zde
mikroskopicky pozorovana exprese gatala a gata2a specificka pro bunky erytroidni linie [20].
Pivodni vice nez dvacet let stard pozorovani byla podpoiena scRNAseq analyzami, které prvni
odd¢leni hematopoetické linie v embryogenezi stanovuji taktéz na ~10 hpf [7, 8].

ICM se da rozdélit na posteriorni lateralni mezoderm (,,posterior lateral mesoderm®,
PLM) a anteriorni lateralni mezoderm (,,anterior lateral mesoderm*, ALM) (viz. Obrazek ¢. 3).
V PLM dochazi ke vzniku primarnich erytrocytli a malé ¢asti myeloidnich bun¢k. Hlavnim
mistem vzniku primitivnich myeloidnich bun¢k (makrofagii) je ovSem ALM [52]. V ALM byly
pozorovany makrofagy na zdkladé exprese Icpl a drl* jiz v Case 14 hpf. Odtud poté putovaly
do zloutkového vaku (mezi 16-18 hpf) [22]. Kolem 24 hpf vstupuji do Zloutkového vaku také
erytroidni buniky. Odtud zacinaji jak erytrocyty, tak makrofagy vstupovat 24 hpf do za¢inajiciho
krevniho ob¢hu [20, 22].

3.2. Definitivni vina

Buniky definitivni hematopoézy maji na rozdil od bun€k primarni hematopoézy
spole¢ny progenitor s buitkami endotelu (,,endothelial cells*, EC), vznikaji totiz z DA [46].
Definitivni vlna je rozdélena na dv¢ faze, v prvni vznikaji EMP a v druhé HSC.

Prvni zndmky vzniku EMP byly pozorovany 12 hpf a byly ureny na zéklad¢ exprese
Imo2 [53]. EMP se zacinaji objevovat v AGM kolem 24 hpf (exprese /mo2 a gatala) [44].
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AGM v déniu znaci oblast ohrani¢enou ventralni stranou DA a CV [23, 53]. Nejvétsi pocet
EMP bunék lze sledovat kolem 30 hpf. ZvétSeni hematopoetické populace korespondovalo
s rozvétvovanim CV. 24 hpf byla CV nevétvend, zatimco 35 hpf byla uz vysoce
rozvétvend [23]. Eosinofilni a neutrofilni granulocyty byly pozorovany 48 hpf. Zralé
trombocyty byly sledovany 72 hpf [44].

Ke vzniku a prvnimu pozorovani HCS u savct (i u ryb) dochazi také v AGM. V daniu
se HSC v AGM zacinaji objevovat kolem 30 hpf (na zidkladé¢ exprese: myb, runxl,
itga2b"™) [23, 26).

Prostaglandin E2 (PGE2) podporuje vznik HSC v AGM. Ptidani PGE2 k embryim
dania in vitro zpusobilo zvySeni poctu HSC (myb, runxl). PGE2 je hlavni prostanoid
produkovany daniem. Jeho produkce je regulovana cyklooxygenazou 1 a 2 (COX1 & COX2).
PGE2 hraje dulezitou roli ve vyvoji HSC bunék v AGM. COXI1 je potieba pro formaci EC
aorty. Jak COXI, tak COX2 jsou exprimovany 48 hpf. Hraji roli ve formaci AGM nik
a samotnych HSC [54].

HSC vystupovaly z AGM nejdiive pocatkem 32 hpf do krevniho ob¢hu, a posléze
obsazovaly CHT. Vstupovaly ptes CV a nikoliv pfes DA. Ke vstupu pies CV dochazelo pouze
v jednom misté a bez deformace, znacici, ze v ur¢itém mist¢ je endotel CV preruSen. Zaroven
viechny buriky opoustéjici AGM putujici do CHT byly itga2b”, tedy HSC buriky [23, 26].

Déleni HSC je pfimo zavislé na CHT [14, 55, 56]. CHT je definovana expresi klf6a
(mezi 33 hpf — 48 hpf). V mutantnich modelech dania (klf6a”") se zna¢né zmensenou CHT byl
pozorovan mensi pocet HSC [55].

V CHT pozorujeme ,,kapsy* z EC, které jsou povazovany za hematopoetickou niku.
Tyto kapsy vznikaji po vstupu HSC do CHT seskupenim péti az Sesti EC kolem jedné HSC.
Tento jev byl nazvan obejmuti endotelem, (anglicky ,.endothelial cuddling®) a byl také
pozorovan v embryonalnich jatrech mysi. HSC se v kapsach dé€li symetricky a asymetricky. Pi
symetrickém dé€leni ziistanou obé dcetiné buiiky v kapse. Pfi asymetrickém dé€leni jedna dcefina
buiika setrvava v kapse a druha ji opousti [23, 56].

Kapsu kromé EC tvoii také ocasni mesenchymadlni stromélni bunky (,,caudal
hematopoietic embryonic stromal tissue*, CHEST). CHEST builky jsou charakterizovany
expresi cxcll2a. Tyto buiiky jsou ve velmi tésném kontaktu s HSC. O tom, kterd dcefiné burnka
opusti kapsu po déleni HSC, rozhodovala jejich vzdéalenost k CHEST bunce. Dcetfina buiika,
ktera byla CHEST buiice blize, v kapse zlstala [56].

Aby byl otestovan vliv CHEST bunék na HSC, byla provedena izolace CHEST bun¢k
z CHT. Byly k nim pfidany buiiky izolované z dfen¢ ledvin (,,whole kidney marrow*, WKM).
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CHEST a WKM bunky byly izolovany ze 72 hpf starych danii (v 72 hpf jiz WKM obsahuje
HSC bunky). CHEST bunky podporovaly rist WKM bungk in vitro. WKM buiiky byly schopné

déleni a diferenciace, pokud byly kultivovany v pfitomnosti CHEST bunék. V nepfitomnosti

CHEST bunék se WKM bunky nebyly schopné délit a odumtely. CHEST buniky mély na WKM

buiiky efekt pouze tehdy, pokud s nimi byly v pfimém kontaktu [14].

