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Molekularni patofyziologie ribozomopatii -
onemocnéni s narusenou funkci ribozomu

Molecular pathophysiology of ribosomopathies -
disorders of ribosome dysfunction

Jahoda O.', Kurekova S.!, Hlusickova Kapralova K.', Pospisilova D.%, Horvathova M.!
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SOUHRN: Ribozomy jsou bunécné struktury zodpovédné za syntézu protein(. Utvareji se béhem slozitého procesu, ktery se nazyva biogeneze
ribozomu. Vrozené ribozomopatie jsou heterogenni skupinou onemocnéni, jejichz pfic¢inou jsou genetické abnormality zpUsobujici naruseni
biogeneze a funkce ribozom(. Mutovdny mohou byt geny ribozomalnich protein( i dalsich faktord podilejicich se na ribozomalni biogenezi.
Charakteristickym znakem vrozenych ribozomopatii jsou tkdnové specificka poskozeni a zvysené riziko rozvoje nddorovych onemocnéni.
Nedavny vyzkum navic odhalil, ze klinicky vyznamné jsou i somatické mutace v genech pro ribozomalni proteiny, jelikozZ se podileji na procesu
nadorové transformace. V tomto souhrnném clanku je popsano patofyziologické plsobeni ribozomalnich defektl na bunécné a molekularni
Urovni i mozné mechanizmy podporujici onkogenezi. Clanek dale pojednava o 1é¢bé ribozomopatii a pfedstavuje nové terapeutické moznosti.

KLICOVA SLOVA: ribozomopatie - biogeneze ribozoma - translace — Diamondova-Blackfanova anémie

SUMMARY: Ribosomes are cellular structures responsible for protein synthesis. They are formed during a complex process called ribosome
biogenesis. Congenital ribosomopathies are a heterogeneous group of diseases caused by genetic abnormalities that disrupt ribosome bio-
genesis and function with causative mutations affecting genes encoding for ribosomal proteins or other factors involved in ribosome biogenesis.
A hallmark of congenital ribosomopathies is tissue-specific damage and an increased risk of cancer development. In addition, recent research
has revealed that somatic mutations in genes for ribosomal proteins are also clinically relevant as they are involved in the process of malignant
transformation. In this review article, we describe the pathophysiological effects of ribosome dysfunction at the cellular and molecular level,
as well as possible mechanisms promoting oncogenesis. The article also discusses current treatment of ribosomopathies and presents new
therapeutic options.
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UvVOoD

Ribozomy jsou slozité ribonukleopro-
teinové struktury, které v bunkach plni
esencialni Ulohu v procesu translace za-
bezpecujicim syntézu protein(. Pro pro-
teosyntézu ribozomy vyuzivaji molekuly
medidtorové RNA (mRNA), jejichz nuk-
leotidovou sekvenci prostfednictvim
transferové RNA (tRNA) piekladaji podle
pravidel genetického kédu do amino-
kyselinové sekvence proteinu. Proces
tvorby samotnych ribozomU zvany bio-
geneze ribozom{ je jednim z nejrozma-
nitéjsich a energeticky nejnaro¢néjsich
procest v burice. Ribozomopatie jsou

nedavno ustavenou skupinou onemoc-
néni, kterd je charakterizovdna naruse-
nou biogenezi ribozoma a jejich dys-
funkci. Prvni odhalenou ribozomopatii
byla Diamondova-Blackfanova anémie
(DBA). Toto vzacné onemocnéni, patfici
do skupiny vrozenych syndrom selhani
kostni dfené, bylo popsano jiz v roce
1938, avsak k odhaleni jeho genetické
podstaty doslo teprve na sklonku 20. sto-
leti.V roce 1999 Draptchinskaia et al. po-
psali u pacient s DBA rekurentni hete-
rozygotni mutaci v genu RPS19, ktery
kéduje ribozomalni protein (RP) S19 [1].
RPS19 je integralni soucasti malé ribozo-
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malni podjednotky a mutace jeho genu
byla identifikovéna pfiblizné u 25 % pa-
cientll postizenych DBA. Pozdéji byly
u DBA pacientli objeveny kauzalni mu-
tace i v dalich genech kédujicich jiné
ribozomdlni proteiny (RPs). Tento po-
zoruhodny nélez ved| k pomérné neo-
Cekavanému zjisténi, ze za fenotyp DBA
zodpovidaji mutace, které vedou k na-
ruseni samotné biogeneze ribozomu.
V nésledujicich letech byly odhaleny
dalsi mutace zpUsobujici poruchy v ri-
bozomalni biogenezi i u jinych vzacnych
vrozenych syndromd, coz vedlo k defi-
novani zcela nové skupiny onemocnéni
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zvanych RIBOZOMOPATIE. Syndromy
zahrnuté mezi ribozomopatie jsou kli-
nicky rdznorodé. Existuji ovsem dvé vy-
znamné charakteristiky spole¢né pro
vétsinu téchto onemocnéni. Prvni spo-
¢iva ve zvysené citlivosti nékterych tkani
k naruseni ribozomalni biogeneze. Cha-
rakteristickym prikladem takové tkéné je
kostni dien, jejiz selhani doprovazi vét-
Sinu ribozomopatii. Druhym spole¢nym
rysem je pak vyznamné zvyseni nachyl-
nosti postizenych pacientt k rozvoji na-
dorovych onemocnéni. Pfestoze byl ter-
min ribozomopatie plvodné zaveden
pouze pro oznaceni syndromU zpUso-
benych vrozenymi (germindlnimi) muta-
cemi, nové poznatky nadorové biologie
poukazuji na vyrazny podil a kauzalni
charakter obdobnych ziskanych (soma-
tickych) mutaci u fady nadord. Tyto na-
lezy tak vedly k rozsifeni celé proble-
matiky ribozomopatii i o tzv. somatické
ribozomopatie, které vznikaji az béhem
zivota [2].

