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Abstrakt

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacné vrozené onemocnéni kostni diené, které
je charakterizovano poruchami ve vyvoji erytrocytli a byva doprovazena Sirokou skalou jinych
defektt. Je zptisobena mutaci v nékterém z genti ribozomalnich proteinti, ve ¢tvrtin€ vSech piipada
se jedna o gen RPS19. Mechanismus vzniku patologie této nemoci neni dosud pfesn¢ znam. Pro
lepsi porozuméni vztahu genotypu a fenotypu u DBA byl vytvoifen mysi model s homozygotni

mutaci vysoce konzervovaného argininu 67 (Rps19RE7ARE7AY,

Mysi model s touto mutaci vykazuje mnoho fenotypovych ptiznak odpovidajicich tém,
kterymi trpi pacienti s DBA. V této diplomové praci se zaméfujeme na charakterizaci
hematopoetickych a erytropoetickych vlastnosti tohoto mysiho modelu. Prokazali jsme, ze mysi
trpi anémii a k poruchdm erytropoézy dochdzi ve stadiu proerytroblasti. V hematopoéze jsme

pozorovali zmény jiz od stddia multipotentnich progenitora.

Role proteinu p53 v patogenezi DBA je jiz dlouho znama. Pracovali jsme proto i s modelem
Rps19R7ARETATIHS53-- na kterém jsme pozorovali zichranu fenotypu. Erytropoéza ani
hematopoéza nebyla u tohoto mySiho modelu narusena. Pomoci transkriptomické analyzy jsme
prokazali, ze u Rps19R7AR67A mysi dochazi ke zvysené expresi nékolika geni, které jsou viechny
soudasti p53 signalni drahy, zatimco u Rps19R¢7AR67ATrp53- mysi nedochazi ke zvysené expresi

téchto genti. Toto pozorovani potvrzuje dilezitost pS3 signalni drahy v patogenezi DBA.

Kli¢ova slova

Diamondova-Blackfanova anémie, Rps19, Trp53, myS$i model, erytropoéza, hematopoéza,

RNA sekvenovani



Abstract

Diamond-Blackfan anemia (DBA) is a rare congenital bone marrow failure syndrome
characterized by deficient development of erythroid progenitors and accompanied by a variable
set of developmental defects. About 25 % of patients have mutations of the small ribosomal
subunit protein RPS19, and the precise mechanism of single aminoacidic mutations of RPS19
protein in the pathology of Diamond-Blackfan anemia remains largely unknown. To understand
the interaction between of genotype and phenotypic variability we have created a mouse model

with homozygous mutation in a highly conserved arginine 67 (Rps19R67A/R674)

Mouse model with this mutation display many of the same phenotypical trades as patients
with DBA. We decided to focus on hematopoiesis and erythropoiesis in this mouse model and

tried to characterize those processes. We discovered that Rps19R67A/RE7A

mice similarly to DBA
patients suffer from anemia and that the erythropoiesis process is disrupted at the stage of
proerythroblasts. We also observed changes in hematopoiesis in stages as early as multipotent

progenitors.

The role of p53 protein as a modifier of DBA phenotype is well known. We created mouse
model with p53 depletion to assess the role of p53 protein in relation with mutation in Rps/9.
Rps19RE7ARTATH53- mice show no signs of DBA, thus the mutation in Trp53 acts as rescue of
the phenotype. Erythropoiesis and hematopoiesis of those mice remains unchanged compared to
wild-type mice. Using transcriptomic analysis of adult bone marrow cells and E14.5 fetal livers
from Rps19RO7ARE7A mice we identified a small set of genes — transcriptional targets of p53
signaling pathway, associated with DBA phenotype, whose expression was not upregulated in the
Rps19RE7ARETATH53"- mice model, highlighting the significance of p53 signaling pathway in DBA

pathogenesis.
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1 Seznam zkratek

ADA2
AF

AML
ARE
BFU-E
CCp

CD
CDKNI1A
cDNA
CFU-E

CLP
CMP
DBA
DC
DNA
EDTA
EPO
EpoR
ETS
FasL
GMP
HIF
HSC
HSP
CHH

ITS
JAK2
LT-HSC

MDM2
MEP

MPP
MPP1
MPP2
MPP3
MPP4
mRNA

adenosine deaminase 2

assembly factor

acute myeloid leukemia

AU-rich element

burst-forming unit — erythroid
Czech Center for phenogenomics
cluster of differenciation
cyclin-dependent kinase inhibitor 1
complementary DNA
colony-forming unit — erythroid

common lymphoid progenitor
common myeloid progenitor
Diamond-Blackfan anemia
X-linked dyskeratosis congenita
deoxyribonucleic acid
ethylenediaminetetraacetic acid
erythropoietin

erythropoietin receptor
external transcribed spacer
Fas ligand
granulocyte-macrophage progenitor
hypoxia-inducible factor
hematopoietic stem cell

heat shock protein

Cartilage hair hypoplasia

internal transcribed spacer
janus kinase
long-lived hematopoietic stem cell

mouse double minute 2 homolog

megakaryocyte-erytroid progenitor

multipotent progenitor
short-term HSC
myeloid-biased MPP
balanced MPP
lymphoid-biased MPP
messenger RNA

adenosindeaminaza 2

skladaci faktor

akutni myeloidni leukémie

AU-bohata oblast

¢asna faze vyvoje Cervené krevni fady
Ceské centrum pro fenogenomiku
diferenciacni skupina

cyklin dependentni kindzovy inhibitor 1
komplementarni DNA

unipotentni kmenova buiika cervené
krevni fady

lymfoidni progenitor

myeloidni progenitor
Diamondova-Blackfanova anémie
X-vazana kongenitélni dyskeratoza
deoxyribonukleova kyselina
kyselina ethylendiamintetraoctova
erytropoetin

erytropoetinovy receptor

vnéjsi prepisovany mezernik

Fas ligand

progenitor granulocytli a makrofagu
transkrip¢ni faktor indukovany hypoxii
hematopoetické kmenova buika
protein teplotniho Soku

syndrom hypoplastickych chrupavek a
vlast

vnitini piepisovany mezernik

janus kinaza

ey

dlouhozijici hematopoetickd kmenova
bunka

ubiquitin ligaza E3

progenitor pro megakaryocyty a
erytrocyty

multipotentni progenitor
kratkodobé obnovujici se HSC
myeloidné zaméfené MPP
balancované MPP

lymfoidné zamétené MPP
mediatorova RNA



NF-xB

NLS
OS
PBS
PH
PI
PIP3

Pol 1
Pol 11
Pol 111
PP2A
PRMT
PTC
rDNA
RNA
ROS
RP
RPL

RPS

rRNA
rRNP
SDS
snRNA
STAT

TCS
tRNA
UTR

Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B

nucleolus localization signal
ovelall survival
phosphate-buffered saline
pleckstrin homology
propidium iodide
phosphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphate

Polymerase I

Polymerase 11

Polymerase 111

protein phosphatase 2
protein arginine methyltransferase
peptidyl transferase center
recombinant DNA
ribonucleic acid

reactive oxygen species
ribosomal protein

ribosomal protein of large ribosomal
subunit

ribomosal protein of small ribosomal
subunit

ribosomal RNA

rRNA-protein complex
Schwachman-Diamond syndrome
small nucleolar RNA

signal transducer and activator of
transcription

Treacher Collins syndrome
transfer RNA

untranslated region

nukleéarni faktor kappa B

jadérkovy lokaliza¢ni signal
celkové preziti

fosfatovy pufr

plekstrin homologicky
propidium jodid
fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfat

Polymeraza I

Polymeraza II

Polymeraza III

protein fosfataza 2

protein arginin methyltransferaza

peptidyl transferazové katalytické centrum
rekombinantni DNA

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku

ribozomalni protein

ribozomalni protein velké ribozomalni
podlednotky

ribozomalni protein malé ribozomalni
podjednotky

ribozomalni RNA

komplex rRNA a proteinti
Schwachmantv-Diamondtv syndrom
malé jadernd RNA

fosforylovany ptenasec signalu a aktivator
transkripce

Treacher Collinstiv syndrom
transferovd RNA
nepiekladand oblast



2 Uvod

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacné genetické onemocnéni charakterizované
anémii a poruchami erytropoézy. Ptiblizn€ v poloving€ piipadl se u pacienti objevuji dalsi
priznaky, nejcastéji rizné malformace. DBA se fadi mezi ribozomopatie — nemoci zpisobené
poruchami v ribozomech. Ve vétSin€ piipadi je DBA zplsobena mutaci v nékterém z gent

ribozomalnich proteind, pfiblizn€ ve ¢tvrtiné z nich se jednd o mutaci v genu RPS/9.

Ribozomalni protein RPS19 je soucasti malé ribozomalni podjednotky. Naruseni jeho
syntézy ¢i funkce mize vést k zastaveni maturace malé ribozomalni podjednotky nebo k jeji mensi
funk¢nosti. Chybné ¢i nedostate¢né skladani ribozomt spousti v bufice ribozomalni stres, ktery
vede k aktivaci p53. K t¢ mlze dochazet i vlivem proteinu GATAI, ktery hraje dtlezitou roli

v erytropoéze, a jehoz transkripce mize byt ovlivnéna také poruchami ve sklddani ribozomd.

Dosud bylo vyvinuto nékolik mySich modelti Diamondovy-Blackfanovy anémie s mutacemi
v riznych ribozomalnich genech, které vice ¢i méné presn¢ kopiruji nckteré ptiznaky DBA.
Mnoho téchto modeld potvrzuje kli¢ovou roli proteinu p53 v patogenezi DBA. Ve své diplomové
praci pracuji s my$im modelem Rpsl9RO7ARO7A" tedy s mutaci v genu Rpsl9, ktery svym
fenotypem v mnoha ohledech imituje pfiznaky DBA u lidi, a sleduji pfedev§im vlastnosti jeho

hematopoetickych a erytropoetickych bunék.



3 Literarni prehled

3.1 Ribozomy

Ribozomy jsou dilezitou soucasti vSech bunék i semiautonomnich organel, které slouzi
k syntéze proteinii. Nachéazeji se bud’ volné v cytoplazmé nebo navézané na endoplazmatické
retikulum. Skladaji se z velké a malé podjednotky, u eukaryotl jsou podjednotky oznacovany jako
408 a 60S. Cely ribozom byva oznacovan jako 80S. Velka a mala podjednotka jsou sestavovany
zvlast a k jejich spojeni dochdzi az ve chvili, kdy dochazi k syntéze proteinii. V eukaryotickych
bunikach probihd vétSina procesu syntézy ribozomadlnich podjednotek v jadérku. Ve slozeném
ribozomu slouzi mala podjednotka jako rdmec pro spravné sparovani tRNA ke kodonu mRNA,
zatimco velkd podjednotka katalyzuje vznik peptidovych vazeb, které k sobé vazi jednotlivé

aminokyseliny.