CHT je dulezitou embryonalni hematopoetickou oblasti, slouzici také jako misto, odkud

dochazi k migraci hematopoetickych bunék do definitivnich tkani dospélé hematopoézy — do

ledvin a brzliku [23, 25, 26].
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Obrazek ¢&. 3. Mista embryonalni hematopoézy déania [19]

(A) Obrazek znazoriiuje embryo dania 12 hpf
(B) Vlevo, hematopoéza u mysiho embrya. Vpravo, hematopoéza embrya dénia. Stejn¢ barevné
oznacené tkan€ u mysi a dania znaci analogickou funkci tkdné

(C) Obrazek znézoriiuje 48 hpf staré embryo dénia s vyznacenymi misty jednotlivych

hematopoetickych tkani
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Brzlik je v pribéhu embryogeneze 1 dospélosti kolonizovan T buitkami. Proces migrace
bunék do brzliku zacina mezi 54 a 56 hpf, kdy byly T buiiky (itga2b’") prvné pozorovany
v brzliku. Migrace bun¢k trva pres tfinact hodin. T buiiky nejprve vstupuji do krevniho obéhu
a opoustéji jej do oblasti mesenchymu. Z mesenchymu putuji buniky 7-9 hodin do brzliku [26].
Brzlik dania a medaky neni v obdobi embryonélniho vyvoje zasoben krvi [57], vstup T bunék
do brzliku je tedy nezavisly na krevnim obéhu [37]. Po vstupu T bunék do brzliku nedochézi
k zastaveni jejich migrace, vykonavaji nadale pohyb, ktery ma charakter vstupovani
a vystupovani z a do brzliku. Toto chovani bun¢k bylo pozorovano iu 5 dpf starych jedincti [26,
37]. Hlavnimi chemokiny déania dalezitymi pro migraci T bunék do brzliku jsou cxcl/i2a
accl25a [37, 58].

Migrace HSC bunék (itga2b®", myb) do ledvin byla pozorovina v AGM oblasti mezi
48 hpf az 96 hpf. Builky migrovaly zposteriorni oblasti smérem k ledvinam podél
pronefrickych tubulti [25]. Tyto bunky migrovaly z CHT a v ledvinadch byly pozorovany
5 dpf'[24]. Jedna se tedy od rozdilny zpiisob migrace, nez u bun€k, migrujicich do brzliku.

3.3. Rozdily hematopoézy mezi daniem a medakou

Hlavnim rozdilem v hematopoéze dania a medaky je jeji Casovani. Primitivni vina
v medace byla pozorovana (na zéklad¢ exprese /mo2) 34 hpf v ICM [21], zatimco v déniu jiz
10 hpf [20]. V medace zacina proudéni krve 50 hpt [9], v daniu 24 hpf [20]. HSC (exprese myb)
byly prvné u medaky pozorovany v oblastech AGM a CHT 58 hpf [21], zatimco v daniu byly
HSC (myb) pozorovany uz mezi 30-35 hpf [23, 26].

Lymfoidni buniky byly pozorovany (exprese ragl) od 4 dpf[59]. Brzlik medaky je
obsazen malym poctem hematopoetickych bun¢k kolem 5 dpf [58], v daniu prvni migrace do
brzliku zacina 54 hpf [26]. Hlavnim rozdilem v hematopoéze dania a hematopoéze medaky je
tedy jeji rychlejsi pribéh u dania.

3.4. Hematopoéza v dospélci

Vyse bylo popséano, jak a kdy se hematopoetické buiiky piesouvaji do orgdnt dospélé
hematopoézy kostnatych — ledviny a brzliku. V této kapitole se kratce vénuji organogenezi
a morfologii ledvin a brzliku. Déle se vénuji tomu, jak vypada HSC nika a jaké latky jsou
dilezité¢ pro udrzeni HSC a jejich déleni — a které také slouZzi k fizeni migrace (anglicky

,homing*) HSC do ledvin pfi alotransplantaci.
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3.4.1. Lokalizace HSC

Ledvina je u kostnatych hlavnim organem dospélé hematopoézy [60]. Ledviny se
u déania vyznacuji expresi gata3 [19]. Vznikaji z ventralniho mezodermu, oblasti blizké ptiivodu
hematopoetickych linii. Béhem embryogeneze kostnatych vznika docasny pronefros, tvoieny
parem nefronti. Ten je po nékolika tydnech nahrazen mezonefrosem, ktery obsahuje né¢kolik
stovek nefrond. U kostnatych nedochazi ke vzniku metanefrické ledviny, kterou maji
savcl [61].

HSC sidli ve WKM v blizkosti bun€k nazvanych ,,zebrafish kidney stromal cells*
(ZKS). ZKS jsou stromdlni bunky s vlastnostmi fibroblastl hrajici roli v udrzovani
hematopoézy. ZKS produkuji hormony (PGE2) diilezité pro udrzeni, diferenciaci a proliferaci
HSC. ZKS tvofi niku pro HSC v ledvinach kostnatych [15].

Vyse bylo popsano, jak PGE2 podporuje vznik HSC v AGM v embryogenezi. PGE2
hraje také roli v hematopoéze dospélce, predevSim pii regeneraci HSC (pozorovano po
subletalni davce iradiace). Role PGE2 je evolu¢né konzervovéna se savci. V mysi byla také
prokazéana role PGE2 pfi transplantacich HSC. Bylo ukazano, ze v modelech s vysS§im obsahem
PGE2 dochazelo k piihojeni vétSiho mnozstvi HSC [54]. Dalsimi latkami podporujicimi
produkci HSC a migraci HSC do ledvin u dénia jsou ergosterol, fytosterol a vitamin D, (analog
savCiho vitaminu D) [62].

Zralé T bunky se vyskytuji v brzliku i v ledvinach (exprese /ck). Transplanta¢nim
experimentem bylo zjisténo, ze zralé T bunky odebrané z dospélych déanii, mély schopnost
migrovat do brzliku 48 hpf starych embryi [49]. Brzlik je u kostnatych parovym organem
nachazejici se v zaberni dutin€ [57]. Foxnl je specifickym markerem pro epitel brzliku
kostnatych [58].