Ribozomy a jejich biogeneze

Eukaryotické ribozomy se skladaji z malé
40S a velké 60S ribozomalni podjed-
notky. Nachazeji se volné v cytoplazmé
nebo jako soucast endoplazmatického
retikula. U ¢lovéka je mala ribozomalini
podjednotka tvorena 18S ribozomalni
RNA (rRNA) a 33 RPs a velka podjednotka
je tvofena tfemi rRNA (28S, 5S a 5.85)
a 47 RPs. Biogeneze ribozom1 je nékoli-
kastupriovy, komplexni a koordinovany
proces, ktery z velké &asti probiha v ja-
dérku a jehoz vysledkem je tvorba funk¢-
nich ribozomG v cytoplazmé (obr. 1).
Jednotlivé kroky zahrnuji tvorbu zralych
rRNA, syntézu jednotlivych RPs, jejich
asociaci do 90S pre-ribozomu, ktery se
rozdéli na nezralé 40S a 60S ribozomalni
podjednotky vstupujici do cytoplazmy,
kde nasledné asociuji za vzniku funk¢-
niho ribozomu. K naruseni biogeneze ri-
bozom0 mUize dochazet na vsech Urov-
nich tohoto komplexniho procesu, od
pocatecni transkripce rRNA az po zavé-
re¢né maturacni kroky v cytoplazmé,
ato v dasledku mutaci v genech pro RPs,
rRNA nebo genech kédujicich tzv. zraci

faktory jako napr. treacle, dyskerin nebo
TSR2 (obr. 1).

VROZENE

RIBOZOMOPATIE

Vrozené ribozomopatie zahrnuji hetero-
genni skupinu geneticky podminénych
syndrom, které jsou zpUsobeny ger-
mindlnimi mutacemi narusujicimi né-
ktery z krokl ribozomalni biogeneze.
Prvni syndromy zafazené mezi vrozené
ribozomopatie byly DBA a X-vézana
dyskeratosis congenita (DC). Nasledné
se seznam ribozomopatii rychle rozsi-
fil o dalsi syndromy. Mezi nejvice stu-
dované patii vedle DBA Shwachman(v-
-Diamonddv syndrom (SDS), syndrom
hypoplastickych chrupavek a vlast (car-
tilage hair hypoplasia - CHH) a Treache-
rav-Collinstv syndrom (TCS) [3].

Diamondova-Blackfanova anémie

DBA je vzacna vrozend a obvykle z3-
vaznd makrocytarni anémie, kterd je
zplsobend izolovanou hypo- nebo apla-
zii erytropoézy v kostni dfeni. Preva-
lence onemocnéni se pohybuje mezi
1:100 000 a 1:200 000. Kromé anémie
se u vice nez poloviny pacientll vysky-
tuji rGzné malformace hlavy a obliceje,
palct hornich koncetin i nékterych vniti-
nich organt (srdce, ledviny, urogeni-
talni trakt). Onemocnéni je také spojeno
se zvySenym rizikem rozvoje hematolo-
gickych malignit i solidnich tumord. Vy-
razna predispozice byla pozorovana pre-
devsim k rozvoji myelodysplastickych
neoplazii (MDS), akutni myeloidni leu-
kemie (AML), karcinomu tlustého streva
a osteogenniho sarkomu [4]. Lécba je
v prvnim roce Zivota realizovana poda-
vanim transfuzi erytrocytl. Po prvnim
roce se nasazuji kortikosteroidy, na které
pfiblizné 80 % pacientl reaguje akcele-
raci erytropoézy a zlep3enim krevniho
obrazu. Priblizné 40 % pacientd muaze
byt nasledné dlouhodobé udrzovano
v rezimu nizkych davek steroidd a ve
20 % pripadl dokonce dochdzi k remisi
onemocnéni bez nutnosti dalSich tera-
peutickych intervenci. U pacientd, ktefi
jsou rezistentni na lé¢bu steroidy a jsou
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trvale zavisli na transfuzich, pfipada
v Uvahu transplantace hematopoetic-
kych kmenovych bunék (hematopoietic
stem cell - HSC) [5].

Hlavni genetickou pfi¢inou DBA jsou
mutace v genech kdédujicich RPs, které
jsou identifikovany u vice nez polo-
viny pacientl. K dnesnimu dni byly na-
lezeny mutace v 20 rlznych genech
kodujicich proteiny velké nebo malé ri-
bozomalni podjednotky. Mutace vyka-
zuji autozomalné dominantni typ dé-
di¢nosti, pficemz se predpoklada, ze
homozygotni mutace RP genl jsou le-
talni. V disledku heterozygotnich mu-
taci pak dochazi k tzv. haploinsuficienci
pfislusného proteinu, coz ma za néa-
sledek narusené dozravani rRNA a na-
sledné poruchy v biogenezi ribozomu.
Kromé mutaci v RP genech byly ve spo-
jeni's fenotypem podobnym DBA identi-
fikovany vzdcné kauzalni mutace i v ge-
nech GATAT a TSR2 nachazejicich se na
chromozomu X a autozomalné recesivni
mutace v genech pro erytropoetin (EPO)
a enzym adenosindeamindzu 2 (ADA2).
Gen GATAT kéduje klicovy transkrip¢ni
faktor erytroidni diferenciace, ktery
hraje pravdépodobné stéZzejni ulohu
v samotné patofyziologii DBA. K vy-
raznému snizeni jeho exprese totiz do-
chazi i ve spojeni s mutacemi v RP ge-
nech [6,7]. Gen TSR2 kéduje maturacni
faktor ribozomalni biogeneze [8]. EPO je
peptidicky hormon, ktery plni klicovou
roli v regulaci erytropoézy, a ADA2 je ex-
tracelularni enzym, ktery rozklada ade-
nosin a u néhoz se predpoklada, ze by
mohl hrat dullezitou roli v regulaci za-
nétu pdsobenim na rlst a vyvoj bunék
imunitniho systému. Bialelické mu-
tace v genech EPO a ADA2 vedly u pa-
cientl k erytroblastopenii podobné jako
u DBA [9,10]. Na druhou stranu s vyjim-
kou mutace v genu TSR2 nejsou mutace
v ostatnich nové popsanych genech
spojeny s charakteristickym defektem
v dozravani rRNA. Evropské konsorcium
pro DBA (EuroDBA) v roce 2017 stano-
vilo, Ze viechny geneticky podminéné
erytroblastopenie budou spadat pod
oznaceni DBA syndromy a oznaceni
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Obr. 1. Biogeneze ribozomi a kroky ribozomalni biogeneze narusené pfi ribozomopatiich.