3.1.1 Struktura ribozomu

V eukaryotickych bunkach se mald podjednotka ribozomu skladd zjedné molekuly
18S rRNA a 33 ribozomalnich proteintl, velka podjednotka se sklada ze tfi molekul rRNA — 58S,
5.8S a 28S (25S u kvasinek) a 47 ribozomalnich proteint (46 u kvasinek) (de la Cruz et al., 2015).

Velka podjednotka nazyvana 60S ma tvar podobny koruné¢ a obsahuje oblasti tzv. centralni
protuberance, L1 stopku a P stopku. Na vnitini strané¢ se nachdzi vazebnd mista pro tRNA a
peptidyl transferdzové katalytické centrum (peptidy! transferase center, PTC), kde dochazi ke

vzniku peptidové vazby a uvolnéni peptidu (Yusupova and Yusupov, 2017).

Mal4 podjednotka ribozomu nazyvana 40S se sklada z ¢asti oznacovanych jako hlava, télo,
rameno, platforma a zobak. Na vnitini stran¢ podjednotky se nachazi vazebna mista pro mRNA a
tRNA. Pfi syntéze proteinll vstupuje mRNA tunelem, ktery se nachazi mezi hlavou a ramenem, a
otaci se kolem krku malé podjednotky, z ribozomu mRNA vystupuje mezi hlavou a platformou.
Misto, kde se paruje kodon s antikodonem, se nachdzi na povrchu vnitini strany (Yusupova and

Yusupov, 2017).

V pribéhu syntézy proteini jsou velkd a mald ribozomalni podjednotka spojeny pomoci
interpodjednotkovych mustkl. Tyto miistky maji roli jednak strukturni, slouzi také pro vyménu
informaci mezi podjednotkami a pomahaji koordinovat aktivitu obou podjednotek pii syntéze

proteinti (Ben-Shem et al., 2011).
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Obr. 1: Struktura ribozomalnich podjednotek: A) vnitini strana malé podjednotky; B) vnitini strana velké
podjednotky; C) vngjsi strana malé podjednotky; D) vnitini strana velké podjednotky. Sipka ukazuje na
ribozomalni protein eS19, také oznacovany jako S19 nebo RPS19, ktery hraje dalezitou roli v Diamondoveé-
Blackfanové anémii. Pfevzato a upraveno z (Yusupova and Yusupov, 2021).



3.1.2 Syntéza ribozomi
Syntéza ribozomu je peclivé regulovany proces s mnoha kroky, ktery zacina v jadérku a
pokracuje v nukleoplasmé a v cytoplasmé, k jehoZ koordinaci je potieba vice nez 200 skladacich

faktort (assembly factor, AF).

Prvnim krokem v syntéze ribozomi je transkripce mnohocetnych kopii prekurzorii
ribozomalnich RNA kodovanych v tzv. rtDNA lokusech v jadérku, a to pomoci Polymerazy I.
Vznikajici pre-rRNA (47S rRNA prekurzor) obsahuje budouci rRNA 18S, 5.8S a 28S, jez jsou
zakladnimi strukturnimi komponenty ribozomi. 47S rRNA je po svém vzniku modifikovana
(metylovana a izomerizovana) pomoci malych jadérkovych RNA (small nucleolar RNA, snRNA)
(Watkins and Bohnsack, 2012). Jiz v pribéhu transkripce se 47S rRNA zacind spojovat
s ribozomalnimi proteiny (RP) a sklddacimi faktory a vznikd 90S komplex (Phipps et al., 2011).

90S komplex se posléze rozpada a vznikaji pre-40S podjednotka a pre-60S podjednotka.
I kdyz ptesny proces piemény 90S na pre-40S komplex neni zcela objasnén, vime, Ze dochazi
k vyraznym zméndm struktury a z komplexu se oddéluji nékteré skladaci faktory a ETS
(5 -external transcribed spacer) (Cheng et al., 2020). Brzy po svém vzniku je pre-40S podjednotka
transportovana do cytoplasmy. V této fazi obsahuje 20S rRNA (prekurzor 18S rRNA) a vétSinu

ribozomalnich proteini (Ferreira-Cerca et al., 2005; Strunk et al., 2011).

V cytoplasmé dochazi k poslednim zménam v pre-40S komplexu a ke kontroldm spravnosti

jeho slozeni a funkce (Klinge and Woolford, 2019).

Oproti 40S prekurzoru, jehoz sklddani probihd pomérné€ jednoduchym zptisobem v jadérku,
skladani 60S prekurzoru je mnohem slozit¢jsi a obnd$i nékolik krokd, které se odehravaji
v jadérku, jadie 1 cytoplasmé. Po rozpadu 90S komplexu dochdzi k modifikaci pre-rRNA a jejimu
spojovani s komplexy riznych AF. Dale se k pre-60S ptipojuji n€které z ribozomalnich proteind
(Konikkat and Woolford, 2017). K pre-60S komplexu se v této fazi ptipojuje komplex 5S rRNP
(RNA-protein complex), ktery se sklada z ribozomalnich proteinit RPL5 a RPL11 a z 5S rRNA,
jehoz transkripce probiha mimo jadérko pomoci Polymerazy III (Kressler et al., 2017; Zhang et
al., 2007). Po ptesunu pre-60S podjednotky z jadérka do jadra dochazi k odd€leni ITS2 (internal
transcribed spacer 2) a mnoha dosud navazanych AF. V jadie poté dochézi k dal§im remodelacim
podjednotky a ndsledné k jejimu transportu do cytoplasmy, kde probihaji posledni kroky maturace,
nez je ptipravend ke spojeni se s 40S podjednotkou (Konikkat and Woolford, 2017).

Soubézné¢ s procesy v jadie a jadérku probihé v cytoplasmée syntéza ribozomalnich proteini

a skladacich faktorti. Ty jsou nasledné transportovany do jadra, kde se podili na vzniku



ribozomalnich podjednotek. Vétsina ribozomalnich proteint jsou dostatecné malé na to, aby se do
jadra mohly dostat pasivnim transportem. Vzhledem k tomu, Ze jich je ale potieba velké mnozstvi,
je jejich transport usnadnén transportéry, vétSinou chaperony, které rozpoznavaji jejich jadérkovy
lokalizacni signal (nucleolar localization signal, NLS). N¢které RP, naptiklad RPLS a RPLI11,

jsou do jadra transportovany pomoci specifickych komplexd.

Pro uspésnou syntézu ribozomi je potieba koordinace vSech tfi zapojenych polymerdz —
Polymeraza I (Pol I) je zodpovédna za transkripci 47S rRNA, Polymeraza III (Pol III) za
transkripci 5S rRNA a Polymeraza II (Pol II) se Gcastni syntézy mRNA kodujiciho ribozomalni
proteiny. Modifikace Pol I a jeji ovliviiovani pomoci riznych pomocnych faktor je jednim

z hlavnich zptsobt regulace syntézy ribozomu (Scull and Schneider, 2019).

3.1.3 Ribozomopatie

Nemoci vzniklé na zékladé€ poruch syntézy ¢i funkce ribozomt se nazyvaji ribozomopatie.
Jejich pric¢inou mohou byt mutace v genech ribozomalnich proteint, skladacich faktorti, rRNA,
nebo defekty v rDNA transkriptu (De Keersmaecker et al., 2015). Navzdory tomu, Ze se ribozomy
vyskytuji ve vSech buiikach, projevuji se Casto ribozomopatie tkaiiove specifiky, postizena byva
napiiklad krvetvorba. Jedna se o velmi riznorodou skupinu poruch, a to jak svymi projevy, tak
mechanismy vzniku. Ribozomopatie také mohou souviset s vys$sim rizikem vzniku nadorti (Sulima

etal., 2019).

Mezi nejznaméjsi ribozomopatie patfi Diamondova-Blackfanova anémie (DBA),
5g-syndrom, Schwachmaniiv-Diamondiv syndrom (SDS), X-vdzana kongenitalni dyskeratoza
(DC), syndrom hypoplastickych chrupavek a vlasit (CHH) a Treacher Collinstiv syndrom (TCS)
(Narla and Ebert, 2010).
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Obr. 2: Syntéza ribozomt u kvasinek: VéEtSinu RP je potieba transportovat z cytoplasmy do jadra. Syntéza
jednotlivych podjednotek (40S — zelena Sipka, 60S — modra Sipka) zacina ze spolecného pre-rRNA, které
je transkribovano Polymerazou I. Riizné¢ AF a RP se vaZi na pre-rRNA a vytvafi 90S preribozom. Rozpad
90S preribozomu uvolituje 5'-EST komplex, jehoz komponenty jsou recyklovany pro dal$i syntézu
ribozomu, a vznika pre-40S komplex. Ten je s pomoci transportnich faktord transportovan do cytoplasmy,
kde dochazi k dalsi maturaci. Posledni krok maturace nastava po spojeni do 80S ribozomu a probiha pii
ném kontrola kvality. Pre-60S komplex vznika po ukoncéeni transkripce. Poté se k nému pfipojuji nékteré
AF a dale 5S komplex. V dal$im priub&hu zrani 60S podjednotky dochazi k oddéleni ITS2 a k remodelaci.
Po pfesunu do cytoplasmy skrz jaderny poér dochézi k findlni maturaci, kontrole kvality a spojeni se
40S podjednotkou. Pfevzato a upraveno z (Kressler et al., 2017).



3.2 Hematopoéza

Hematopoéza je proces, pti kterém vznikaji krevni buiiky. VSechny krevni buiiky vznikaji
z hematopoetickych kmenovych bunék (HSC). Z dlouhozijicich hematopoetickych kmenovych
bun¢k (long-term hematopoietic stem cell, LT-HSC) vznikaji multipotentni progenitory
(multipotent progenitor, MPP). Ty se déli na lymfoidni progenitory (common lymphoid progenitor,
CLP) a myeloidni progenitory (common myeloid progenitor, CMP). CLP dévaji vzniknout T a
B lymfocytim a NK bunkam, zatimco z CMP vznikd progenitor granulocytli a makrofaga
(granulocyte-macrophage progenitor, GMP) a progenitor pro megakaryocyty a erytrocyty
(megakaryocyte-erytroid progenitor, MEP) (Akashi et al., 2000).
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Obr. 3: Schéma hematopoézy. LT-HSC — dlouhozijici hematopoetickd kmenova bunka, MPP —

multipotentni progenitor, CMP — myeloidni progenitor, CLP — lymfoidni progenitor, MEP — progenitor pro
megakaryocyty a erytrocyty, GMP — progenitor pro granulocyty a makrofagy. Vytvofeno v BioRender.com



3.3 Erytropoéza

Pti erytropoéze dochazi ke vzniku erytrocytti — Cervenych krvinek. Hlavni funkci erytrocyta

je prenos dychacich plynt. Jedna se o bezjaderné buriky, jejichz zivotnost je asi 120 dni, po kterych

jsou pohlceny makrofagy. Denné se v téle obméni piiblizné 1 % vSech Cervenych krvinek.