Ve 3-4 tydnech po fertilizaci (,,week post fertilization*, wpf) dochdzi u danii k zvySeni
poctu zralych lymfocytil v brzliku. Protilatkova a cytotoxickd odpoveéd’ za¢ind byt u dania plné
funkéni mezi 4-6 wpf. Mezi 4-6 wpfje uz tedy IS plné funkcni [63].

Velikost brzliku se zmenSuje s vékem a je spojend se snizovdnim imunokompetence
organismu. Tento jev se nazyva involuce brzliku. U jedinct ddnia za¢ind k involuci brzliku
dochézet zdhy po dosaZzeni dospélosti, a to kolem 10-12 wpf [63]. U medaky byla pozorovana
involuce brzliku pozdé€ji nez u dania, ale pfesny pocatek zatim nebyl urcen. U dvouletych
jedincii byla velikost brzliku dokonce vétsi nez u tiimésicnich jedincii. Poté ale dochazelo ke
znaéné involuci a ve 3 letech byla velikost brzliku poloviéni oproti stavu u 3 - mési¢ni

medaky [64].
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B buiiky sidli v ledvinach (rag?2) [49] a ve sleziné kostnatych. Ta je jako slezina savct
sekundarni hematopoetickou tkani kostnatych [65]. Muko6zni imunitni tkdné kostnatych se

nachdazi na kazi, zabrech a stievnim epitelu [66] cit. dle [65].

4. Funk¢ni rozdily IS ryb oproti savciim

Jednou z nejrychleji se vyvijejicich organovou soustavou je IS. IS kostnatych je ve
znaéné tadé pripadt velmi podobny IS savcii [50, 67, 68]. V této kapitole shrnuji zakladni
imunologické déje kostnatych. D¢ji, kterymi se zde zabyvam, jsou zanét, fagocytoza,
koagulace, aktivace komplementu a regenerace (soucast pfirozené imunity), protilatkova
a cytotoxicka odpovéd’ (soucast adaptivni imunity).

Zanét je zakladni imunologickou reakci na posSkozeni at’ uz sterilni, ¢i v kombinaci s
infekénimi patogeny. Zde se vénuji reakci na infekci bakteriemi. Jednou z cest aktivace
imunitni odpovédi je reakce na lipopolysacharidy (,,lipopolysaccharide®, LPS) ptfitomné na
povrchu bakterii. U savct jsou LPS rozpoznavané TLR4-komplexem, ktery vSak u dénia
1 medaky chybi. U dénia byla zjisténa silna zanétliva odpovéd’ na LPS, ktera je schopna
zpusobit sepsi a smrt jedince, ale zplsob signalizace zatim nebyl zcela prozkoumén. Pri
srovnani genové exprese prubéhu zanétu bylo 75 % genl ortolognich s mysi. V daniu byla
potvrzena ptritomnost MAP kinadzové drahy a TLR signalni drahy, pfestoze je mechanismus
aktivace TLR pomoci LPS neznamy [67].

Specifickou vlastnosti dénia je jeho schopnost vyuzit H>O» jako chemoatraktant pfi
zandtu. Zivocichové bd&zné vyuzivaji H,O2 pouze pro signalizaci uvnité buiiky. H,O, ma
antiseptické vlastnosti a ve vysSich koncentracich je uvnitf bunék pouzit pro ni¢eni patogend.
Pfi vytvofeni rany na ocasu dania, zacaly epitelidlni bunky vylu¢ovat HoO> do mimobunééného
prostoru, coz zpusobilo migraci leukocytli do mista zranéni [69].

Fagocytoza je zdsadni imunitni déj, pii kterém dochazi k pohlcovani ¢astic buikami IS.
Hlavnimi fagocytujicimi buiitkami jsou neutrofily, monocyty, makrofagy a dendritické burky.
Fagocyt6za u ryb je funkéné podobna savEi. Nejvetsi pocet fagocytl byl pozorovan ve stieve
a sleziné, velké pocCty se nachazely také v ledvinach a brzliku [70]. Makrofagy byly jiZ v raném
stadiu (30 hpf) schopné fagocytovat bakterie a ochréanit tak embryo pied infekci [22].

Koagulace je proces sraZeni krve zastavujici krvaceni. U savct i jinych obratlovci se
jedna o nezbytny proces udrzeni homeostazy organismu. V koagulaci kostnatych i savcl hraji
zasadni roli fibrinogeny (fga, fgb a fgg). Pokud byla produkce fibrinogenu v déniu poSkozena,
dénia trpély hemoragii [71].
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Komplement je dal$im dilezitym hra¢em v ochrané organismu proti infekci. U dénia
byla zaznamendna exprese vSech genti komplementu 2 hpf. Tfemi drdhami aktivace
komplementu jsou klasicka cesta, alternativni cesta a lektinova cesta. Ve stadiu lihnuti dania
muze dojit k aktivaci komplementu pouze pomoci alternativni cesty [72].

Na rozdil od savct maji kostnati jaderné trombocyty [73] a také jaderné erytrocyty.
Hlavni role erytrocytll je pfenos kysliki do tkédni, u kostnatych navic hraji roli v imunitni
odpovédi. U jiného zéastupce nadiddu kostnatych, Tilapie nilské (Oreochromis niloticus) je
vétSina genll exprimovanych erytrocyty spole¢na leukocytim. Podrobné u nich bylo zkoumano
7 gent TLR signalni drahy. Pfi injekei poly(I:C) stimulantu (ktery slouzi k simulaci virové
infekei) doslo ke zvyseni exprese téchto gentl, jak u erytrocyt, tak i u leukocyti [74]. Cervené
krvinky dalSich zastupct kostnatych byly schopné imunitni odpovédi na virové a bakterialni
infekce, napft. tvorily zanétlivé cytokiny [75].