Proces biogeneze ribozomu: A) V jadérku pomoci RNA polymerazy | (Pol 1) dochdzi k transkripci gend, které koéduji pre-
ribozomalni RNA (pre-rRNA), jejiz soucasti jsou sekvence t¥i rRNA (18S, 5.8S a 28S). B) Ctvrta 55 rRNA je transkribovana z jiného
lokusu prostrednictvim RNA polymerazy Ill (Pol Ill). Exprese ribozomalnich proteind, které jsou druhou strukturni a funkcni
slozkou ribozomu probiha obdobné jako exprese vsech ostatnich proteint. Nejprve jsou jejich geny v jadre transkribovany
prostfednictvim RNA polymerazy Il (Pol Il) do mRNA a nasledné je mRNA importovana do cytoplazmy, kde dochazik jeji translaci
na ribozomech. C) pre-rRNA podIéhd maturaci zahrnujici fadu posttranskripcnich modifikaci (napf. sestfih, 2'-O-metylace,
pseudouridylace aj.), které umozni vytvoreni zralych 18S, 5.85 a 28S rRNA. D) Nové syntetizované RPs putuji z cytoplazmy
do jadérka, kde asociuji s rRNAs za vzniku 90S pre-ribozomu. E) V pribéhu dalsiho dozravani je 90S pre-ribozom rozdélen na
nezralou pre 40S a pre 60S ribozomalni podjednotku, které opoustéji jadro a akumuluji se v cytoplazmé, kde je proces bio-
geneze ribozomU dokoncen.

Narusend ribozomalni biogeneze pfi ribozomopatiich (oznacena !): A) Tvorba pre-rRNA prostfednictvim Pol | vyZzaduje
kooperaci s proteinem treacle, ktery je mutovan u Treacherova-Collinsova syndromu (TCS). C) Maturace pre-rRNA zahrnuje
pseudouridylaci (W) zprostfedkovanou dyskerinem a sesttih (3<) na némz se podili RMRP. Mutace dyskerinu, vedou
k X-vézané dyskeratosis congenita (DC) a mutace RMRP zpUsobuje syndrom hypoplastickych chrupavek a vlast (CHH). D)
Narusené skladani pre-ribozomalnich podjednotek v dlsledku haploinsuficience RPs ¢i mutace v zracim faktoru TSR2 vede
k Diamondové-Blackfanové anémii (DBA). E) Vznik funkéniho ribozomu, spojenim 40S a 60S ribozomalnich podjednotek,
vyzaduje Ucast SBDS. Mutace SBDS se poji se Shwachmanovym-Diamondovym syndromem (SDS).
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klasickd DBA bude vyhrazeno pouze
pro erytroblastopenie spojené s defek-
tem v biogenezi ribozom{ (mutace RP,
TSR2). Erytroblastopenie spojené s mu-
tacemi EPO a ADA2 pak nové spadaji do

podskupiny oznacované jako ,DBA-like".
U erytroblastopenii spojenych s mu-
tacemi v GATAT byly navic pozorovény
znaky dyserytropoézy, abnormalni me-
gakaryopoézy a neutropenie, cozZ na-
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znacuje, Ze se jedna o samostatnou spe-
cifickou podskupinu DBA syndromu.
Zhruba v 20 % pfipadl DBA z(stava
geneticka pfi¢ina onemocnéni stale
neobjasnéna [11].
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Dyskeratosis congenita
DC je velmi vzacné onemocnéni vyzna-
Cujici se velkou genetickou i klinickou
heterogenitou. Vzhledem k vzacnosti
onemocnéni nebyla jeho pfesna preva-
lence dosud stanovena, ale odhaduje
se, Ze muzi jsou postiZeni pfiblizné de-
setkrat castéji nez zeny. Onemocnéni
se vyznacuje klasickou triddou muko-
kutdnnich abnormalit zahrnujicich ne-
pravidelnou pigmentaci klze, slizni¢ni
leukoplakii a dystrofii neht. U vice nez
90 % pacientl dochazi k selhani kostni
diené, které zpravidla vede k pancyto-
penii [12]. Podobné jako v pfipadé ji-
nych syndromu selhani kostni diené je
i v pfipadé DC zvysené riziko rozvoje
malignich onemocnéni, nejcastéji se
jedna o spinoceluldrni karcinomy hlavy
a krku, anorektélni karcinom a leuke-
mie. Onemocnéni je také spojeno s vy-
sokym rizikem rozvoje plicni fibrézy [13].
Podobné jako u DBA se cytopenie u DC
[é¢i krevnimi transfuzemi a v pfipadé
progresivniho selhéani kostni diené s tr-
valou zévislosti na transfuzich se nabizi
transplantace HSC. Vzhledem k vysoké
pleiotropii onemocnéni vyzaduje péce
0 pacienty multioborovou spolupraci.
Spole¢nym rysem kauzalnich mutaci
u DC je vyskyt v genech, které se podi-
leji na integrité koncovych ¢asti chro-
mozomu tzv. telomer. Z tohoto ddvodu
se tento syndrom fadi do nové sku-
piny onemocnéni zvané telomeropatie
a za hlavni molekularni mechanizmus
vzniku a rozvoje onemocnéni je pova-
zovano progresivni zkracovani telomer.
V pfipadé X-vazané DC, kterd je spojena
s mutaci v genu DKCT, se pfedpokladad,
ze k patologii onemocnéni vyznamné
pFispivd i naruSeni biogeneze ribo-
zomu [14]. Gen DKCT1 totiz koduje mul-
tifunkcni protein dyskerin, ktery je nejen
soucasti telomerazového komplexu, ale
podili se i na modifikaci (tzv. pseudouri-
dylaci) rRNA (obr. 1) [15].