V jiz specificky erytroidni vyvojové fadé¢ z MEP vznikaji BFU-E (burst-forming unit

erythroid) a ztéch nésledné¢ CFU-E (colony-forming unit — erythroid). Z CFU-E vznikaji

erytroidni prekurzory — proerytroblasty, basofilni erytroblasty, polychromatické erytroblasty,

ortochromatické erytroblasty, retikulocyty a nakonec erytrocyty (Nandakumar et al., 2016).
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Obr. 4: Schéma erytropoézy: Faze I — diferenciace hematopoetickych kmenovych bunék do erytroidni
prekurzorti; Faze 11 — diferencieace BFU-E progenitort do CFU-E progenitortit a nasledné dalsi
erytroidnich prekurzori; Faze 111 — maturace erytrocytl. Pievzato a upraveno z (Singh et al., 2016).
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3.3.1 Regulace erytropoézy

Vzhledem k rychlosti, s jakou nové erytrocyty neustale vznikaji, je potfeba tento proces
regulovat. Hlavnim cytokinem, ktery kontroluje erytropoézu je erytropoetin (EPO), hormon
vznikajici predevsim v ledvinach a fetalnich jatrech. Jeho tvorba je regulovana mnozstvim kysliku

v krvi (Ebert and Bunn, 1999).

Erytropoetin se vaze na erytropoetinovy receptor (EpoR) z rodiny cytokinovych receptort
typu I, ktery je dulezity pro vyvoj Cervenych krvinek (Wu et al., 1995). V nejvétsi mife je
exprimovan ve stadiu CFU-E, nachazi se i na BFU-E bunkéch, 1 kdyZ v men§im mnozstvi (Broudy
etal., 1991). Exprese EpoR ve fetalnich jatrech je nezbytné pro prub¢eh brzké erytropoézy v jatrech,
a jeho deficience vede u mysi k pred¢asnému tmrti zdrodku v embryonalnim stadiu E12.5 (ve

veéku 12,5 dne) (Lin et al., 1996; Wu et al., 1995).

Navazani EPO na EpoR fidi erytropoézu za normdlniho stavu i stresovou erytropoézu, pii
které je hladina EPO vyrazné¢ vyssi a dochazi k omezeni exprese Fas a FasL na erytroidnich

progenitorech (Liu et al., 2006).

Po navazani EPO na dvé molekuly receptoru dojde k jejich dimerizaci a nasledné zméné
konformace, coz vede k aktivaci tyrosin kindzy JAK2 (Constantinescu et al., 1999; Moraga et al.,
2015). Mysi embrya deficientni pro Jak2 gen postradaji cervené krvinky (Neubauer et al., 1998;
Parganas et al., 1998), coz je v souladu s primarni roli tyrosin kindzy JAK2 v erytropoetinové
signalizaci — tou je zejména fosforylace a aktivace cilovych genl Stat5a a Stat5b (Constantinescu
et al., 1999). Mezi cilové geny transkripcnich faktordt STATS patii napiiklad 7FRC (Kerenyi et
al., 2008), ID1 (Wood et al., 2009), SPI24 (Dev et al., 2013) nebo TRIB3 (Dev et al., 2017),
nicméné hlavnim cilem je gen BCL2LI, ktery reguluje pfezivani erythroidnich progenitort

(Gillinder et al., 2017; Rhodes et al., 2005; Socolovsky et al., 1999; Socolovsky et al., 2001).

Hlavnim genem regulujicim erytropoézu u obratlovci je transkripéni faktor GATAL.
Piedeslé prace na mySich modelech ukézaly na jeho zcela z&sadni roli v erytropoéze, jelikoz Gatal
knockout vede k embryonalni letalité z divodu zablokovani fetalni krvetvorby (Pevny et al., 1991;
Weiss and Orkin, 1995). Podobné, vytfazeni funkce Gatal u dospélych mysi vede k anémii

(Gutierrez et al., 2008).

GATA1 reguluje mnoho esencialnich procesii pro udrzovani erytropoézy. Ovliviiuje
naptiklad syntézu hemu (Doty et al., 2019) a globinovych fetézci (Doerfler et al., 2021) ¢i
udrzovani homeostdzy bunécné membrany Cervenych krvinek (Hasegawa et al., 2012) a regulaci

procest nezbytnych pro erytroidni maturaci jako naptiklad autofagii (Kang et al., 2012).
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GATALI reguluje také expresi genti, které ovliviiuji bunéény cyklus. Patii mezi n€ naptiklad
GFIIB (Hernandez et al., 2010; Huang et al., 2004), CDC6 (Fernandez-Morales et al., 2012;
Vilaboa et al., 2004) a CDKNIA (p21) (Papetti et al., 2010).

Exprese GATAI je nejvétsi ve fazi erytropoézy CFU-E a BFU-E, i kdyz v malém mnozstvi
ranych fazich erytropoézy aktivuje GATA1 expresi EpoR, a s dal$i maturaci erytroidnich
progenitorl mnozstvi GATAT klesa (Kobayashi and Yamamoto, 2007).

Poruchy souvisejici s GATA1 jsou zdkladem mnoha onemocnéni. NaruSeni erytropoézy
z diivodu souvisejicim s GATA1 miize byt zpisobeno tfemi mechanismy: mutaci v GATA 1, ktera
ma za nasledek vyraznou redukci mnozstvi GATAI proteinu (Crispino and Horwitz, 2017),
naruSenou translaci GATA1 (Khajuria et al., 2018; Ludwig et al., 2014) nebo poruchami
v chaperonu HSP70, ktery normaln¢ v pribéhu erytropoézy chrani GATAI1 pied degradaci
kaspazou 3 (Frisan et al., 2012; Ribeil et al., 2007).

3.4 Diamondova-Blackfanova anémie

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je autosomalné¢ dominantni dédi¢né onemocnéni
s neuplnou penetranci, které¢ se projevuje poruchou krvetvorby vedouci k anémii a casto také
fyzickymi abnormalitami. Vyskytuje se v incidenci 7 pfipadli na milion Ziv€ narozenych déti.
V necelych 60 % ptipadl vznikd mutace de novo, ve vice nez 40 % piipadii pacient mutaci zdédi
(Orfali et al., 2004). Ve vétsiné ptipadl se nemoc projevi béhem prvniho roku zivota, primérné
v 8 tydnech veéku, diagndza nasleduje primérmneé ve 12 tydnech véku (Lipton et al., 2006). Vice nez
90 % piipadl je diagnostikovano do jednoho roku, 95 % do 2 let a 99 % do 5 let (Willig et al.,
1999). Pomér postizenych muzli a Zen je ptiblizné 1:1, 1 kdyz se vzacné mohou vyskytovat ptipady
vazané na X chromosomu zptisobené¢ mutaci v genech GATAI nebo TSR2 (Gripp et al., 2014;
Sankaran et al., 2012).

Diamodova-Blackfanova anémie se projevuje mimo samotné anémie Sirokou Skéalou
rtiznych dalsich p¥iznaki. Castym piiznakem je ristova retardace vyskytujici se téméf u téetiny
pacientli, kterd muze vzniknout nésledkem dalSich pfidruzenych malformaci, anémie nebo
samotné 1écby (Chen et al., 2005). Ptiblizné polovina pacienti vykazuje také rizné vrozené
malformace. U pacientdl se nejCastéji vyskytuji kraniofacidlni malformace, napiiklad

hypertelorismus, Siroky kofen nosu, gotické patro a rozstép patra, mezi dal$i casté malformace
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patii abnormality hornich koncetin, zejména tficlankovy palec, Casto postizen muize byt také

urogenitalni trakt ¢i srdce (Da Costa et al., 2020; Vlachos et al., 2018b).

Pacienti s DBA maji vyssi riziko vzniku rakoviny, nej¢astéji myelodisplastického syndromu

s progresi do akutni myeloidni leukémie nebo osteosarkomii (Lipton and Ellis, 2009).

3.4.1 Lécba Diamondovy-Blackfanovy anémie

Diamondova-Blacfanova anémie vyzaduje individuélni pfistup pti 1é¢be, protoze ptiznaky
nemoci mohou byt rizné. Je nutné 1éCit anémii, a zaroven i feSit problémy zplisobené
malformacemi, rastovou retardaci a dalsimi pfiznaky. K 1écbé anémie jsou vyuzivany
kortikosteroidy ¢i krevni transfuze, ale jedinym trvalym feSenim je transplantace kostni dien¢.

Celkové pteziti (overal survival, OS) pacientt starSich 40 let je 75 % (Lipton et al., 2006).

oy e

reaguje na tuto 1é¢bu dobfe, kortikosteroidy vedou ke zlepSeni ¢i k Gplné remisi anémie, nicméné
dlouhodoba lécba kortikosteroidy mize mit zna¢né vedlejsi G€inky, a proto neni vhodna pro
vSechny pacienty. Dlouhodobé je kortikosteroidy 1é¢eno jen asi 40 % pacientti (Vlachos et al.,

2008; Vlachos and Muir, 2010).

Dalsi moznosti 1é¢by je podéavani transfizi cervenych krvinek, a to zejména u pacientd,
u kterych neni z riznych divodl vhodna ¢i mozna 1écba kortikosteroidy (Bartels and Bierings,
2019). Pokud jsou ale transfize podavany dlouhodobé a pravidelné, vede to u pacienti
k ptiliSnému mnozstvi Zeleza v organismu, coZ ma samo o sobé mnoho nezadoucich G¢inkl a

muze vést az k umrti (Roggero et al., 2009).

Jediny trvaly zptisob 1é¢by anémie je transplantace kostni diené. Tato metoda je pro 1é¢bu
DBA pouzivana jiz od roku 1976, a jeji uspeSnost se od t¢ doby vyznamné zvysila, zejména
v poslednich 20 letech. LepSich vysledkl je dosahovano, pokud je kostni dfeii transplantovana

mlads$im pacientiim (Diaz-de-Heredia et al., 2021; Miano et al., 2021; Strahm et al., 2020).

Do budoucna by se dalo uvazovat o dal$ich moZnostech 1é€by. V soucasné dobé probihaji
klinické testy vyuziti L-leucinu (Payne et al., 2012; Pospisilova et al., 2007; Vlachos et al., 2020;
Vlachos et al., 2018a), nabizi se také vyuziti genové terapie (Aspesi et al., 2017; Debnath et al.,
2017; Jaako et al., 2014).
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3.4.2 Genetika Diamondovy-Blackfanovy anémie

Tabulka 1: Geny mutované u pacientll s DBA, sefazeny dle Cetnosti vyskytu. Pfevzato a upraveno
z (Da Costa et al., 2020).

nejcastéji mutované geny méné Casto mutované geny
¢etnost vyskytu
mutovany gen | mezi DBA mutovany gen mutovany gen
pacienty
RPS19 25-30% RPLIS5 GATAI
RPLS5 7-12% RPS28 TSR2
RPS26 6,6 —9 % RPS29 EPO
RPLII 5-7% RPS7 ADA2
RPL354 2-3% RPS15 HEATR3
RPS10 1-3% RPS274
RPS24 24-3% RPS27
RPS17 1-3% RPL9
RPLIS
RPL26
RPL27
RPL31

3.4.2.1 Poruchy ribozomalnich proteint v patogenezi DBA

Jako prvni mutace zptisobujici DBA byla v roce 1999 objevena mutace v genu RPS/9
(Draptchinskaia et al., 1999). Od té doby bylo popsdno mnoho dalSich mutaci v RPS a RPL
genech, v nékterych pfipadech mize byt DBA zplsobena i mutacemi v jinych genech nez
v genech ribozomalnich proteinti. Dnes vime o 20 RP genech, jejichz mutace mtize zptisobovat

DBA.