Schopnost regenerace je u nizSich obratlovci veetné€ dania fizena jinym zplsobem nez
u savcl. NiZ§i obratlovei maji mnohem vyssi regenerativni potencial (na urovni schopnosti
regenerace celych tkani). Tato regenerace je nazyvana epimorfickd regenerace, ve které hraji
vyraznou roli buniky pfirozeného IS, a to konkrétné¢ makrofagy. Pfi amputaci ocasni ploutve
3 dpf star¢ho dania putovaly makrofagy k mistu amputace a setrvaly zde, dokud se tkan plné
nezregenerovala (3 dny po amputaci). Pfi ablaci makrofagl k regeneraci také dojde, ale jeji
proces je zpomalen [76].

Dénia maji velmi robustni pfirozenou imunitu. Adaptivni IS neni zcela zasadni pro
preziti jedince v piitomnosti patogent, jako je tomu napiiklad u mysi, které bez néj rychle
umiraji [77]. Tento robustni piirozeny IS byl testovan na mutantnim modelu dania ragl”, ktery
ma znacn¢ redukované pocty lymfoidnich bunék. Zatimco pocet lymfoidnich bunék je snizen,
pocet neutrofill je v tomto modelu vyssi, nez u divokého typu [78]. Tyto modely mély také
zvySenou hladinu exprese genl komplementu a koagulace [79].

Vysledky jedné studie naznacuji, Ze by ddnio mohlo disponovat jistou piirozenou
imunologickou paméti. Hohn a kolegové vpravili do dospélého modelu dénia ragl™”
atenuované intracelularni bakterie Edwardsiella ictaluri. V riznych €asovych intervalech pak
byly do téchto modelil injikovany neatenuované Edwardsiella ictaluri. Hohn zaznamenal rozdil
mezi imrtnosti modeld, které byly podrobeny imunizaci atenuovanymi bakteriemi a mezi témi,
které ji podrobeny nebyly [80]. Tato pfirozend imunologicka pamét’ ovSem nebyla sledovéana v
nove€j$i studii, provedené Tokunagou a kolegy. V této studii pouzili k imunizaci

dospélych ragl” danii extracelularni bakterie Vibrio anguillarum. Nepotvrdili rozdil v
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Gmrtnosti mezi imunizovanymi a neimunizovanymi rag/”~ modely. Tokunaga navrhuje, Ze
diivodem by mohlo byt pouziti extracelularnich oproti intracelularnim bakteriim [77].

Tokunaga dale zkousel, zda je ragl”~ danio schopné vyvinout piirozenou
imunologickou pamét’ proti transplantovanym alogennim cervenym krvinkdm. Ty vSak také
nebyly schopny imunizace rag/”" modelu dénia [77].

Stejn¢ jako u savcl, hraji NK bunky kostnatych roli v pfirozené cytotoxické
odpovédi [81]. NK bunky rozeznavaji pritomnost MHC I receptorti na bunkach. Ty, které
neobsahuji MHC I vlastni danému organismu (cizi buiiky a vlastni buiiky se sniZzenou expresi
MHC I) jsou NK buiitkami zabity [32]. U kostnatych byla potvrzena jejich role v reakci proti
alogennim transplantovanym bunkém [81].

T bunky kostnatych maji mnoho ortolognich genti se savci. Nékteré aspekty fungovani
T bun€k kostnatych nejsou nadale diukladné prozkoumany. Obecné je ale funkce T buné¢k
povazovana za konzervovanou se savci [82].

B buniky kostnatych maji nékteré charakteristiky myeloidnich bunék, byla u nich napf.
pozorovana fagocytoza. Zda se tedy, ze funkce B bun€k je vysoce plastickd a hranice vlastnosti
B bunék a myeloidnich bunék neni tak jasna jako u savcii. Nejvice vytvarenym typem protilatek
kostnatych je IgM, dale také vytvari IgT/Z a IgA [65].

4.1.Indukce tolerance v rybach pri xenotransplantacich

Navozeni tolerance vii¢i cizorodym biologickym materidlim je mozné depleci bun¢k
IS, ptedevSim NK a T bunék, u kterych byla potvrzena role v odmitnuti alogennich
1 xenogennich transplantati [81].

Deplece buné¢k IS se provadi iradiaci. Standardné se pouziva (15 Gy) y-radiace. DalSim
moznym zpusobem je chemickd deplece, a to napi. ponoienim do latky dexametazon
(100png/ml, 5 dpf stara embrya) [49].

Existuji vSak 1 jiné metody pro navozeni tolerance, a to indukovana tolerance ptedchozi
imunizaci. Toto bylo sledovano u xenotransplantaci lidskych rakovinnych bun¢k do dénia. Byly
pouzity rakovinné builkky prostaty (PC-3), chronické myeloidni leukémie (K562)
a hepatokarcinomu (HepG2). Rakovinné bunky byly ozafeny a byly transplantovany do
zloutkového vaku 48 hpf déanii. Po mésici bylo naZivu 70 % téchto ryb a vSechny
transplantované buiiky vymizely. V praci neni specifikovano, zda doSlo k odstranéni téchto
bunék pomoci IS, nebo zda rakovinné bunky nebyly v daniich Zivotaschopné. Kdyz tyto ryby
dosahly stafi 3 mésicli, byly do nich transplantovany neozafené rakovinné buiiky. Ty nebyly

odmitnuty a nasledné€ doslo k jejich proliferaci vedouci k umrti ptijemce. U kontrolni skupiny,
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do které 48 hpf nebyly transplantovany ozafené buiky, doSlo k imunitni reakci proti

rakovinnym bunkam a pteziti jedincii [83].

5. Transgenni — mutantni — inbredni modely

Piibuzenské kiizeni (plemenitba), z anglického ,,inbreeding®, tedy kiizeni mezi
sourozenci, je pouzivano jako metoda pro vytvoifeni a udrzeni homozygotnich jedinci
(a mutantnich modeltl). Vysledkem je vysokd homozygozita populace vedouci k projevim
mutovanych recesivnich alel, ty zptisobuji snizovani fitness jedincti. V extrémnich piipadech
muze pribuzenské kiizeni vést k vyhynuti vysoce inbredni populace. Tento jev se nazyva
inbredni deprese (,,inbreeding depression®) [84]. Neékteré druhy organismill jsou k nému
nachylngjsi nez jiné. Danio a medaka se v téchto ohledech zasadné liSi. Zatimco ddnio k nému
nachylné je [84], medaka nikoliv [85].