Shwachmanudv-Diamondiv
syndrom

SDS je vzacné pleiotropni autozomalné
recesivni onemocnéni s prevalenci

1:75 000. SDS je charakterizovany pre-
devsim exokrinni pankreatickou insu-
ficienci a vyznamnou poruchou krve-
tvorby, vedouci vétsinou k chronické, i
intermitentni neutropenii. Velmi ¢asto se
pfidruzuji i anémie a trombocytopenie.
Mezi dal3i klinické pfiznaky patfi kos-
terni abnormality, poruchy jater, srdce
a imunitniho systému. Pacienti mayji
téZ silnou predispozici k rozvoji MDS
a AML. Multisystémové onemocnéni
vyzaduje lé¢ebny rezim navrzeny spe-
cialisty z obor( gastroenterologie a he-
matologie. Pacientim se peroralné po-
davaji pankreatické enzymy a vitaminy
se soucasnou lé¢bou cytopenie pomoci
transfuzi.V pfipadech tézké neutropenie
a infekci se podava faktor stimulujici ko-
lonie granulocytd (G-CSF) a antibioticka
profylaxe [16]. Dlouhodoba lé¢ba vyso-
kymi ddvkami G-CSF u pacient0 s vroze-
nymi neutropeniemi, v¢. SDS, je asocio-
véna se zvysenym rizikem transformace
do MDS/AML [17]. Proto se v jejim prQ-
béhu doporucuje pravidelné vysetiovani
kostni dfené. Pokud se rozvine selhani
kostni difené nebo dojde k transformaci
do myeloidni malignity, je mozné indi-
kovat transplantaci HSC [16].

V roce 2003 byla objevena kauzalni
mutace v genu SBDS, ktera je identifi-
kovana az u 90 % pacientd s klinickymi
pfiznaky SDS [18]. Gen SBDS kéduje ma-
tura¢ni faktor ribozomalni biogeneze
zvany Shwachman-Bodian-Diamond
syndrome (SBDS), ktery svym pUlsobe-
nim umoznuje spojeni 40S a 60S ribo-
zomalnich podjednotek do funkéniho
80S ribozomu (obr. 1). Dalsi vzacné kau-
zalni mutace spojené s SDS byly nale-
zeny v genech EFL1, SRP54 a DNAJC21,
které se podileji na biogenezi a/nebo
translaci proteinG. Nicméné jejich podil
na SDS nepfesahuje ani 1 % pfipadd,
a tak ptiblizné v 10 % pfipadd SDS z{-
stdvd genetickd pficina onemocnéni
stale neobjasnéna [19].

Syndrom hypoplastickych
chrupavek a vlass

CHH je vzacné autozomdalné recesivni
onemocnéni, které se charakteristicky
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vyskytuje predevsim v komunité amis(
s prevalenci 1 : 1 340. Pomérné vysoka
prevalence CHH, 1 : 20 000, se tykd i lidi
plvodem z Finska, avsak mimo uvedené
populace se stimto onemocnénim setka-
vame velmi zfidka [20]. Klinicky se CHH
projevuje jako forma nanismu s kratkymi
koncetinami a hypoplazii vlast a ochlu-
peni. Nemoc také doprovazi mirna az
tézka imunodeficience, kterd je vysled-
kem neutropenie a lymfopenie. Rovnéz
bylo prokdzano zvysené riziko rozvoje
nékolika malignit, pfedevsim non-hodg-
kinovych lymfoma [21]. Podobné jako
u SDS lze chronickou neutropenii fesit
podavanim G-CSF a tézkou imunodefi-
cienci transplantaci HSC.

V roce 2001 byla identifikovana kau-
zalni mutace v genu RMRP, jehoz pro-
duktem je nekédujici RNA. Tato RNA se
spolu s dalSimi proteiny podili na vzniku
multifunkéniho komplexu, ktery ma
esencialni ulohu pfi sestfihu a dozravani
rRNA v jadérku [22,23] (obr. 1).

TreacherGv-Collinsdv syndrom

TCS je autozomalné dominantni one-
mocnéni s incidenci 1: 50 000. Onemoc-
néni vznikd béhem casného embryonal-
niho vyvoje jako disledek abnormalni
proliferace bunék neurdlini listy a hlav-
nim klinickym pfiznakem je kraniofa-
cidlni dysmorfie dané hypoplazii oblice-
jovych kosti. Dale se mohou vyskytovat
deformace usi spojené s nedoslycha-
vosti a eventudlné Uplnou hluchotou,
rozstép patra, nespravné zarovnani
zub( a Sikmé oci. Péce o pacienty vyza-
duje spolupraci odborniki z oborl oto-
rhinolaryngologie, oftalmologie, orto-
doncie a logopedie, pficemz zdvazné
kraniofacialni deformity vyzaduiji chirur-
gickou rekonstrukci. Na rozdil od ostat-
nich vySe zminénych ribozomopatii
TCS neni spojen s poruchou krvetvorby
ani s predispozici k rozvoji nadorovych
onemocnéni.

V roce 1996 byla geneticka pficina TCS
spojena s mutacemiv genu TCOF1.Tento
gen kéduje jadérkovy protein treacle,
ktery reguluje ¢innost RNA polymerazy
I, a ma tedy vliv na priabéh transkripce
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gent kodujicich rRNA (obr. 1). Zarazeni
TCS mezi ribozomopatie zplsobené
deregulaci transkripce rRNA byla pod-
pofena i nalezenim kauzalnich mutaci
v genu kédujicim podjednotku RNA po-
lymerazy | [24].

SOMATICKE
RIBOZOMOPATIE

Somatické ribozomopatie zahrnuji Si-
rokou $kalu nadord se ziskanymi mu-
tacemi v genech interferujicimi s bio-
genezi ribozoma. Pfedevsim jde o geny
pro RPs, nejcastéji mutovanym je gen
pro RPL5 (tab. 1). | kdyz se somatické
mutace v genech pro RPs vétsinou od-
liSuji od zarodecnych mutaci spojenych
s DBA, jde zpravidla rovnéz o heterozy-
gotni ztratové mutace, v jejichz disledku
dochazi k haploinsuficienci pfislusného
proteinu. V pfipadé nadorovych one-
mocnéni se nepredpoklada, ze by gene-
tické zmény v RPs byly samy o sobé do-
state¢né pro vznik nadoru. Rekurentni
vyskyt téchto mutaci napfi¢ rGznymi na-
dorovymi onemocnénimi i experimenty
na zvifecich modelech oviem naznacuji
jejich onkogenni potencial v procesu na-
dorové transformace [25,26].