U pacienti s DBA dochazi vétSinou k mutaci v nékterém zvySe zminénych genl
(viz Tabulka 1), ale nejedné se o mutace ve stejnych mistech genti, v 80 % ptipadl jsou mutace
unikatni (Ulirsch et al., 2018). VSechny objevené mutace byly vzdy heterozygotni dominantni,

homozygotni mutace v obou alelach je pravdépodobné letélni.

Mutace v n€kterych genech se vazi s vétsi pravdépodobnosti ke konkrétnim fenotypovym
projevim. Mutace v RPS19 je vétSinou spojena s mensim mnozstvim malformaci, mutace v RPLS

muze mit naopak za nésledek malformaéni syndrom a mutace v RPLII casto zplsobuje
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tticlankovy palec (Gazda et al., 2008; Ulirsch et al., 2018). Mutace v RPS24 je Castéji spojend

s dédicnymi srdecnimi chorobami (Vlachos et al., 2018Db).

3.4.2.2 Mutace neribozomalnich proteini v patogenezi DBA

V nékterych piipadech, kdy pacienti vykazovali fenotyp Diamondovy-Blackfanovy anémie,
u nich nebyla nalezena mutace v RP genech, ale byla nalezena mutace v jinych genech. Jedna se
vzdy o geny, které ovliviiuji erytropoézu €i hraji roli v syntéze ribozomt. U vSech nize uvadénych

gent se jedna o jednotky piipadii pacientii s DBA, u kterych byla objevena mutace v daném genu.

Nejcastéji mutovanym genem v DBA, ktery nekoduje ribozomalni protein, je GATAI. Jedna
se o hlavni transkrip¢ni faktor erytropoézy. Nachazi se na X chromozomu. Mutace v tomto genu
vede k alternativnimu splicingu, jehoz vysledkem je produkce kratsi formy proteinu GATAs.
Dlouhda verze proteinu je stale pfitomna, ale ve vyrazn€ omezeném mnozstvi oproti zdravym

jedinctim (Abdulhay et al., 2019; Ludwig et al., 2014; Parrella et al., 2014; Sankaran et al., 2012).

TRS2 je gen lokalizovany na X chromozomu, jehoz produkt TSR2 se v prubéhu vytvareni
malé ribozomalni podjednotky vaze na protein RPS26. Mutace v tomto genu tedy muize mit
podobné nésledky jako mutace v genech ribozomalnich proteinii (Gripp et al., 2014; Khajuria et

al., 2018).

Dalsimi mutovanymi geny nalezenymi u DBA pacientii jsou EPO — gen pro erytropoetin
(Kim et al.,, 2017), CECRI, ktery produkuje protein ADA2 (adenosine deaminase 2)
(Karaosmanoglu et al., 2021; Ulirsch et al., 2018) a HEATR3, ktery hraje roli v importu RPL5 a
RPLI11 pii syntéze velké ribozomalni podjednotky (O'Donohue et al., 2022).

3.4.3 Mechanismy ovlivnéni erytropoézy

Ptesny mechanismus, jak poruchy ribozomt vedou k anémii u DBA pacientd, neni zcela
zndmy. Mutace v genech ribozomadlnich proteini vedou k poruchdm syntézy ribozoml a
ke sniZzenému mnoZstvi velkych ¢i malych ribozomalnich podjednotek (Quarello et al., 2016). Zda
se, Ze sniZzena syntéza jedné zribozomalnich podjednotek muize byt disledkem pfirozeného
mechanismu, jehoz tkolem je zabranit inkorporaci poSkozenych ribozomadlnich proteinti, aby se
zabranilo vzniku nefunk¢nich ribozomi (Hiregange et al., 2022). Nedostatek jedné z podjednotek

pak vede ke snizenému poctu slozenych ribozomt (Khajuria et al., 2018).

U DBA pacientll s mutaci v RP genech dochéazi vlivem defektu ribozomi ke sniZeni
mnozstvi GATAI, protoZze dochazi k narusSeni translace GATA! mRNA. Ke sniZzeni mnozstvi
GATAI1 dochézi zejména v Casnych erytroidnich progenitorech (Khajuria et al., 2018). Um¢lé

zvySeni mnozstvi GATAL in vitro vede ke zlepSeni pritbéhu erytropoézy (Ludwig et al., 2014).
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Vliv mutace v RP na mnozstvi GATA1 se 1i8i v zavislosti na tom, ktery ribozomalni protein je
poskozen. Mutace v ribozomalnich proteinech malé¢ ribozomdlni podjednotky (RPS) maji
pravdépodobné vétsi vliv na snizeni mnozstvi GATA1 nez mutace v ribozomdlnich proteinech

velké ribozomalni podjednotky (RPL) (Iskander et al., 2021).

Cytoplasma

Mutace/delece genli
ribozomalnich proteind
(napf. RPS19, RPL11, RPL5)

ROVEVVOVD <

Snizend exprese
GATA1 transkripcnich
cilovych geni

T v
Erytroidni progenitory Cervené krvinky

Obr. 5: Schéma vlivu mutace v RP genech na GATA1 a erytropoézu: Poruchy v RP ovliviiuji maturaci
40S nebo 60S ribozomalnich podjednotek, coz vede k poruse syntézy ribozomu. V takovém ptipadé
dochazi k poskozeni translace GATAI mRNA a ke snizeni mnozstvi proteinu GATA1. Mensi mnozstvi
GATA1 ma za nasledek snizenou expresi GATAI1 transkrip¢nich cilovych genti, coz hraje roli v defektu
v erytropoéze v DBA. Prevzato a upraveno z (Boultwood and Pellagatti, 2014).

Dalsi faktor ovliviiujici mnozstvi GATALI je chaperonovy protein HSP70, ktery stabilizuje
a chrani GATA1. Bylo pozorovano vyrazné snizeni jeho exprese u pacientil s mutaci v RPLS5 nebo

RPLI11, atim mensi mnozstvi GATAI1. Tyto zmény ovSem nebyly pozorovany u pacientii s mutaci

24

fenotypové projevy onemocnéni (Gastou et al., 2017).
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V casnych fazich erytropoézy dochazi v bunkach pacientii s DBA k prodleni v produkeci
globinu, coz mé za nésledek nerovnovahu mezi hemem a globinem. Tim dochazi ke zvySeni
mnozstvi volného hemu, ktery se hromadi v bunkach, kde facilituje zvySenou produkci ROS
(reactive oxygen species) (Rio et al., 2019; Yang et al., 2016). V buikach, kde takto doslo ke
zvySeni volného hemu, bylo pozorovéano snizené mnozstvi proteinu BACH1. Vétsi rozdily byly
pozorovany u bun¢k s mutaci v RPL5 a RPL11 oproti bunkdm s mutaci v RPS/9 (Rio et al., 2019).
Rozdily byly pozorovany také v produkci FLVCRI1. Pii pokusech na mySich a na bunécnych
kulturach in vivo bylo ukazano, ze mutace ve FLVCRI muze vést k fenotypu podobnému DBA
(Keel et al., 2008; Rey et al., 2008). Pfi méfeni mnozstvi proteinu FLVCR1 v buitkkdch od DBA

pacientll se ovSem naopak ukézalo, ze obsahuji vétsi mnozstvi tohoto proteinu (Rio et al., 2019).

3.4.3.1 Role tumor supresorového proteinu p53 v hematopoéza

Tumor supresorovy protein p53 je koddovany genem TRP53, ktery je mutovan ve vice nez
poloviné vSech lidskych nadort (Olivier et al., 2010). p53 mtze byt aktivovan Sirokou skélou
stresovych signalti a jeho aktivace vede k zastaveni bunécného cyklu a piipadné az k apoptdze
buiiky. Negativnim regulatorem p53 je protein MDM2, E3 ubiquitin ligdza, ktery tvoii komplex
s p53 a ubiquitinuje ho, coz vede k jeho degradaci (Woods and Vousden, 2001).

Naruseni morfologie nebo funkce jadérka vede k jadérkovému stresu, ktery aktivuje p53,
pripadné jiné stresové signdly. Mezi nejCastéjsi spoustéce jadérkového stresu patii poskozeni
lokusu rDNA (Rubbi and Milner, 2003), naruseni transkripce ¢i modifikace rRNA (Yu et al.,
2021a) nebo naruseni sklddani ribozom (Fumagalli et al., 2009; Fumagalli et al., 2012; Pestov et
al., 2001; Suzuki et al., 2012; Volarevic et al., 2000). Posledni ze zminénych spoustéci

jadérkového stresu se uplatiiuje v Diamondové Blackfanové anémii.

Mutace v ribozomalnich proteinech vedou k chybam v syntéze ribozomalnich podjednotek
a tim k akumulaci jinych ribozomalnich proteinti. Nékteré RP se mohou vazat na MDM2 a tim
and Lu, 2004) a RPL11 (Bhat et al., 2004; Dai et al., 2006; Lohrum et al., 2003; Zhang et al.,
2003).

I dalsi RP se mohou vézat na MDM2, naptiklad RPL15 (Daftuar et al., 2013), RPL26 (Ofir-
Rosenfeld et al., 2008; Zhang et al., 2010), RPL23 (Dai et al., 2004; Jin et al., 2004), RPL37
(Daftuar et al., 2013), RPS3 (Yadavilli et al., 2009), RPS7 (Chen et al., 2007), RPS20 (Daftuar et
al., 2013), RPS26 (Cui et al., 2014; Zhang et al., 2013) a RPS27 (Xiong et al., 2011). Zaroven vSak

delece téchto a dalSich RP vedou také k aktivaci p53, a to mimo jiné s pomoci RPL11, ktery se
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vaze na MDM2 (Cui et al., 2014; Fumagalli et al., 2009; Fumagalli et al., 2012; Nicolas et al.,
2016). Vyjimkou jsou proteiny RPL5 a RPL11, jejichz delece neaktivuje p53 a jejichz pfitomnost
je naopak nutnd pro navazani se na MDM?2 a aktivaci p53 (Nicolas et al., 2016; Teng et al., 2013).

K aktivace p53 dochazi u pacientli s DBA ptfedevSim v erytroidnich progenitorech. Tyto
buiky velice rychle proliferuji, a pravdépodobné proto v nich dochazi k vétsi citlivosti a snadnéjsi
aktivaci p53 (Dutt et al., 2011). Bylo také zjisténo, ze p53 inhibuje funkci Polymerazy I (Zhai and
Comai, 2000), coz opét z divodu rychlé proliferace ovliviiuje nejvice prave erytroidni progenitory.