U dania je predevSim dulezity stupen inbreedingu samice, kdy hybridni samice
produkuji vétsi pocet embryi nez inbredni [84]. U medaky bylo zaznamenéno az 80 inbrednich
generaci [86] cit. dle [85]. Pro tuto vlastnost byly medaky vybrany pro vySe zminény ERC
grant.

Existuje velké mnozstvi divokych linii dénia, pficemz mezi nejbeznéji pouzivané se radi
napt. AB (wt) [87] nebo Tiibingen (TU) [88]. U medaky rozliSujeme cCtyfi hlavni divokeé
populace [4]. PiedevSim danio se vyznaCuje relativné velkym poctem transgennich
a mutantnich modeli.

Prvni skupinou jsou transparentni modely. Dlouhodobé mikroskopické sledovani
vyzaduje prahlednost dospé€lych jedincti. Pigmentace u divokych modeli dania zacina 24 hpf,
kdy se prvné zacinaji objevovat melanocyty. 5 dpf ma déanio asi 600 téchto pigmentovych
bun¢k [89]. U medaky se prvné pigmentové buniky objevuji ve 38 hpf [9].

Transparentnim modelem dénia je casper. Tento model se vyznacuje kompletni absenci
vSech melanocytil v pribéhu embryogeneze a dospélosti, takze je témér cely transparentni. Oko
zistava barevné diky pigmentovym sitnicovym epitelidlnim buiikdm, ale chybi reflektivni
iridofory. Tito dvojiti mutanti (mitfa”, mpvI77) jsou plné& Zivotaschopni [90].

Dal$im transparentnim modelem dania je crystal. Je fenotypové velmi podobny jako
casper, tj. s chybé&jicimi pigmentovymi butikami. Oproti mutantu casper se crystal vyznacuje
i chyb&jicim pigmentem v sitnicovém epitelu. Crystal jedinci jsou plné Zivotaschopni,
neprokazuji zadné abnormality v chovani a pocty jejich potomkil jsou normalni. Jedna se o

trojité mutanty (mitfa”", mpvl7”, slc45a2”") [91].
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Existuje n¢kolik transparentnich modelii medaky. Model keino byl popsan uz pied vice
nez tticeti lety [92, 93]. Vyznacuje se chybé&jicimi pigmentovymi buitkami a prihlednym
narizovélym télem. O&i jsou pigmentované [94]. Jedna se o ,,albino* (i-37") mutanta [93].
Vylepseni prithlednosti seino modelu je tzv. ,,see-through* medaka. Jedna se o ¢tyfnasobného
mutanta (gu”, i-37, if", il-17). Jak heino, tak see-through medaka jsou pIné Zivotaschopné
s normalnim poctem potomkti [94]. Dal§im transparentnim modelem medaky je QuiH. Tento
model se vyznacuje kompletni absenci vSech pigmentovych bunék [4].

Dalsi skupinou modelti jsou mutanti s poskozenou hematopoézou a/nebo narusenou
funkei IS, umoznuji provadéni transplantaci bunék bez nutnosti iradiace/imunodeplece
dospélct.

Imunodeficientnim modelem dénia je mutant v gatala”, dfive pfezdivany ,,bloodless.
Tito mutanti jsou charakterizovani téméf kompletni absenci krevnich bunék a krevniho obé&hu.
Byli popsani jiZ pied vice nez dvaceti lety a oznadeni jako vmp™2nIt"®! . Takovito homozygotni
gatala” mutanti nevytvaieji zadné, nebo pouze minimalni mnoZstvi krevnich bunék do 5 dpf.
Po 2 wpf jsou neschopni nafouknuti plovaciho méchyie a umiraji [95]. Tato mutace byla
pozd&ji popsana jako zptsobend genem gatala [96]. Model gatala” mize byt pouzit jako
model pro transplantaci HSC, ta byla v ptipad¢ alotransplantace uspésna 1 bez ozateni [97].

Dalsim imunodeficitnim modelem d4nia je mutantni model rag22*°%~. Je to model se
snizenym poctem funkénich T a B bunék. Pocty myeloidnich bun¢k nejsou touto mutaci
ovlivnény a nejsou oproti WT sniZzeny. Homozygotni rag2?* % mutanti jsou Zivotaschopni
1 schopni rozmnozovani, i kdyz s mensim mnoZstvim potomki nez u jejich heterozygotnich
sourozencil. Tento model byl také pouzit pro alotransplantaci HSC za soucasného ozateni [36].

Podobnym imunodeficientnim mutantem je vy$e zminény model dania ragl™". V tomto
modelu nedochézi k vyvoji brzliku a sledujeme kompletni absenci adaptivni imunity. Model je
schopny piezit alespont po dobu 2 let [77].

Imunodeficientni mutant dania myb”" je také typ mutanta s chyb&jici hematopoézou.
Homozygotni myb”" mutanti rostou pomaleji, nez divoké linie, a postupn& u nich dochazi
k ubyvani poctu cirkulujicich krevnich bun¢k, od 20 dpf nejsou zadné takové bunky
detekovatelné. Tito mutanti jsou mensi a nikdy u nich nedojde k pohlavni dospélosti. Mizeme
u nich sledovat anemii, doprovazenou srdecnim edémem. Piestoze nemaji detekovatelné krevni
bunky jiZ 20 dpf, tito mutanti se doZivaji prekvapive€ az 2-3 mésict [98]. MoZné vyuziti tohoto
modelu je taktéz na transplantace, byla u ng provedena alotransplantace bez ozéfeni

s piijmutim bunék [99].
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Imunodeficientni model medaky beni fuji (bef) je taktéz mutantem v myb”". Tento
mutant se vyznacuje tplnou, nebo témét uplnou neptitomnosti cirkulujicich ¢ervenych krvinek.
Tento mutant se doziva pouze asi 10-11 dpf [21].