MDS-5q

Nejlépe charakterizovanou somatic-
kou ribozomopatii je 5g-syndrom, ktery
je povazovany za subtyp MDS a dle ak-
tualni WHO klasifikace hematolymfoid-
nich tumorl je nové oznacovany jako
MDS s nizkym poctem blastl a izolova-
nou deleci 5q (MDS-5q) [27]. Poprvé byl
popsan v roce 1974 u pacient s refrak-
terni anémii, u nichz se vyskytoval cy-
togeneticky ndlez intersticidlni delece
dlouhého raménka chromozomu 5. Vy-
znacuje se makrocytarni anémii, ktera
je casto doprovéazena trombocytézou.
V porovnani s jinymi subtypy MDS maji
pacienti s MDS-5q lepsi prognézu a rela-
tivné nizkou miru progrese do AML, pfi-
¢emz narusena erytropoéza pacientl
pomérné dobfe odpovidd na lécbu le-
nalidomidem. Nicméné pfitomnost dal-
Sich somatickych mutaci v RUNX1, TET2,
ale zejména v TP53, ktery kéduje tumo-
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Tab. 1. Geny pro ribozomalni proteiny jejichZz somatické mutace se
opakované vyskytuji u nékterych nadorovych onemocnéni [2].
RPgen Nadorova onemocnéni Cetnost
mutaci
RPL5 karcinom prsu, melanom, mnohocetny myelom, glioblastom ~30%
RPL22 karcinom Zaludku, karcinom endometria, kolorektaIni karcinom ~10 %
RPL23A  karcinom délohy ~15%
RPS15 relabovand chronickd lymfocytarni leukemie ~20%
RPL10 T-bunéc¢na akutni lymfoblasticka leukemie ~10%

rovy supresor p53, je spojena s negativni
progndzou a progresi onemocnéni [28].
Deletovana oblast u MDS-5q zahrnuje
nékolik gend, avsak hlavni vliv na roz-
voj onemocnéni ma ztrata genu RPST4.
Heterozygotni ztrata tohoto genu vede
podobné jako u DBA k haploinsuficienci
RPS14 s naslednymi poruchami v ribozo-
malni biogenezi.

MOLEKULARNI
PATOFYZIOLOGIE
RIBOZOMOPATII

Pfedpoklada se, ze hlavni podil na mo-
lekuldrni podstaté ribozomopatii maji
predevsim dva vzajemné se nevylucujici
a silné provazané mechanizmy: aktivace
tumorového supresoru p53 v reakci na
ribozomalni stres a pozménéni translace
v dsledku zmény poctu a/nebo funkce
ribozomua. Vyzkum poslednich nékolika
let navic poukazuje i na vyznamny podil
oxidacniho stresu v patofyziologii téchto
onemocnéni.

Ribozomalni stres a aktivace p53

PfestoZze je jadérko primarné znamé
svou roli v biogenezi ribozom, v sou-
Casnosti se ukazuje, ze se jedna o orga-
nelu s mnoha dalsimi funkcemi. Uka-
zuje se, ze jadérko funguje jako senzor
siroké skaly rdznych bunécnych stresord
(UV zareni, chemoterapeutika, hypoxie,
oxidacni stres, teplotni 3ok aj.) a zpro-
stfedkovava aktivaci stresovych signal-
nich drah [29]. Mezi tyto stresory patfi
pravé i aberantni exprese gent ovliviu-
jicich ribozomalni biogenezi. Hlavni od-
povédi na ribozomalni stres je aktivace
p53 signalizace, pficemz nejlépe zdo-
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kumentovany mechanizmus, aktivu-
jici tuto drdhu, zahrnuje vazbu RPs na
Mdm2 protein. Mdm2 ubikvitinyluje tu-
morovy supresor p53 a tim jej sméfuje
k proteazomalni degradaci. Diky tomu
se v burice za fyziologickych podminek
udrzuji jen nizké hladiny p53 [30]. V pfi-
padé narudeni biogeneze ribozom( do-
chazi v jadérku k vytvoreni specifickych
podminek, které vedou k akumulaci vol-
nych RPs a ty po uvolnéni z jadérka in-
teraguji v nukleoplazmé s Mdm2, ¢imz
inhibuji jeho schopnost degradovat
p53[31,32] (obr. 2).

Aktivace p53 a jeho nasledna signali-
zace predstavuje pravdépodobné cent-
ralni uzel v rozvoji hypoproliferativnich
klinickych pfiznak( vrozenych ribozo-
mopatii. V dusledku jeho nadmérné ak-
tivace totiz dochazi k naruseni priibéhu
buné¢ného cyklu, senescenci a apo-
ptéze. Charakteristické proliferacni de-
fekty specifickych tkani, napt. bunék
neurdlnilisty u TCS ¢i erytroidnich proge-
nitord v pfipadé DBA, jsou pfisuzovany
mimo jiné i zvy$ené nachylnosti téchto
bunéc¢nych typa k aktivaci p53. Nicméné
geneticka i farmakologicka deplece ak-
tivity p53 vedla k Upravé jen nékterych
symptomu ribozomopatii. Tato skutec-
nost v soucinnosti s dalSimi komplex-
nimi molekuldrnimi patologiemi nazna-
Cuje nutny vliv i dalsich mechanizm jak
na aktivaci p53, tak i na rozvoj samot-
ného onemocnéni [33].

Pozménéna translace

a zmény proteomu

Kromé dUkazll o centralni Uloze p53 v pa-
tofyziologii ribozomopatii existuje rov-
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Obr. 2. Aktivace p53 signalizace prostiednictvim ribozomalniho stresu.

A) Za normalnich rdstovych podminek je hladina tumor supresoru p53 udrzovana na nizké Urovni diky ubikvitinaci
a proteazomalni degradaci zprostfedkované interakci p53 s MDM2.