Vzhledem k tomu, Ze u nékterych pacienti s DBA byla prokdzédna mutace v RPL5 nebo

v RPL11 (Gazda et al., 2008), mizeme z toho soudit, ze existuje i jiny mechanismus nezavisly na

p53, jakym v DBA miize dochézet k apoptoze erytroidnich bunek (Singh et al., 2014).

Aktivace p53 je také ovliviiovana proteinem GATAI, ktery mlze p53 vazat a tim ho
inhibovat. V ptipad¢ snizeného mnozstvi GATALI tak dochazi ke snadngjsi aktivaci p53 (Trainor

et al., 2009).
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3.5 Mysi modely DBA

Zviteci modely hraji dilezitou roli ve zkoumani lidskych onemocnéni. Umoziuji zkoumani
mechanismil nemoci €i testovani raznych 1é¢ebnych postupti. Od objeveni mutaci, které zptisobuji
DBA, byla snaha vyrobit funkéni zvifeci model, avSak s riiznou uspeSnosti. Zatimco vytvoreni
mysSiho modelu se ukazuje jako problematické, rybi modely dénia (Danio rerio) pomérné vérné
kopiruji ptiznaky DBA (Danilova et al., 2008, 2011; Torihara et al., 2011; Uechi et al., 2008;
Yadav et al., 2014). Na rybich modelech je studovana patogeneze DBA a také jsou pomoci nich

hledany nové moznosti 1écby, naptiklad pomoci L-leucinu (Payne et al., 2012).

Prvni mys$i model DBA, ktery ovsem nekopiroval ptiznaky DBA, byl prezentovan v roce
2004 (Matsson et al., 2004). Od t¢ doby az dosud bylo vytvofeno mnoho mySich modeli
s mutacemi v raznych RP genech, které vice ¢i méné kopiruji fenotyp DBA. Mnoho vytvofenych
mysich modelid ukazuje, ze omezeni ¢i Gplné zruseni funkce p53 vede k zachrané fenotypu daného
modelu. Castym problémem rtiznych mysich modelt je embryonalni letalita, proto nékteré modely
vyuzivaji moznosti vypnout cilovy gen az u dospélé mysi, napiiklad pomoci systému
Cre rekombindzy a LoxP Usekli (Morgado-Palacin et al., 2015). Mysi modely se také potykaji
s problémem toho, Ze Casto kopiruji jen n€které piiznaky DBA, naptiklad jen anémii nebo naopak
jen kosterni abnormality. Jednim z castych spole¢nych znaki mySich modeld s mutaci v genech
ribozomalnich proteini je deformovany ocas a bil4 skvrna na bfise (McGowan et al., 2008; Oliver

et al., 2004; Watkins-Chow et al., 2013).

Geny Rpl11 a Rpl5 hraji duleZitou roli pfi syntéze ribozomu 1 pii regulaci pS3, a oba tyto
geny mohou byt mutovany v DBA. Mutace v genu Rpl/l] se u mysSiho modelu ukézala jako
embryonaln¢ letalni i v pfipadé mutace jen jedné alely, proto byl vytvofen model, ktery umoziuje
vypnuti genu u dospélé mysi. Delece obou alel u tohoto modelu se ukézala jako letalni, delece
jedné alely vede k chronické anémii — je sniZzen celkovy pocet erytroblastii a je narusena 1 jejich
maturace. Tento myS$i model se také projevuje zvySenou nachylnosti ke vzniku lymfomu

zpisobenych radiaci (Morgado-Palacin et al., 2015).

Regulaci genu u dospélé mysi vyuziva i mysi model s mutaci Rpl3, ktery se obdobné jako
pfedchozi model projevuje anémii a také mensi proliferaci erytroidnich progenitori BFU-E a
CFU-E (Kazerounian et al., 2019). Dalsi mysi model s mutaci v Rp/5 oproti pfedchozim modelim
pomérné vérné kopiruje rizné ptiznaky DBA jako napfiklad kosterni abnormality, kranidlni ¢i
kardiovaskularni defekty a nizkou hmotnost. U téchto mys$i se prenatalné vyskytuji poruchy
maturace erytrocytil a zvySena umrtnost a po narozeni trpi anémii, ktera ale do dospélosti vymizi

— v sedmi tydnech veéku jiz nebyla pozorovana anémie ani poruchy erytropoézy (Yu et al., 2021b).
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Prvni mysi model s mutaci v Rps/9 predstavili Mattson a kol. Homozygotni mysi tohoto
modelu umiraly brzy v embryonalnim vyvoji, pravdépodobné jesté pred stadiem blastocysty,
zatimco heterozygotni mysi se svym fenotypem nijak nelisily od kontrolnich, a to morfologicky
ani pii sledovani hemoanalyzy, hematopoézy i erytropoézy (Matsson et al., 2004; Matsson et al.,

2006).

Dalsi mys$im model s mutaci ve stejném genu je model Rps19Y>*N (tedy se substituci
asparaginu na pozici 54 v genu Rpsi9 za tyrosin) jehoz fenotyp je Castecné podobny fenotypu
DBA — mysi maji mens$i porodni hmotnost, pomalejsi rist a mirnou anémii zptisobenou zvysenou

apoptdzou v kostni dieni zpiisobenou akumulaci p53 (McGowan et al., 2008).

Devlin a kol. vytvofili mysi model Rps19%¢*W (substituce tryptofanu za arginin na pozici
62). Tato mutace vede u mysi k letalité v brzkych embryonalnich stadiich. Déle proto byl vytvofen
model, u které¢ho byla exprese ovladana pomoci Cre rekombinazy a LoxP usekl. U takovychto
dospélych zvitat se vyskytovala mirna anémie, snizeny pocet erytroidnich progenitorii a narusena

erytropoéza (Devlin et al., 2010).

Jaako a kol. vytvofili mysi model, ktery umoZiiuje regulaci Rps/9 exprese. Tim zplsobeny
nedostatek RPS19 vede k anémii, jejiz zdvaznost zaleZi na tom, jak moc je regulovana exprese
Rps19. Podobné jako u nékterych pacientii s DBA, i u téchto mysi se vyskytuje trombocytopenie.
Pti dlouhodobém poklesu RPS19 dochazi k nevratnému vycerpani hematopoetickych kmenovych
bunék. Fenotyp této mysi mize byt zlepSen ztratou p53, ale stejna mutace v 7rp53 vede k riznym

vysledkiim zavislym na mite poklesu RPS19 (Jaako et al., 2011).
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3.5.1 Mysi model Rps19R67A/R67A

Ve své diplomové praci pracuji s mySim modelem s mutaci v genu Rps/9, na jehoz vzniku
se podilela naSe laboratof. Tento my$i model ma deletovany arginin na pozici 67, coZ je vysoce
konzervovana aminokyselina. Tato mutace se nachazi pobliz DBA hotspotu, tedy mista, které je

¢asto mutovano v ptipad¢ onemocnéni DBA (Gregory et al., 2007).

Mus musculus Rps19 locus

Exon4
m '] | | I
E1 E2 E3 E5 E6

Wild-type:
A S T A R H L ¥ L R G G A G V G 8 M T .
5" -GCTTCCACAGCACGGCACCTGTACCTCCGAGGTGETGCTGGGGTTGGTTCCATGACC -3
CGAAGGTGTCGTGCCGETGGACATGGAGGCTCCACCACGACCCCAACCAAGGTACTGG-5

5' ~GCTTCCACAGCACGGCACCTGTACCTGHME GETGETGCTGGEGTTGGTTCCATGACC3"
A S T A RHTUL YL - G G A GV G S M T .
50 . 60 * 70 . 80

Mus musci 4 F@T L 46-87
Homo sapi i F@T L 46-87
Xenopus | Y THT L 46-87
E Danio C PN T L, 47-88
O D. melanoga vBrDl=E L 46-87
> Bombyx vBeDl-¥v I 46-87
o C. el YBEDHyY ¥V I 46-87
Ve S. tuberosum YBPDME Y ¥ I S 47-88
) Zea mays TEDDWEMT 46-87
Ll A rhahana pEYDPDH v S 49-90
VEBPDWENT 47-87
Asp can Q PDW Y ¥V 46-87
Merhanoco D WEV C 43-84
Thermoc WIY H 44-85

Archea —T— Helix3 ——bt— Helix 4 ——tm——

DBA hotspot

Obr. 6: Mutace v mySim Rps/9 lokusu pomoci TNALENové mutagenazy, ktera méa za nasledek deleci
argininu 67 (R67), ktery je kddovany v exonu 4, bez naruseni ¢teciho rdmce. Sefazeni reprezentativnich
sekvenci ukazujicich odpovidajici tsek kodujici RPS19 protein u riznych Eukaryotickych a Archea druhd.
Konzervovany arginin 67 je oznacCen cervenou hvézdi¢kou. (T = turn, P = beta sheet) (vytvoieno
Mgr. Jurajem Kokavcem, PhD.)
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Ve slozené malé ribozomalni podjednotce bocni fetézec argininu 67 interaguje s dvéma
nukleotidy 18S rRNA (Jumper et al., 2021), mutace v tomto misté by tedy mohla mit za nasledek

chybné skladadni malé ribozomalni podjednotky.

18S rRNA

6QZP

Obr. 7: 3D zobrazeni lidského 80S ribozomu (Natchiar et al., 2017); podrobnéjsi zobrazeni mysiho RPS19
proteinu, jehoZ struktura byla pfedpovézena pomoci Aplha Foldu (Jumper et al., 2021) se zvyraznénou
oblasti aminokyselin v blizkosti argininu 67; podrobné&jsi zobrazeni interakci mezi argininem 67 a
18S rRNA. (vytvoieno Mgr. Jurajem Kokavcem, PhD.)

Heterozygotni mysi, které maji tuto mutaci jen na jedné alele, jsou ve vSech ohledech
srovnatelné s wild-type kontrolami (délka Zivota, plodnost, hmotnost, vyvojové defekty).
U homozygotnich mysi Rps19R¢7AR67A peni zvysena embryonalni letalita, jak tomu je u mnoha

jinych mySich modelt DBA.

Homozygotni mysi model Rps19R¢7AR67A ge projevuje fenotypem, ktery v mnoha ohledech
imituje lidské ptfiznaky DBA. Tyto myS$i maji rizné kosterni a kraniofacidlni malformace,
v nékterych ptipadech muize byt ovlivnén i vyvoj mozku a neurokrania. Také se u téchto mysi
vyskytuji kardiovaskularni problémy. Rodi se s mensi hmotnosti a v pribéhu zivota rostou
pomaleji, zejména samci. Pfiblizn€ polovina t€chto mysi umira do 20 tydna veéku, ostatni prezivaji
dlouhodobé. Stejné jako v ptipadé DBA, i fenotyp tohoto mySiho modelu miize byt velmi
heterogenni. Rps19R¢7AR67A my&i maji bilou skvrnu na bfise, ktera byla pozorovana i u nékolika
jinych mysSich modeli DBA (McGowan et al., 2008; Oliver et al., 2004; Watkins-Chow et al.,
2013).
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Obr. 8: A) Piezivani kontrolnich, heterozygotnich Rps19R¢74* a homozygotnich Rps19R67ARE7A mysi;
B) primérny rust kontrolnich, heterozygotnich a homozygotnich mysi, rozdéleno zvlast’ na samce a samice;
C, D) Kontrolni a homozygotni mys, cervenymi Sipkami je oznaceno ohnuti v hrudni a §ijové oblasti, zlutou
Sipkou je oznacena bila skvrna na bfiSe. (vytvoreno Mgr. Jurajem Kokavcem, PhD.)