Modely s expresi lidskych genti se nazyvaji humanizované ryby, takovym modelem je
napi. GSS danio. To produkuje lidské cytokiny hrajici roli v lidské hematopoéze, konkrétné
cytokiny GM-CSF, SCF a SDF1a. Bylo vyuzito pro xenotransplantacni experiment s lidskymi
HSC. Cytokiny produkované touto rybou slouzi jako chemoatraktanty dualezité pti migraci
lidskych HSC do ledvin [100].

Posledni skupinou jsou transgenni modely, pfedev§im modely s fluorescencné
znac¢enymi bunikami IS. Existuje nespocet transgennich fluorescen¢nich reportérovych modelt
dania a medaky. Jedna se o modely, které maji do promotoru cileného genu vlozeny gen pro
fluorescenéni protein. Pro studium hematopoézy se pouzivaji predevsim modely s oznaCenymi
markery bun€k hematopoézy, EC, epitelu ledvin, nebo brzliku. Napt. model se zna¢enymi EC
kldr: mCherry byl pouzit pro xenotransplantaci lidskych HSC [35]. Vyhodné je spojeni
kombinace transparentniho a transgenniho modelu, umoziujici sledovat fluorescenci in vivo
u dospélcii. Napt. danio Fli:: GFP casper, ve kterém jsou znaCeny EC - tento model byl také

vyuzit pro xenotransplantaci lidskych HSC [34].

6. Transplantace krevnich bunék

Alotransplantace 1 xenotransplantace HSC byly do sou¢asné doby provedeny pouze na
modelech dénia. V prvni Casti popisuji alotransplantacni experimenty a v druhé se vénuji
xenotransplantacnim experimentiim lidskych HSC do dénia, tyto experimenty byly do
souCasnosti provedeny jenom tfi. Vénuji se také jednomu experimentu xenotransplantace
lidskych makrofagt.

Aby se transplantované HSC mohly piihojit, je tfeba, aby v pfijemci byly volné
hematopoetické niky. V myS$im modelu bylo zkoumano, kolik volnych HSC nik se nachéazi
umysi. Pfi transplanta¢nich experimentech do imunitné nekompromitovanych mysi bylo
zjisté€no, Ze 0,1-1 % HSC nik je volnych a schopno pfijmout transplantované HSC buiiky [29].
U dénia a medaky nebyly v soucasnosti takovéto kompetitivni testy, zkoumajici pocet volnych
nik at’ uz u divokych, ¢i mutantnich jedinct provedeny.

6.1. Alogenni transplantace HSC u ryb
Alotransplantace jsou transplantace mezi geneticky odliSnymi jedinci stejného druhu,

v tomto pfipadé mezi jedinci dania. Popisuji zde tii transplantacni experimenty HSC. Kazdy

20



z téchto experimentil pouziva jiné metody, modely a ozafeni ¢i neozareni prijemct. Vysledky
a metody téchto alotransplantaci naznacuji mozny smér, ktery by mohl byt prozkouman
1 budoucimi xenotransplanta¢nimi experimenty.

Prvni zminovany experiment byl proveden Traverem v roce 2003. Jako ptijemce pouzil
mutantni model dénia gatala”". Tento model je za normalnich okolnosti letalni, jedinci se
nedozivaji vice nez 14 dpf. Jako darce HSC byl pouzit transgenni model gatala: EGFP.
Z dospélych darct byla vynata WKM a transplantovana do 48 hpf starych ptijemcta. Tito
gatala’” mutanti byli zachranéni a stejné tak byla obnovena jejich hematopoéza. P¥iblizng 50 %
takovychto ryb piezivalo po dobu n€kolika mésicti. Analyzou 6 mésict starych zabitych ryb
bylo zjisténo, ze vSechny erytrocyty byly ptivodem z darce (na zakladé jejich exprese GFP).
Traver a kolegové ukazuji, Ze HSC se mohou UspéSné piihojit. Lze takto zachranit letalniho
mutanta a udrzovat jeho hematopoézu. Posledni zminka o pozorovani darcovskych bunék je po
uplynuti 8 mésicti od transplantace. Nenalezli také Zadné znamky GVHD [97].

Hess a kolegové pouzili mutanty myb” dania jako piijemce. Jako darce pouzili
transgenni ikaros: EGFP model dania. WKM z darct byla transplantovana do 6-9 wpf danii.
Umrtnost byla asi 50 %, velka ¢ast transplantovanych ryb piezila své sourozence, ktefi byli také
homozygotni pro myb a nebyli transplantovani. Transplantovani mutanti rostli, zacal se u nich
projevovat sexualni dimorfismus a doSlo ke ztrat¢ srdecniho edému (ktery se projevuje
u fenotypu myb™). Po 5 tydnech po transplantaci byli okem nerozeznatelni od divokych linii
a byli schopni ptezivat vice nez 8 mésict. Tito mutanti byli schopni pfijmout HSC a dochazelo
k jejich ptihojeni bez nutnosti iradiace [99].

Tang pouzil dospély mutantni model rag2” dania jako pifjemce. Jako darce pouzil -
3.5ubb: EGFP transgenni dospély model dania. HSC bunky odebral z WKM darce. Piijemce
podrobil iradiaci (10 Gy), aby doslo k uvolnéni hematopoetické niky. Transplantované bunky
byly v modelu sledovany alesponi po dobu 45 dni po transplantaci oproti divokym kmentm,
kde bézn€ dochdzelo k odmitnuti transplantdtu po 25 dnech. Takovyto model je schopny

dlouhodobého ptihojeni HSC, ovSem za soucasné iradiace [36].