B) Pfi ribozomalnim stresu se z jadérka uvolnuji ribozomalni proteiny (zejména RPL5 a RPL11) a 5S rRNA, které vazbou na
MDM2 zamezuji degradaci p53. Vysledné zvyseni hladiny p53 a aktivace p53 signalizace pak muze vést k zastavé buné¢ného
cyklu, senescenci i apoptoze.

néz rada dudkazd i o vlivu pozménéné  fickym zméndém translace. Zmény pro-  ukazuji, ze v dlsledku snizené koncent-
translace. Mutace v genech interferu- teomu v dlsledku narusené translace  race ribozom0 dochdzi u pacientd s DBA
jicich s ribozomalni biogenezi vedou by mohly byt klicem k alespon ¢aste¢-  k snizeni translace erytroidniho tran-
nejen ke globalnimu snizeni Urovné syn-  nému pochopeni tkanové specifity ribo-  skripéniho faktoru GATA1 [7,34]. Nizka
tézy protein(, ale i k vyraznym speci- zomopatii. Dvé pomérné recentni prdce  hladina GATA1 vede k defektu erytro-
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poézy, ktery se projevuje zpozdénim di-
ferenciace a zvysenou apoptézou ery-
troidnich bunék, coz jsou hlavni znaky
DBA. Kromé regulace exprese ery-
troidné specifickych gend bylo v in vitro
studii prokazano, Ze GATAT interaguje
s p53 a inhibuje aktivaci p53 signalni
drahy. To naznacuje, ze snizena exprese
GATAT1 u DBA by mohla byt dal$im z me-
chanizm spoluzodpovédnych za nad-
mérnou aktivaci p53 [35]. Kromé naru-
Sené translace se na snizeni mnozstvi
GATAT1 u DBA podilii pokles hladiny cha-
peronu HSP70, ktery stabilizuje a chrani
GATA1 pred rozstépenim. V duasledku
zvysené proteazomalni degradace do-
chazi ve spojeni s mutacemi v nékterych
RP genech (napf. RPL5, RPL11, RPS24)
k vyraznému poklesu HSP70 [36]. Vy-
znam role redukované hladiny GATA1 na
charakteristicky fenotyp DBA pak podtr-
huje i zjisténi, Ze mutace GATAT mohou
samy o sobé vést k rozvoji fenotypu po-
dobného DBA. Mimo GATAT jsou trans-
la¢nimi defekty u DBA zasazeny i dalsi
specifické geny, které rovnéz sehravaji
klicovou roli v proliferaci a diferenciaci
erytroblastt [37].

Oxidacni stres

V poslednich letech narlsta pocet stu-
dii, které naznacuji vyznamny vliv oxi-
dacniho stresu v patogenezi jednotli-
vych ribozomopatii [38-41]. Oxidacni
stres vznika v disledku akumulace reak-
tivnich forem kysliku (ROS), které jsou pfi
zvysenych hladinach pro buriku toxické
a vedou k inhibici proliferace a apo-
ptéze. Mechanizmus toxicity zahrnuje
oxidacni poskozeni nukleovych kyselin,
proteint a lipid(i a také vede prostied-
nictvim naruSeni mitochondridlnich
funkci k vyraznym zménam v energe-
tickém metabolizmu bunky. Zvysené in-
tracelularni hladiny ROS se navic mohou
prostfednictvim oxidativniho poskozeni
DNA vyznamné spolupodilet i na akti-
vaci p53 [39].

Mechanizmy, kterymi defektni bio-
geneze ribozom{ zpusobuje narusdeni
redoxni homeostazy, nejsou dosud de-
tailné pochopeny. Jednou z moznosti
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by mohly byt pravé vseobecné i selek-
tivni defekty v translaci mRNA. Kupfi-
kladu bylo zjisténo, ze v DBA erytroid-
nich prekurzorech dochazi k naruseni
translace globinovych fetézcl a tim
i rovnovahy mezi syntézou hemu a glo-
bind. Pfebytecny volny hem se pak po-
dili na nadmérné produkci ROS [42]. Na
indukci ROS v hematopoetickych proge-
nitorech by se mohlo podilet i prozanét-
livé mikroprostredi, které je vysledkem
abnormalni sekrece prozanétlivych fak-
tor bunkami tvoricimi hematopoetic-
kou niku [39,43].

Onkogenni mechanizmus
somatickych ribozomopatii
Onkogenni mechanizmy somatickych
ribozomopatii nejsou prozatim dosta-
tecné vysvétleny. Pfedpoklada se, ze by
v dUsledku pozménéné translace mohlo
dochézet k posunu v transla¢nim pro-
filu smérem k nadmérné syntéze proon-
kogennich proteini a potlaceni syn-
tézy tumorovych supresord. V pomérné
nedavno publikované praci bylo zjis-
téno, Ze rekurentni mutace R98S v genu
RPL10, ktera se vyskytuje u 8 % pediatric-
kych T-bunéc¢nych akutnich lymfoblas-
tickych leukemii, vedla v leukemickych
burikdch k nadmérné translaci antiapo-
ptotického faktoru BCL2 [44]. Jina prace
zase ukazala, ze bunky s touto mutaci
vykazovaly zvySenou expresi nékolika
proteind JAK/STAT signalni drahy, ktera
fidi bunécnou proliferaci a preziti [45].
Déle se uvazuje, ze potencidlnim zdro-
jem onkogeneze by mohlo byt i naruseni
neribozomalnich funkci mutovanych
RPs, které zahrnuji napf. regulaci nékte-
rych onkogent a tumorovych supresord.
V kontextu ribozomopatii je nejlépe cha-
rakterizovanou mimoribozomalni funkci
RPs schopnost nékterych z téchto pro-
teind v reakci na ribozomalni stres ak-
tivovat p53 signalizaci. Ztratové mu-
tace v klicovych genech této signalizace,
RPL5 &i RPLT1, mohou vést k naruseni ak-
tivace p53, a tim i vétsi nachylnosti k ma-
ligni transformaci [46]. Nékteré RPs navic
plsobi jako supresory vyznamného on-
kogenu c-myc [47,48]. Ztrata téchto RPs
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by tak mohla vést k nddorové transfor-
maci prostfednictvim zvysené exprese
c-myc. Vliv mutaci v RP genech na rozvoj
rakoviny mUGze byt zprostfedkovan také
nepfimo. Vysledné ribozomalni defekty
totiz mohou vést ke komplexnim meta-
bolickym a redoxnim zméndm a v da-
sledku zvyseného oxidacniho poskozeni
DNA pak muze dochazet k akumulaci se-
kundarnich mutaci urychlujicich proces
nadorové transformace [40].