Mnoho piedchozich mySich modeli ukézalo na dtlezitou roli p53 v DBA. Mys
Rps19RO7ARETA hyla proto zkiizena smy§i smutaci v genu Trp53. Takto vytvorené mysi
Rps19R67ARSTATrp 537 nevykazuji 74dné z pfiznak@i DBA jako Rps19ORC7ARSTA mysi  Jejich
primérna hmotnost a rychlost riistu je vy$si nez u Rps19R7AR67A mysi  ale nizsi nez u kontrolnich
wild-type a Trp53”7" mysi. Priméma délka Zivota je 25 tydni, coz odpovida prezivani Trp53™-
mys$i, které poté umiraji v disledku nadort.

Pomoci RNA sekvenovani bylo objeveno, ze u Rps19R67AR67A

my$i dochazi ke zvySené
expresi gentt Zmat3, Phlda3 a Edalr. Pomoci single-cell sekvenovani byly tyto vysledky
potvrzeny, a navic byly objeveny dalsi dva ovlivnéné geny — Cdknla (p21) a Ccngl (cyklin G1).
Vsechny tyto geny jsou ovliviiovany pomoci p53 (Bieging-Rolett et al., 2020; Brosh et al., 2010;
Dulic et al., 1994; el-Deiry et al., 1993; Kawase et al., 2009; Kimura and Nojima, 2002; Okamoto

and Beach, 1994).
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4 Cile

e popis zmén vV erytropoéze u mySitho modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie

RpS 1 9R67A/R67A

9R67A/R67A

e 7zjiSténi vlastnosti hematopoetickych kmenovych bunék mysiho modelu Rpsl a

popis zmén v hematopoetickych a progenitorovych buiikach

e sledovéni vlivu mutace v Trp53 na mysi model Rps19R67ARE7A

modelu Rps19R67AR67ATp53-

a popis vlastnosti mysiho
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5 Materialy

5.1 Zvirata

Experimenty byly provadény na mysich (Mus musculus) chovanych v CCP (Ceské centrum

pro fenogenomiku), s potravou a vodou ad libitum.

e Mysi kmene C57BL/6N

e Mysi kmene C57BL/6N s mutaci Rps19Ré7AR67A

e Mysi kmene C57BL/6N s leukocytovym markerem CD45.1
(B6.SJL—Ptprca Pepcb/BoylJ) (The Jackson Laboratory)

e Trp53 knockout (B6.129S2-Trp53tm1Ty/J) poskytnuty Dr. Winfiedem Eldelmannem
(Albert Einstein College of Medicine, NY)

Vsechny experimenty se zvifaty byly provadény v souladu se zdkonem o ochrané zvitat proti

tyrani (246/1992 Sb) a s Evropskou smérnici 86/609/EEC.

5.2 Pristroje

Analytické vahy ALJ 220-4 (KERN)

BD LSRFortessa™ Cell Analyzer (Becton Dickinson)
Bioanalyzér 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent)

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Centrifuga 5810R (Eppendorf)

Hemolyticky analyzator BC 5300 Vet (Mindray)

LightCycler 480 II (Roche)

Magneticky micha¢ Heating Magnetic Stirrer (Velp Scientifica)
Magneticky stojan NeoGeneStar™ MultiForm MiniMagSlide™ (NeoGeneStar)
Multifunkéni modularni reader Infinite M200 PRO (Tecan)
R500 Small Animal Anesthesia Machine (RWD Life Science)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Science)

Stolni centrifuga Prism Mini Centrifuge (Sigma-Aldrich)
Termoblok AccuBlock Digital Dry Bath (Labnet)

Termoblok ThermoCell MixingBlock (Bioer)

Termocykler T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

Vortex WIZARD IR Infrared Vortex Mixer (Velp Scientifica)
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5.3 Chemikalie

5.3.1 Komer¢ni Kity

DNA-free™ DNA Removal Kit (Thermo Fisher Science)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Science)
1Q™ SYBR Green Supermix (Bio-rad)

NEBNext® Multiplex Oligos for [llumina® (Dual Index Primer Set 1) (New England BioLabs)

NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (New Endgland BioLabs)
NEBNext® Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for [llumina® (New England BioLabs)
SPRIselect (Backman Coulter)

5.3.2 DalSi chemikalie

Aeranne Isoflurane (Baxter)

Albumin Fraction V, biotin-free (Carl Roth)
EDTA disodium salt dehydrate (VWR)
Ethanol absolutni (Penta)

Ethanol 70% (m/m) (Penta)

Fenol (Sigma-Aldrich)

Glycogen, RNA grade (Thermo Fisher Science)
Chloroform (Penta)

Isoamylalkohol (Penta)

Isopropanol (Penta)

Proteinkinaza K (Sigma Aldrich)

RNase free H,0O

TrisBaze (Amresco)

TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Science)
Zoletil (Virbac)
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5.4 Roztoky a média
0,5M EDTA (pH 8,0)
80% EtOH

1 M NaCl

Ix PBS

10% SDS

1 M Tris-HCI (pH 8,5/7,5)

PBS/BSA

PBS 0,51
Albumin 25¢g
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 2 ml

DNA Digestion pufr

Tris-HCI1 (1 M, pH 8.5) 20 ml
NaCl (1M) 40 ml
EDTA (0,5M, pH 8,0) 2 ml
SDS (10 %) 4 ml
ddH20 134 ml
TE pufr

Tris-HC1 (1 M, pH 7.5) 1 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 0,2 ml
ddH20 doplnit do 100 ml

5.5 Software
Excel (Microsoft)

FACSDiva Software (BD Bioscience)

FlowJo Software (LLC)

Inkscape

LightCycler 480 SW 1.5.1 (Roche Life Science)

RStudio + balicky v R Bioconductor (tidyverse, DESeq?2)



5.6 Protilatky pro priitokovou cytometrii

Tabulka 2: Pouzivané protilatky pro prutokovou cytometrii.

Marker Fluorochrom Klon Vyrobce

B220 FITC RA3-6B2 BioLegend
CDh4 APC GKI1.5 BioLegend
CD8a APC 53-6.7 BioLegend
CDI11b (Mac-1) BV421 M1/70 BioLegend
CD16/32 BV510 93 BioLegend
CD34 biotin MEC14.7 BioLegend
CD44 FITC M7 BioLegend
CD45 PE-Cy7 30-F11 BioLegend
CD45.1 AlexaFluor700 A20 BioLegend
CD45.2 PE-Cy7 104 BioLegend
CD48 FITC HM48-1 BioLegend
CD71 PE RI7217 BioLegend
CD117 BVv421 2B8 BioLegend
CD127 (IL7R) BV785 A7R34 BioLegend
CD135 (FLT3) APC A2F10 BioLegend
CD150 BV605 TC15-12F12.2 BioLegend
Gr-1 BV605 RB6-8C5 BioLegend
Lineage coctail (LIN+) | AlexaFluor700 17A2; RB6-8CS; BioLegend

RA3-6B2; Ter-119;
M1/70

NKI1.1 PE PK136 BioLegend
Propidium iodide (PT) PE/TexasRed BioLegend
Sca-1 PE D7 BioLegend
Streptavidin PE-Cy7 BioLegend
Ter119 PerCP TER-119 BioLegend
Ter119 APC TER-119 BioLegend
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5.7 Primery

Tabulka 3: Seznam pouzitych primerd pro qPCR reakci.

Primer Sekvence

Bax — F CCTTTTTGCTACAGGGTTTC
Bax — R ATATTGCTGTCCAGTTCATC
Bbc3 - F ACAATCTCTTCATGGGACTC
Bbc3 —R TACATGGTGCAGAAAAAGTC
Ccna2 — F AGCAATGTTTTTGGGAGAAC
Ccna2 — R AGGGTATATCCAGTCTGTTG
Cend2 - F ATGATGAAGTGAACACACTC
Cend2 - R CTTTGAGACAATCCACATCAG
Ccnel — F CAAAACTTGAGGAAATCTACCC
Ccnel — R CCACTTGGACATAGACATTC
Cengl — F AACATTCCAAGATAAGTGGC
Cengl — R GTCCAGACACAATCCATTTC
Cdknla—F ACCTGATGATACCCAACTAC
Cdknla—-R CTGTGGCACCTTTTATTCTG
Cdknlb —F ATCTGCCTCTAAAAGCATTG
Cdknlb - R CCATCCCTAACGTTTATGTG
Eda2r - F AAGTTTTCCAGCTCTATCCC
Eda2r - R GAAAGAGACCTTTCTAGTTCAC
mGapdh — F ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATG
mGapdh — R TTTCTTACTCCTTGGAGGCCATGTAG
mGatal — F GAATCCTCTGCATCAACAAGC
mGatal — R GGGCAAGGGTTCTGAGGT
mHprt — F GCTGGTGAAAAGGACCTCT
mHprt — R CACAGGACTAGAACACCTGC
Phlda3 — F GAGGCGTATCATTTTATCGAC
Phlda3 - R CTCATGTTGATAGCTTCTGG
Zfp3612 — F CAGGACCCAGAAAAATGTC
Zfp3612 - R GATTTCTCCGTCTTGCAC

Zmat3 — F GCACACTATCAGGGTAAAAAC
Zmat3 — R ACAGTAGTCATTCTCTGTA
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6 Metody

6.1 Priprava bunécnych suspenzi

6.1.1 Izolace bunék ze sleziny, kostni diené a jater

Po usmrceni mysi cervikalni dislokaci jim byla vypreparovana kostni dfeni ze stehennich a
holennich kosti, slezina a jatra. S organy bylo déale pracovano na ledu. Slezina byla zvazena a
nasledn¢ homogenizovana pomoci sitka v 1 ml vychlazeného PBS. Velky lalok jater byl
homogenizovan pomoci sitka ve 2 ml vychlazeného PBS. Kostni diefi byla vyplachnuta z obou
stehennich a holennich kosti 1 ml PBS pomoci jehly a pipetou byla homogenizovana. VSechny
vzorky byly nakonec pfefiltrovany. Pomoci hemolytického analyzatoru byla zméfena bunécnost

sleziny, brzliku a kostni diené.