Data z té€chto tfi experimentl shrnuji v nasledujici tabulce ¢. 4.
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Transplantované
. Stari Tr. e Iradiace Stari Misto bunky
Autor Darce . » Prijemce ure ure .
darce | bunky pFijemce | pFijemce | transplantace detekované
nejdéle do
8 mésicl po
Traver danio dospélec | WM | danio Ne 48 hpf | zilni zatoka transplantaci
2003 gatala: EGFP P gatala” P (experiment
ukoncen)
Hess danio danio oko (retro- t?arrrllse;;zirllltsgi
2013 ikaros: EGFP | 90sPelec | WKM myb™” Ne orbitalni (experiment
injekce) <
ukoncen)
45 dnti po
Tang danio . danio pobfisnicni transplantaci
2014 | 3.5ubb: EGFp | 90sPelec | WKM rag 2B+ s Ano dutina (experiment
ukoncen)

Tabulka ¢. 4. Alotransplantace HSC bun¢k dania [36, 97, 99]

I ptes pouziti odlisSnych mutantnich ptijemcti 1ze sledovat spole¢ny rys, a to, Ze se jedna
o modely s poskozenou hematopoézou. Traver ani Hess nepouzivali iradiaci, fenotyp modela
gatala’ a myb”" je bez hematopoézy, aby nedoslo k odmitnuti IS piijemce. Model rag2f4%"
pusobi pouze na vyvoj T a B bunék. Tang zdivodiuje iradiaci jako prostfedek k uvolnéni
hematopoetickych nik.

Ve vsech experimentech se povedlo nastolit chimérni stav. Transplantované buiiky byly
detekované ve vSech studiich pti poslednich métenich. Tang, u kterého bylo sledovani nejkratsi,

dodava, Zze ve 45 dnech byly transplantované builky hojné rozsifeny. Da se s vysokou

pravdépodobnosti piedpokladat, ze tento stav by byl udrzen i po ukonceni experimentt.

6.2. Rybi model jako prijemce lidskych hematopoetickych bunék

Vibec prvni, kdo provedl xenotransplantaci lidskych HSC do modelu dénia, byl Staal.
Jako ptijemce byl pouzit transgenni model ddnia Fli:: GFP casper (transparentni model se
znaenymi EC). Lidské HSC byly izolovany z pupecnikové krve (,,umbilical cord
blood*, UMB). HSC buiiky byly vytfidény na zéklad¢ exprese CD34 (a oznaceny fluorescencni
barvou PKH26). Tyto buiiky byly transplantovany do 48 hpf starych piijemct. Piijemci nebyli
podrobeni iradiaci [34].

Buiiky byly injikovany do CV. Béhem n¢kolika hodin se piesunuly z mista vpichu do
CHT. Lidské HSC byly v pfijemci detekovany pomoci priitokové cytometrie pouze do 6 dnli
po injekei (,,day post injection®, dpi). Kromé lidskych HSC buné¢k byly detekovany 1 lidské

buniky myeloidni linie, znacici diferenciaci a proliferaci HSC v daniu [34].
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Dalsi xenotransplantaci lidskych HSC do dania provedla Noémie Hamilton. Jako
ptijemce zvolila transgenni model déania kdri:HRAS-mCherry-CAAX (znacené EC). Lidské
HSC byly izolovany z periferni krve dospé€lych darct na zaklad€ exprese CD34 (a oznaceny
fluorescencni barvou CD34-eFluor450). HSC bunky byly injikovany do 52 hpf starych
ptijemct do CV. Pijemci nebyli ozatfovani [35].

Jiz 1 hpi byla sledovana migrace transplantovanych bun¢k do CHT. Hamilton sledovala
,obejmuti endotelem®, tedy interakci lidskych HSC s kapsami CHT, ktera byla diive popsana
jako jev interakce HSC dania a EC. Bylo také pozorovano déleni HSC. Lidsk¢ HSC
demonstrovaly i dals$i chovani podobné vlastnim HSC dania, napf. zptisob valeni se podél
EC [35].

Hamilton ukondila experiment po dosazeni 5 dpf piijemct. Jeji sledovani vSak konci
mnohem diive, a to dokonce jiz 13 hpi. Vidime, ze ve 13 hpi byl spocten ubytek
detekovatelnych transplantovanych bun¢k na 50 % [35]. Pokud by ubytek pokracoval stejnou
rychlosti, Zadné transplantované buniky by po 24 hpi nebyly v piijemci detekovatelné.

Nejnov¢jsi xenotransplantace lidskych HSC byla publikovana Rajanem. Jako piijemce
zvolil GSS model dania. HSC bunky byly transplantovany do CV do 72 hpf starych ozarenych
GSS a casper danii. U danii casper byly pozorovany HSC buiiky (na zaklad¢ fluorescence) do
28 hpi. Zatimco u GSS danii jesté¢ ve 48 hpi, kdy ovSem fluorescence vyhasla. Rajan poté
analyzoval RNA GSS danii na pfitomnost lidskych hematopoetickych markerti 72 hpi a jejich
pritomnost potvrdil. Toto je nejzazsi méfeni provedené Rajanem. Dle Rajana hrala pfitomnost
lidskych cytokinl podil na tom, zda lidské HSC byly schopné sebeobnovy v modelu dania ¢i
nikoliv [100].

Paul a kolegové wvytvorili humanizovany model dénia, transplantaci lidskych
monocytl/makrofagii. Makrofagy byly transplantované do mozkové oblasti 3 dpf starych dénii,
kde ptezivaly az po dobu jednoho tydne. Pti vpichu makrofagh do 3 dpf starych embryi dania
ptimo do jejich krevniho ob&hu, byly uz 3 hodiny po vpraveni makrofagy pozorované v celém
daniu a nasledné v tkdnich piezivaly alespoi po dobu jednoho tydne. Makrofagy
transplantované do dania 2 dpf byly pozorované v hlavé a v ocase 14 dni po vpichu [101]. Jedna
se tedy o nejdelsi sledovani transplantovanych lidskych hematopoetickych bun€k v modelu

dania.