Predispozice k nadorovym
onemocnénim u ribozomopatii
Pfestoze jsou ¢asné projevy vrozenych
ribozomopatii charakteristicky spojené
s rlznymi defekty v bunécném rlstu
a déleni, pro vétsinu z nich byla popsana
predispozice k rozvoji nadorovych one-
mocnéni. Paradox pfechodu od hy-
poproliferace k hyperproliferativnimu
onkogenimu fenotypu v pozdéjsi fazi zi-
vota pacientl byl poprvé popsan v roce
1967 doktorem W. Dameshkem a je zndm
jako tzv.,Dameshkova hadanka” [49].

Tuto paradoxni proménu fenotypu se
pokusili vysvétlit Kampen et al. [2], ktefi
predpokladaji, Ze prestoze defekt v ri-
bozomalni biogenezi mlize od samého
pocatku prostfednictvim dysregulace
onkogenl a nddorovych supresord pod-
porovat progresi k nadorovému one-
mocnéni, jiné bunécné zmény tento
efekt utlumi a vedou k potlaceni prolife-
race. Vyznamnou ulohu v pfechodu od
hypoproliferace k hyperproliferaci pak
autoli pripisuji predevsim plsobeni oxi-
dacniho stresu. Ten svou toxicitou zpo-
maluje bunéc¢nou proliferaci, ale zaro-
ven svymi mutagennimi ucinky muze
urychlovat vznik novych mutaci. Né-
které z téchto mutaci pak mohou po-
moci bunkam pfekonat/obejit tlak me-
chanizmi vedoucich k hypoproliferaci
a nasledna akumulace dalSich genetic-
kych zmén muze déle urychlovat pro-
ces nadorové transformace [2,40]. PFi-
kladem takové genetické zmény mohou
byt mutace inaktivujici p53. Neddvna
studie ukazala, Ze pravé somatické mu-
tace TP53 se u pacientll s SDS podileji na
rozvoji MDS [50].
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Lécivo Onemocnéni
Sotatercept DBA
Trifluoperazin DBA
SMER28 DBA
Danazol DC
AVID200, SD208 SDS
L-leucin DBA
Eltrombopag DBA
DC
Rdstovy hormon (GH) CHH
Bortezomib, MG132 TCS
Ataluren SDS

Tab. 2. Pfehled nové testovanych potencialnich Ié¢iv u ribozomopatii [63].

Piedpokladany mechanizmus tcinku
inhibice TGF-( signalizace
snizeni aktivity p53
indukce autofagie
prevence zkracovani telomer

inhibice TGF-f signalizace

zvyseni proteosyntézy

nitrobunécna restrikce zeleza, obnoveni poméru

hemu a globind

aktivace signalizace pres trombopoetinovy receptor

aktivace GH signalni drahy, stimulace metabolizmu

inhibice proteazomalni degradace

obnoveni exprese SBDS narusené v disledku

nonsense mutace

? — protichddné vysledky; CHH - syndrom hypoplastickych chrupavek a vlast (cartilage hair hypoplasia); DBA - Diamondova-Blackfano-
va anémie; DC - dyskeratosis congenita; SDS - Shwachmanv-Diamonddv syndrom; TCS - TreacherGv-Collinsiv syndrom

Efekt 1écby

stimulace erytropoézy

stimulace erytropoézy, zlep3eni
rdstovych a vyvojovych defektl

stimulace erytropoézy

stimulace hematopoézy
zlepseni rlistu?
zmirnéni kraniofacialnich defektd

zvyseni diferenciace myeloidnich
prekurzord, narlst poctu mononuk-
ledrnich bunék v krvi

NOVE MOZNOSTI

LECBY VROZENYCH
RIBOZOMOPATII

Soucasny standard [é¢by ribozomopa-
tii se zaméruje predevsim na sympto-
matickou terapii. Farmakologicka lé¢ba
kortikoidy a podavani transfuznich pfi-
pravkd jsou spojené s pfislusnymi ne-
zaddoucimi ucinky. V pfipadé steroidd
jde o rastovou retardaci, vznik zalude¢-
nich viedl, nachylnost k infekcim a roz-
voj osteopordzy, hypertenze a sekundar-
niho diabetu. U pravidelného podavani
transfuzi je nezbytnda adekvatni chela-
tacni l1é¢ba, k prevenci pretizeni organi-
zmu zelezem, které muze vést k endo-
krinnim dysfunkcim a zavazné organové
toxicité [51]. Doposud jedinou kurativni
[é¢bou hematologickych projeva ribo-
zomopatii je transplantace HSC, ktera
vsak s sebou nese fadu zavaznych rizik
a komplikaci, v¢. vyznamné morbidity
a mortality.

Vyvoj novych léciv

Kortikosteroidy navzdory mnoha poku-
sim o nalezeni novych lé¢ebnych alter-
nativ nadéle zlstavaji hlavnim pilifem
farmakologické |é¢by DBA [52].

Nejnadéjnéjsim novym pfistupem
k 1é¢bé DBA by mohla byt terapeuticka
suplementace aminokyselinou L-leu-
cinem. Tato aminokyselina je znama
svou schopnosti stimulovat proteosyn-
tézu [53]. V roce 2007 Pospisilova et al.
popsali prvni Uspésnou lécbu leuci-
nem u pacientky zavislé na podavani
transfuzi [54]. Vysledky pilotni mul-
tiinstitucionalni klinické studie faze 1/11
(NCT01362595) ukazaly, ze 1écba leu-
cinem vedla u 16 % DBA pacientl za-
vislych na transfuzich k erytroidni od-
povédi a u 36 % a 44 % pacientl doslo
po nékolika mésicich také ke zvyseni
télesné hmotnosti a lineéarni rychlosti
rastu. Lécba leucinem navic neni pfi
spradvném monitorovani jeho hladiny
spojena s zadnymi vyznamnymi neza-
doucimi Ucinky [55].