6.1.2 Izolace bunék z fetalnich jater

Embrya ve véku 14.5 dne (E14.5) byla vypreparovana z usmrcené mysi. Z embryi byla
vypreparovana fetalni jatra, kterd byla poté homogenizovana v 1 ml PBS. Pomoci hemolytického
analyzatoru byla zmeéfena bunéCnost. Z embryi byla odebrana cast tkané pro nasledné

genotypovani.
6.2 Priitokova cytometrie

6.2.1 Barveni bunék ze sleziny, kostni di‘ené a fetalnich jater

Pii barveni pro pritokovou cytometrii panelem na erytropoézu (CD45 — PE-Cy7, CD44 —
FITC, CD117 — BV421, CD71 — PE, Ter119 — APC) bylo pouZito 5-10-10° bungk z kostni diené,
sleziny nebo fetalnich jater. Pro barveni panelem na buné¢né linie (CD45 — PE-Cy7, B220 — FITC,
CD4 — APC, CD8a — APC, CDI11b (Mac-1) — BV421, Gr-1 — BV605, NK1.1 — PE, Ter119 —
PerCP) bylo pouzito 5-10-10° bungk z kostni diené &i sleziny.

Tato mnozstvi byla napipetovana do zkumavek pro pritokovou cytometrii. Do kazdé
zkumavky byly pfidany 3 ml vychlazeného PBS/BSA. Vzorky byly stoceny na centrifuze
(5 minut, 350 g, 4 °C) a poté byl slit supernatant. Do kazdého vzorku byla pfidana smés protilatek
dle Tabulky 4 ve 20 ul PBS/BSA. Po promichéani byly vzorky nechény na ledu ve tmé po dobu
30 minut, béhem kterych byly n€kolikrat promichany. Ke vzorkiim byly pfidany 3 ml PBS/BSA a
nasledn¢ byly centrifugovany (5 minut, 350 g, 4 °C). Poté byl odlit supernatant. Buiiky byly
nasledné resuspendovany ve 200 pul PBS/BSA s 0,2 ul PI (PE/TexasRed). Po pfefiltrovani byly
vzorky zméfeny na pritokovém cytometru. Naméfena data byla analyzovdna pomoci softwart

FACSDiva a FlowJo.

30



6.2.2 Barveni bunék kostni di‘ené panelem LSK

Do zkumavek pro priitokovou cytometrii bylo napipetovano 500 pul bunécné suspenze
z kostni dien¢ vyizolované z obou stehennich i holennich kosti. Po promyti (3 ml PBS/BSA,
centrifugace; stejn¢ jako je uvedeno vyse) byla do kazdé zkumavky ptidana smés protilatek
ve 20 ul PBS/BSA dle Tabulky 4, kromé Streptavidinu (LIN+ — AlexaFluor700, CD117 (e-Kit) —
BV421, Scal —PE, CD48 — FITC, CD150-BV605, CD16/CD32 -BV510, CD34 —biotin, CD135
(FLT3) — APC, CD127 (IL7R) — BV785). Po 30 minutach ve tm¢ byly vzorky promyty (opét dle
postupu popsaného vyse) a byl piidan Streptavidin (PE-Cy7). Po dalSich 20 minutach byly vzorky
opét promyty, resuspendovany v PBS/BSA s PI (PE/TexasRed) a zméfeny pomoci pritokového

cytometru.

6.2.3 Barveni periferni krve

Uspanym mySim bylo z retroorbitdlniho sinu odebrano 4—6 kapek krve do zkumavek
s EDTA, zkumavka byla poté okamzité protiepana. 50 pl krve bylo ptefiltrovano na 96 jamkovou
desticku (U-bottom). Do kazdého vzorku byla napipetovana smés protilatek, dle panelu pro
periferni krev v Tabulce 4 (CD45 — PE-Cy7, B220 — FITC, CD4 — APC, CD8a — APC, CD11b
(Mac-1) — BV421, Gr-1 — BV605, NK1.1 — PE). Vzorky byly poté promichény na vortexu a na
20 minut ulozeny do tmy. Do kazdé jamky bylo poté napipetovano 150 ul PBS/BSA, desticka byla
centrifugovana pti pokojové teploté (5 minut, 350 g) a nasledné byl odpipetovan supernatant.
Tento krok promyvéni byl jeste jednou zopakovan. Do kazdé jamky bylo poté napipetovano 150 pl
PBS/BSA. Vzorky byly poté zméfeny na priitokovém cytometru. Namétend data byla analyzovana

pomoci softwari FACSDiva a FlowJo.
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6.3 Barveni pro priitokovou cytometrii

Tabulka 4: Pouzité panely protilatek pro barveni pro prutokovou cytometrii.

Panel na periferni krev

Panel na periferni krev po transplantaci

Marker Fluorochrom | Objem Marker Fluorochrom | Objem

CD45 PE-Cy7 0,33 ul CD45.1 AlexaFluor700 | 0,33 pl

B220 FITC 0,33 ul CD45 PE-Cy7 0,33 ul

CD4 APC 0,25 ul B220 FITC 0,33 ul

CD8a APC 0,25 ul CD4 APC 0,25 pl

CDI11b (Mac-1) | BV421 0,25 ul CD8a APC 0,25 pl

Gr-1 BV605 0,25 ul CDI11b (Mac-1) | BV421 0,25 ul

NKI.1 PE 0,5 ul Gr-1 BV605 0,25 ul
NKI.1 PE 0,5 ul

Panel na erytropoézu

Marker Fluorochrom | Objem Panel na erytropoézu po transplantaci

CD45 PE-Cy7 0,4 pl Marker Fluorochrom | Objem

CD44 FITC 0,4 pl CD45.1 AlexaFluor700 | 0,4 ul

CDI117 BV421 0,4 pl CD45.2 PE-Cy7 0,4l

CD71 PE 0,4 pl CD44 FITC 0,4 ul

Terl19 APC 0,4 pl CD117 BV421 0,4l
CD71 PE 0,4 ul

Panel na bunééné linie Terl19 APC 0,4l

Marker Fluorochrom | Objem

CD45 PE-Cy7 0,33 ul Panel na bunécni linie po transplantaci

B220 FITC 0,33 ul Marker Fluorochrom | Objem

CD4 APC 0,25 pl CDA45.1 AlexaFluor700 | 0,33 ul

CD8a APC 0,25 ul CD45.2 PE-Cy7 0,33 ul

CDI11b (Mac-1) | BV421 0,25 ul B220 FITC 0,33 ul

Gr-1 BV605 0,25 ul CD4 APC 0,25 ul

NKI.1 PE 0,5 ul CD8a APC 0,25 ul

Terl19 PerCP 0,5 ul CDI11b (Mac-1) | BV421 0,25 ul
Gr-1 BV605 0,25 ul

Panel na LSK NKI1.1 PE 0,5 ul

Marker Fluorochrom | Objem Ter119 PerCP 0,5 ul

LIN+ AlexaFluor700 | 4 ul

CDI117 (e-Kit) | BV421 1l

Sca-1 PE 1 ul

CD48 FITC 1l

CD150 BV605 1l

CD16/32 BV510 1l

CD34 biotin 1l

CDI135 (FLT3) | APC 1l

CDI127 (IL7R) | BV785 1 ul

Streptavidin PE-Cy7 1 ul
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6.4 Transplantace kostni diené

6.4.1 Priprava bunék k transplantaci

Pro transplantaci byly pouzity kontrolni mysi linie CD45.1 a my$i se zkoumanymi genotypy
linie CD45.2 (wild-type, Rps19R67ARETA  Trp53-7- 3 Rps19 RE7A RETATH53) ve veku 8 tydnd.
Zvitata byla usmrcena cervikalni dislokaci a ze stehennich, holennich a paznich kosti byla
vyizolovana kostni dfefl. Pomoci hemolytického analyzatoru byla zméfena bunécnost. Bunécné
suspenze z kostnich dfeni byly nasledné¢ smichany tak, aby pomér CD45.1 a CD45.2 bun¢k byl
1:1 (a pfi dals$im opakovani experimentu 1:3). Tato smés bunc¢k byla poté nafedéna PBS
do koncentrace 107 bunék/ml. Tim byly vytvofeny ¢&tyfi bunééné suspenze, znichz kazda

obsahovala buiiky CD45.1 a bunikky CD45.2 jednoho ze ¢tyt vySe zminénych genotypd.

6.4.2 Aplikace bunék kostni di‘ené

Mysi linie CD45.1 byly letalné ozafeny davkou 8,5 Gy. Po dvou hodinach bylo mySim
uspanym intramuskularni aplikaci sedativniho anestetika pro laboratorni zvifata (Zoletil) do
retroorbitdlniho sinu aplikovdano 300 pl pfipravené smési bunék izolovanych z kostni diené,
tj. 1,5-10° bungk z CD45.1 mysi a 1,5-10° bungk z CD45.2 mysi, celkem tedy 3-10° bunék. Mysim
byla nasledné¢ v mési¢nich intervalech v inhalacni anestezii (Isofluran) odebirdna krev a
vyhodnocovana na hemolytického analyzatoru a pomoci prutokové cytometrie. Postup barveni byl
stejny jako u periferni krve (viz kapitola 6.2.3) s tim rozdilem, Ze pfi barveni byl pouzit panel
na periferni krev po transplantaci (CD45.1 — AlexaFluor700, CD45.2 — PE-Cy7, B220 — FITC,
CD4 - APC, CD8a— APC, CD11b (Mac-1) - BV421, Gr-1 - BV605, NK1.1 — PE). Po 4 mésicich
byly mySi utraceny a byla z nich odebrana slezina a kostni dfen pro méfeni na pritokovém
cytometru. Postup byl stejny jako u jinych mysi (viz kapitola 6.2.1), pfi barveni byl pouZit panel
na bunécné linie po transplantaci (CD45.1 — AlexaFluor700, CD45.2 — PE-Cy7, B220 — FITC,
CD4 — APC, CD8a — APC, CD11b (Mac-1) — BV421, Gr-1 — BV605, NK1.1 — PE, Terl19 —
PerCP) a panel na erytropoézu po transplantaci (CD45.1 — AlexaFluor700, CD45.2 — PE-Cy7,
CD44 — FITC, CD117 — BV421, CD71 — PE, Ter119 — APC).

6.5 Izolace DNA pro genotypovani

Cast tkané z mysich embryi byla umisténa do zkumavky, do které bylo pfidano 500 ul DNA
Digestion Buffer a proteinkindza K do koncentrace 0,2 mg/ml (10 pl proteinkindzy K — stock
solution 10 mg/ml). Vzorky se inkubovaly na tfepacce pti 55 °C, dokud se tkan zcela nerozpustila.
Vzorky byly poté kratce stoceny a bylo knim pfidano 500 ul  smési
fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1). Zkumavky byly nasledn€é v ruce promichdny.
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Nasledné byly vzorky stoceny pii pokojové teploté (3,5 minuty, 13 000 g) a horni vodna faze byla
prepipetovana do nové zkumavky. Ke vzorku bylo pfidano 500 pl vychlazeného 98 % EtOH.
Se zkumavkou bylo nasledné nékolikrat otoceno, dokud se nezacala viditeln¢é srazet DNA. Poté
byly vzorky stoceny (3,5 minuty, 13 000 g) a byl slit supernatant. Ke kazdému vzorku bylo
ptidano 500 pl vychlazeného 70 % EtOH a nésledné byl opét stoCen se stejnym nastavenim. Po
sliti supernatantu byly zkumavky nechany oteviené hlavou dolt, dokud nevyschly zbytky etanolu.
Poté bylo ke kazdému vzorku ptidano 200 ul TE pufru a nasledné¢ byly vzorky odeslany

ke genotypovani.

