Abstrakt

Lidské autoptické ¢i bioptické vzorky tkani, mysi modely a bunééné kultury riznych typa predstavuji
nejCastejSi material pfi zkoumani bunééné patogeneze dédi¢nych chorob. Tato dizertacni prace je
vénovana vSem uvedenym pfistupiim pii studiu dvou X-vdzanych lysosomalnich onemocnéni a to
Fabryho choroby (FD, deficit a-galaktosidasy A, AGAL) a mukopolysacharidosy typu II (MPSII, deficit
iduronat-2-sulfatasy, IDS).

Prvotnim cilem prace byla analyza krevnich lipidnich B-antigenil s terminalni a-galaktézou (B-GSL)
v pankreatu pacienti s FD a krevni skupinou B (FD-B). B-GSLs predstavuji vedle hlavniho
glykosfingolipidu (GSL), globotriaosylceramidu (Gb3Cer) dal$i minoritni substrat AGAL. Deposita
nedegradovanych B-GSL byla prokazana v autoptickych vzorcich pankreatu FD-B pacienti a byla zde
vyrazné vyssi nez u ostatnich organti jako ledviny a plice, kde se primarn¢ ukladd Gb3Cer. Vysoka
koncentrace lipidnich i nelipidnich B-antigenti byla u FD-B potvrzena predevsim v exokrinnich
acinarnich epitelidlnich bunkach, doprovdzena masivni akumulaci ceroidu (sekundarni znak
lysosomalniho stfaddni). Endokrinni Cast pankreatu ziistala na rozdil od acinli zcela nepostizena
ukladanim substrati AGAL. Tento zajimavy fenomén bunécné biologie ukazuje, jak miize specificka
krevni skupina ovlivnit projevy nemoci v organech pacientd. Jelikoz ledviny pfedstavuji u FD jeden
z nejpostizengjSich organt, byla v dalsi ¢asti prace studovana distribuce vybranych GSLs a jejich
molekulovych typii (isoforem) v fezech ledvin u mysiho modelu FD. Pomoci zobrazovaci hmotnostni
spektrometrie (MSI) bylo identifikovano pét isoforem Gb3Cer zvySenych pievazné v kife ledvin
s klesajicim trendem smérem k medule. ZvySena pozitivita Gb3Cer byla dana zejména depozity
v kortikalnich tubulech. Tyto vysledky byly v souladu s histochemickymi nalezy i s vysledky tandemové
hmotnostni spektrometrie, ale MSI ukazala navic dalsi detaily molekularniho sloZeni nedegradovaného
Gb3Cer (i nekterych dalsich lipidi).

Vyuziti bunéénych kultur ziskanych od pacientii predstavuje klasickou cestu studia chorob. Lidské
primarni kultury vSak maji omezeni nejen v dostupnosti materialu ale i v nesnadnosti ziskat bunééné
typy relevantni pro chorobu. Tato omezeni z velké ¢asti odstranuji indukované pluripotentni kmenové
buniky (iPSC). Pfedstavuji novy smér zkoumani bunécné patologie a patobiochemie dédi¢nych chorob
v prabéhu ¢asného vyvoje a platformu pro testovani terapeutickych intervenci. Nasim dalezitym cilem
proto bylo vytvorfeni iPSC linii vybranych lysosomalnich chorob, které budou slouzit jako zaklad pro
diferenciaci do vybranych, sttadanim postizenych, bunéénych typt. V ramci této prace byly zalozeny
iPSC linie FD (FD-iPSC) a MPSII (MPSII-iPSC).

Doposud jsou znamy dva stavy iPSC liSici se zejména inaktivaci X chromosomu (XCI) v samicich
bunkach, ozna¢ované jako primed (bunky po reprogramovani s inaktivaci jednoho z chromosomii X) a
naive (odvozené od primed iPSC, s obéma aktivnimi chromosomy). Zména kultivaéniho media u FD-
iPSC a MPSII-iPSC, vedouci k pfechodu primed iPSC do jejich naive stavu, vedla ke zméné morfologie
iPSC kolonii u obou nemoci, ale ke zméné poméru XCI pouze u FD-iPSC klonu. Vzhledem k tomu zZe
u MPS 1II dochazi také k postizeni CNS, byly ptipravené MPSII-iPSC linie nasledné diferencovany do
smési neuralnich bunék.

Byla potvrzena zvySena exprese lysosomalnich markerti prevazné v gliovych bunkach a ptitomnost
abnormalnich struktur bez ohrani¢ujici membrany. Akumulace glykosaminoglykani (GAG) byla
potvizena ve smésiterminalné diferencovanych pacientskych neurdlnich bunék. Pridavek
rekombinantni IDS v kultiva¢nim mediu mél pouze mirny preventivni efekt. Pretrvavajici akumulace
GAG je pravdépodobné dana jejich pfitomnosti na plasmatické membrané, kde nemohou byt
degradovany rekombinantni IDS plné aktivované jen v kyselém prostfedi lysosomtl.

FD-iPSC linie byly diferencovany do spontanné bijicich klastrii kardiomyocyti (CM). Divodem k jejich
pripravé jsou Casté kardiomyopatie u pacientti s FD. U FD-CM byla detekovana zvySena koncentrace
Gb3Cer i méné podetna a dezorganizovana fibrilarni vlakna. Usp&$na internalizace komeréné dostupné
rekombinantni AGAL byla potvrzena kolokalizaci s lysosomalnim markerem Cathepsinem D. Funkéni
CM budou dale pouzivany k testovani terapeutickych postupti, napf. pomoci farmakologickych
chaperonti. Dale jsme se zabyvali otazkou, zda se na degradaci substrati AGAL miiZe podilet strukturné
fibroblastech u FD. Nase metabolické experimenty s radioaktivnimi substraty na lidskych bunécnych
iPSC modelech s vyfazenym genem pro AGAL, NAGA i obou gent zaroven, vSak spiSe naznacuji
pritomnost jiné a-galaktosidasy ucastnici se degradace B-GSL.