Dalsim zajimavym cilem z hlediska te-
rapeutické intervence je TGF-§ signalni
draha. Nadmérna aktivace této drahy je
spojend s potlacenim krvetvorby a jeji
dysregulace byla zjisténa napf. u DBA
i SDS [56,57]. Inhibitory TGF-B signali-
zace, jako jsou sotatercept, luspater-
cept ¢i galunisertib, podporuji produkci
erytrocytl a vedou ke zvyseni hemo-

globinu a hematokritu u zdravych dob-
rovolnikd, ale napft. i u pacientd s p-ta-
lasemii, u kterych dochazi ke stimulaci
pozdni faze erytroidni diferenciace
a korekci neefektivni erytropoézy [58].
Potencialni vyuzitelnost téchto latek
v [é¢bé hematologickych symptomu ri-
bozomopatii podporuji jak dobré vy-
sledky testovani u zvifecich modelt [59],
tak vysledky klinickych studii, které uka-
zaly efekt téchto latek pfi prekonavani
myelosuprese, neefektivni erytropoézy
a zmirnéni anémie u pacientl s nizko-
rizikovym MDS, pro néz je aberantni
TGF-B signalizace rovnéz charakteris-
ticka [60]. V roce 2019, resp. 2020, byl
luspatercept schvalen FDA a EMA pro
[é¢bu dospélych pacientd s p-talasemii,
ktefi jsou zavisli na transfuzich, a anemi-
ckych MDS pacient0 s prstencitymi side-
roblasty, u kterych selhala lé¢ba prepa-
raty stimulujicimi erytropoézu a zUstali
zavisli na transfuzich. Zatim jedina kli-
nicka studie (NCT01464164), jez méla za
cil zhodnotit bezpecnost a Uc¢innost so-
taterceptu u dospélych pacientd s DBA
zavislych na transfuzich, byla pred-
¢asné ukoncena v souvislosti s pandemii
COVID-19.
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Rozsahly screening bioaktivnich che-
mikalii k identifikaci latek schopnych
zvratit endotelidlni a morfologické de-
fekty u rybiho modelu DBA odhalil po-
tencidl inhibitor( kalmodulinu. Jednim
z téchto ucinnych inhibitord byl i triflu-
operazin, |é¢ivo schvalené FDA k |écbé
schizofrenie. Pfiznivé ucinky trifluope-
razinu byly potvrzeny i na sav¢ich mo-
delech DBA a bylo zjisténo, ze mecha-
nizmus ucinku zahrnuje snizeni aktivity
p53[61,62]. Podobné jako v pfipadé sot-
aterceptu byla klinicka studie uziti triflu-
operazinu u DBA (NCT03966053) pied-
¢asné ukoncena v souvislosti s pandemii
COVID-19. Pfehled potencialnich léciv
nové testovanych u rdznych vrozenych
ribozomopatii [63] je uveden v tab. 2.

Genova terapie

Genovou terapii je mozné volné defino-
vat jako zavedeni genetického materialu
do bunék pacienta za l[é¢ebnym ucelem.
Typicky se do cilovych bunék pomoci
vektoru dodava funkéni verze pozadova-
ného genu, aby se prekonal jejich vnitini
geneticky defekt. Vzhledem k tomu, ze
charakteristickym a vyraznym klinickym
rysem fady ribozomopatii je pravé se-
Ihani kostni diené, jevi se tato skupina
onemocnéni jako dobry cil pro vyuziti
ex vivo genetické upravy HSC. Oproti kla-
sické alogenni transplantaci by odpadly
komplikace spojené s hledanim vhod-
ného darce a naslednym predtransplan-
tacnim pfipravnym rezimem. Na druhou
stranu genova terapie vyzaduje u pa-
cientd znalost mutovaného genu. To
zcela znemoznuje |é¢bu pomérné vel-
kého mnozstvi pacient(, u nichz je ge-
netickd pfi¢ina onemocnéni neobjas-
néna. U¢innost a proveditelnost genové
terapie u DBA byla hodnocena v néko-
lika studiich a jeji terapeuticky potencial
byl rovnéz ovéfen in vivo na DBA mysim
modelu [64-68].

Nastup technologii pro cilenou Upravu
genomu, zastoupeny predevsim nejno-
véjsim nastrojem CRISPR/Cas9, odstarto-
val revoluci v oblasti genové terapie, je-
likoz umozniuje dosazeni terapeutického
ucinku primou korekci kauzalnich mu-
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taci. Oproti klasickému zpUsobu genové
terapie se tak vyhyba riziku inzeréni mu-
tageneze, a navic si opraveny gen za-
chovava pozici v ramci genomu, coz
prispiva k zajisténi prirozené regulace
jeho exprese. Nékolik vyzkumnych sku-
pin jiz uspésné aplikovalo technologii
CRISPR/Cas9 ke korekci mutaci, jez jsou
pfi¢inou jinych hematologickych cho-
rob. Napt. Skvarova et al. [69] dokazali
opravit a obnovit funkci mutovaného
genu FANCDT (BRCA2) v primarnich fib-
roblastech ziskanych od pacienttd s Fan-
coniho anémii (FA).

ZAVER

Intenzivni vyzkum poslednich let odha-
lil komplexnost molekularni podstaty ri-
bozomopatii a umoznil ozfejmit jeji dilci
aspekty. Definovani mechanizm, které
se podileji na patogenezi ribozomopatii,
Usti i do vyvoje a testovani novych léciv
a je zndmkou vyznamného védeckého
pokroku v boji proti této heterogenni
skupiné onemocnéni.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AML - akutni myeloidni leukemie

ADAZ2 - adenosindeamindza 2

CHH - syndrom hypoplastickych chrupavek
a vlasu

DBA - Diamondova-Blackfanova anémie
DC - Dyskeratosis congenita

EMA - Evropska lékova agentura

EPO - erytropoetin

FA - Fanconiho anémie

FDA - americky Ufad pro kontrolu potravin
a léciv

G-CSF - faktor stimulujici kolonie granulocytt
GH - ristovy hormon

HSC - hematopoetickd kmenova burika
HSP70 - heat shock protein 70

Mdm2 - mouse double minute 2

MDS - myelodysplastické neoplazie

mRNA - mesengerova RNA

pre-rRNA - pre-ribozomélni RNA

ROS - reaktivni formy kysliku

RP/RPs - ribozomalni protein(y)

rRNA - ribozomalni RNA

SBDS - Shwachman-Bodian-Diamond syndrome
SDS - Shwachmantv-Diamonduv syndrom
TCS - TreacherGv-CollinsGv syndrom

TGEF-B - transformuijici rstovy faktor p
tRNA - transferovd RNA
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