Pozorovani popsana vyse jsou shrnuta v nasledujici tabulce ¢ 5.
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i . Znafeni | Iradiace | StaFi Misto | |ransplantované
Autor Darce Zdroj transpl. Prijemce Fiiemce | pifiemce | transplantace bunky
bunék Pl Py P detekované do
Staal | g [UCBGartovini |y | oo | e | agipr cv 6 dpi
2015 HSC (CD34%)) ; P p
casper
Periferni krev, dénio
Hamilton | ,, . dospeli CD34- ] .
2018 clovek darci(sortovani | eFluor450 é‘;;lrm Ne Pl sE v 13 hpi
HSC (CD34")) "y
Rajan 3 dpi
20J1 9 clovek UCB(HSC) CMFDA | GSS danio Ano 72 hpf (0\% (experiment
ukoncen)
Green or danio
Paul oy , mpx.GFP 2 tydny po
2018 clovek Makrofagy De@p Red, k- mCherry Ne 48 hpf (0\% transplantaci
Invitrogen 637

Tabulka €. 5. Xenotransplantace lidskych hematopoetickych bunék do modelu dania [34, 35, 100,
101]

V soucasné dob¢ byly provedeny pouze tii studie na transplantaci lidskych HSC do
modelu dénia. Poznatky z této oblasti jsou tedy znacné¢ omezené. Ze znamych informaci je jisté,
ze danio je dostatecné konzervovano se savci a s Clovékem v evoluci, aby mohlo dochazet
k migraci HSC do hematopoetickych nik v CHT dénia [34, 35] a kjejich UspéSnému
déleni [35]. OvSem dlouhodobé osidleni nik zatim nebylo prokazano. Staal byl schopen HSC
pozorovat pouze do 6 dpi a Hamilton sledovala model pouze do 13 hpi, Rajan sledoval pouze
do 3 dpi, a tak nejsou k dispozici zadna data o uspésnosti dlouhodobého piihojeni.

V Rajanové xenotransplantatnim experimentu lidskych HSC do GSS dania byla
sledovana migrace lidskych HSC do ledvin [100]. Staal a Hamiltonova pozorovali migraci
pouze do CHT nikoliv do ledvin [34, 35]. Navic, pouze v GSS modelu, nikoliv v kontrolnim
modelu casper, byly lidské HSC schopné samoobnovy [100].

Smér, kterym by se dalSi zkoumani ptihojeni lidskych HSC mohlo ubirat, je pouziti
humanizovanych modelt dania a medaky a sledovani, zda je v téchto modelech mozné

dlouhodobé piihojeni lidskych HSC.

7. Zavér

Dénio a medaka jsou dobfe zavedené modelové organismy. Procesy embryogeneze jsou
u obou téchto modeld kvalitn€ popsané, a to v piipadé dania velmi podrobné. U obou modelt
se jedné o rychly proces — zatimco u medaky probiha po dobu 9 dni, u dania trvd embryogeneze

pouze 3 dny. Pomoci nové techniky scRNAseq jsme schopni definovat vztahy mezi
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vyvijejicimi se buiikami a sledovat diferenciace jednotlivych bunéénych linii. Existuji i metody,
které umoznuji k takto ziskanym datim zpétné piifadit pozi¢ni informaci. Zaroven také
ptispivaji k poznani specifikace hematopoetickych linii a poslouzily i k potvrzeni starSich
hematopoetickych pozorovani.

Hematopoéza dania a medaky probiha podobné¢ jako u savci ve dvou po sobé jdoucich
vlnach, a to primitivni a definitivni. V primitivni vin€ vznikaji erytrocyty nutné k okysli¢ovani
rychle se zvétSujicitho embrya a makrofagy tvofici ranou obranu embrya pied patogeny.
V definitivni vIné sledujeme vznik dvou odlisSnych hematopoetickych populaci, a to EMP
a HSC. HSC posléze v pribehu vyvoje dania a medaky osidluji jejich ledviny a odtud nasledné
dochazi k obnové celého krevniho systému po zbytek jejich Zivota. Dospélym mistem
hematopoézy kostnatych je také brzlik, slezina a mukdzni tkdné.

IS kostnatych je do zna¢né miry konzervovan s IS savci. Zakladni procesy IS vcetné
zanétu, koagulace a komplementu se podobaji savéim procestim. Naopak nekteré prvky IS jsou
zcela odlisné, jako je tomu napiiklad u regenerace, kterd se spiSe podoba mechanismiim
popsanym u niz§ich obratlovci. Velkym rozdilem je také robustni pfirozend imunita
a pritomnost jadernych erytrocyti a trombocytd. Jaderné cervené krvinky kostnatych se
dokonce ptimo podileji na imunitni obran¢ organismu.

Existence velkého mnozstvi modelti je velkou vyhodou dénia a medaky. Jsou to
piredev§im modely transparentni, imunodeficientni a transgenni. Velkou vyhodou medaky je
jeji vysoka tolerance viici inbredni depresi, ktera umoznuje vytvoreni velkého poctu inbrednich
modelt.

Model dénia dovoluje pro navozeni tolerance pii xenotransplantacich lidskych
rakovinnych bun¢k pomoci piedchozi imunizace embryi, které =zatim nejsou plné
imunokompetentni. Zbyva zjistit, zda by podobného ucinku §lo doséhnout pii imunizaci
xenotransplantaci lidskych HSC.

Diskutované transplanta¢ni experimenty odhalily slabé stranky hematopoetického
transplantacniho vyzkumu u modeli malych ryb. Zatimco model dénia byl podrobné
prozkouman v oblasti alotransplantaci HSC, model medaky v tomto ohledu zatim viibec
probadan nebyl. Stejné tak nebyl model medaky doposud vyuzit pro xenotransplantace lidskych
HSC. Malé mnozstvi xenotransplantaci lidskych HSC u déania ukézalo, ze tento model neni
vhodny pro dlouhodobé sledovani lidskych HSC, jelikoZ zatim nebyla pozorovana schopnost
dlouhodobého piihojeni. U dania byla nicméné dokumentovand migrace lidskych HSC do

embryonalnich a dospélych hematopoetickych tkani a stejné tak byla sledovana i diferenciace
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lidskych HSC. Jistou nadéji pro dlouhodobé piihojeni tedy predstavuje vyuziti
humanizovanych modelt déania.

Usp&sné vytvofeni ryb s lidskou hematopoézou by mohlo oteviit nové moznosti pro
navazujici vyzkum. Takovéto modely by mohly byt vyuzity napt. k vytvoreni infekénich nebo

rakovinnych modelt a sledovani interakci lidského IS in vivo.
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