6.6 Analyza RNA

Vyizolované builky z kostni dfené, jater a fetalnich jater v PBS/BSA byly centrifugovany
(5 minut, 2 000 g, 4 °C) a nasledné byl odpipetovan supernatant. Po rozbiti pelety byl ke vzorku
pfidan 1 ml TRIZOLu a vzorek v ném byl rozpustén. Nasledné se inkuboval 5 minut pfi pokojové
teploté. Bylo pfidano 200 pl chloroformu, vzorek byl promichan na vortexu a nasledn¢ inkubovan
2-3 minuty pii pokojové teploté. Poté byl centrifugovan (15 minut, 12 000 g, 4 °C). Po stoceni
byla horni vodna faze ptfepipetovana do zkumavky s 540 pl chloroformu, zvortexovéna a opé&t
centrifugovéna se stejnymi parametry. Poté byla horni vodna faze ptepipetovana do zkumavky
s 500 pl izopropanolu a 2,5 ul glykogenu. Po promichani byl vzorek nechan 10 minut pti pokojové
teploté. Poté byl centrifugovan (10 minut, 12 000 g, 4 °C) a néasledné byl slit supernatant. Peleta
byla poté promyta v 1 ml 75% EtOH.

Vzorek byl centrifugovan (5 minut, 10 000 g, 4 °C) a nasledné byl odpipetovan supernatant.
Vzorek byl poté nechan pti pokojové teploté vyschnout. Néasledné bylo postupovano dle protokolu
k DNA-free™ DNA Removal Kit (Thermo Fisher Science) — ke vzorku bylo pfidano 20 pl RNase
free H20, 2 pl 10x DNase I Buffer a 1 pl rDNase I a vzorek byl promichan. Poté se inkuboval
30 minut ve 37 °C. Do vzorku byly pfidany 2 ul DNase Inactivation Reagent a byl nechéan
2-3 minuty pti pokojové teploté, béhem kterych byl nékolikrat zamichan. Poté byl centrifugovan
(2 minuty, 10 000 g, 4 °C). Supernatant byl piepipetovan do nové zkumavky.

Na pfistroji NanoDrop byla zméfena koncentrace vzorku a poté byl nafedén RNase free H2O
do koncentrace 400 mg/ul. 3 ul vzorku byly poté pouzity pro méifeni RNA na bioanalyzatoru
(Agilent 2100 Bioanalyzer).
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6.7 qPCR

Do stripu byly napipetovany 2 pg RNA, tj. 5 ul pfipravenych vzorkli nafedénych
do koncentrace 400 mg/ul (viz postup v kapitole 6.6). Ke kazdému vzorku byla pfiddna RNase
free HoO do celkového objemu 10 pul. Poté byl pfipraven RT Master Mix dle protokolu
k High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Science), podle kterého bylo

dale postupovano.

RT Master Mix

10x RT Buffer 2 ul
25x ANTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10x RT Random Primers 2l
MultiScribe Reverse Transcriptase 1l
RNase Inhibitor 1 ul
RNase free H20 3,2 ul

Ke kazdému vzorku bylo napipetovano 10 ul RT Master Mixu, nasledné byly vzorky
promichany a stoeny na stolni centrifuze. Poté byly vzorky vlozeny do termocykleru

s nasledujicim nastavenim:

Tabulka 5: Nastaveni termocycleru pii prepisu RNA do cDNA.

Krok 1 | Krok 2 Krok 3 | Krok 4
Teplota | 25°C 37°C 85°C 4°C
Cas 10 min | 120 min | 5 min oo

Ziskané cDNA bylo natedéno ddH>O do 100 pl. Do kazdé¢ jamky 384-jamkové desticky bylo
napipetovano 5 pl Primer Mixu a 5 ul cDNA Mixu.

Primer Mix

1Q SYBR Green Supermix 2,5u
ddH20 2l
primer Forward x Reverse (10 uM) 0,5 pl
cDNA Mix

1Q SYBR Green Supermix 2,5ul
ddH20 2,25 ul
cDNA (20 pg/ml) 0,25 ul

Vzorky byly na desti¢ky pipetovany vzdy v triplikatech (tfikrat kombinace stejného vzorku

a primeru). Desticka byla vloZena do pfistroje LightCycler 480 II s nasledujicim nastavenim:
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Tabulka 6: Nastaveni LightCycleru 480 II pro qPCR.

pre-inkubace 1 50°C | 2 min
pre-inkubace 2 95°C | 10 min
95°C | 155
amplifikace (45x) 60°C | 1 min
72°C | 10s
95°C |5s
melting curve 65°C | 1 min
97°C | 0,11°C/s
cooling 37°C | 2,5°C/s

Vysledky méfeni byly vyhodnoceny v programu LightCycler 480 SW.

6.8 RNA sekvenovani

K sekvenovani RNA byly pouzity buiiky z fetalnich jater (viz kapitola 6.1.2). RNA bylo
ziskano stejné jako v kapitole 6.6. M¢éfenim na bioanalyzatoru (Agilent 2100 Bioanalyzer) byla
ovéiena kvalita vzorkid (RIN > 9,5, doporucené minimum kvality je RIN > 7) a jejich koncentrace.
Dale bylo postupovano podle protokolu ke kitu NEBNext® Ultra II Directional RNA Library Prep
Kit for Illumina®, ktery je k dispozici na strankadch vyrobce (https://international.neb.com/-

/media/nebus/files/manuals/manuale7760 e7765.pdf) [posl. ptistup 9.8.2022].

Vzorky byly natedény nuclease free H20 do objemu 50 pl tak, aby kazdy obsahoval 1 pg
RNA. Pomoci kitu NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module byly vzorky vyc¢istény
od nadbytku rRNA. Pomoci magnetické separace bylo ze vzorktl separovano poly(A)+ RNA, které
reprezentuje mRNA populaci. Néasledné byla provedena syntéza prvniho fetézce cDNA. Nastaveni
termocykleru bylo ponechano dle protokolu, tj. pro fragmenty RNA < 200 bazi. Poté byla

provedena syntéza druhého fetézce cDNA a purifikace cDNA za pomoci SPRIselect Beads.

Poté bylo provedeno nastépeni cDNA a néasledné€ probéhla adaptorova ligace, pii které byl
pouzit NEBNext Adaptor z kitu NEBNext® Multiplex Oligos for [llumina® (Dual Index Primer
Set 1) a modry USER enzym. Nasledovala purifikace vzorkt opét pomoci SPRIselect Beads a poté
bylo provedeno PCR obohaceni DNA s navdzanym adaptorem, pifi kterém byl pouzit kit
NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Dual Index Primer Set 1), ze kterého byly pro
jednotlivé vzorky vybrany rtizné kombinace 17 (forward) a i5 (reverse) primerti. Na zdkladé
mnozstvi vstupni RNA (1 pg) bylo provedeno 8 cykli PCR. Nakonec byly vzorky opét pfecistény
pomoci SPRIselect Beads a jejich kvalita byla zméfena na bioanalyzéru Agilent 2100 Bioanalyzer.
Vzorky byly poté zkombinovany a odeslany k sekvenovani na pfistroji NovaSeq6000 v rezimu

parovaného sekvenovani: Index1 — 8 bp, Index2 — 8 bp, Readl — 111 bp, Read2 — 111 bp.
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6.9 Statistika a vizualizace dat

S daty bylo pracovano v programu R Studio v programovacim jazyku R, mimo jiné
za pomoci balickti Bioconductor a Tidyverse. Pro porovnavani dvou genotypii mezi sebou byl
pouzivan Student’s t-test, pfi porovnavani vice genotypl byl pouzivan Dunnett’s test. Pfi méteni
genotyptl wild-type, Rps19RO7ARETA ' Trp53-- 3 Rps19RO7ARETATS53 byly porovnavany viechny
genotypy oproti wild-type kontrolam a Rps19R67AR67ATrp53 také oproti Trp53” kontrolam.
Signifikance byly do grafli zaneseny nésledovné: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001;
HEE p <0,0001.
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7 Vysledky

7.1 Analyza sloZeni ribozomalni RNA u dospélych mysi Rps19R¢74/R67A

Protein RPS19 se nachazi v malé ribozomalni podjednotce a arginin 67 interaguje
s 18S rRNA. Piedpokléadali jsme proto, Ze mutace v tomto misté by mohla mit za nasledek poruchy
ve skldd4ni malé ribozomalni podjednotky. O&ekévali jsme, Zze mysi Rps19R¢7AR67A bydou z toho
divodu tvofit mén€ malé ribozomové podjednotky, coz by mélo vést k nepoméru mezi mnozstvim

velké a malé podjednotky.

Pomoci elektroforézy jsme na bioanalyzéru Agilent 2100 Bioanalyzer méfili pomér 28S a
18S rRNA. 28S rRNA se nachazi ve velké ribozomalni podjednotce, zatimco 18S rRNA se nachdzi
v malé ribozomalni podjednotce, nepomér v mnozstvi jednotlivych podjednotek by se tedy mél
projevit zménou pomeéru téchto dvou rRNA (Quarello et al., 2016). Protoze DBA 1 dalsi
ribozomopatie se Casto projevuji tkanove specificky, provadéli jsme toto méteni z bunék kostni

drené¢ a jater, tedy hematopoetickych organt, ve kterych jsme oc¢ekavali, ze zmény budou patrné.

Pti méfeni bun€k z kostni dien¢ jsme nepozorovali signifikantni rozdil. V buiikach z jater
dochézi u Rps19R67ARE7A mysi ke zméné poméru 28S/18S rRNA — tento pomét je u mysi s mutaci
v Rps19 vyssi, tedy jaterni buniky téchto mys$i obsahuji méné 18S rRNA, z ¢ehoZ mizeme soudit,
ze obsahuji také méné malych ribozomdlnich podjednotek v poméru k mnozstvi velkych

ribozomalnich podjednotek nez kontrolni mysi.

Kostni dfef Jatra
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Obr. 9: Pomér 28S rRNA a 18S rRNA v kostni dieni a v jatrech u kontrolnich wild-type mysi (Sed¢€) a
Rps19RO7ARETA mysi (Cervené) odpovidajici poméru velké a malé ribozomalni podjednotky. Statistika:
Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001)
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~—Wild-type — Rps19 mutant

Obr. 10: Vysledky elektroforézy z bunek z jater, vysledky jsou srovnany podle peaku 28S (vpravo), na

zvétSeném peaku 18S je vidét, ze u Rps19RE7ARETA

kontrol (Sedg).

mys$i (Cervené) je tento peak v priméru mensi nez u
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7.2 Poruchy definitivni krvetvorby v myS$im modelu Rps19R¢74/R674

7.2.1 SniZena bunécnost kostni di‘ené a sleziny

Diamondova-Blackfanova anémie je pfedev§im poruchou erytropoézy, proto jsme chtéli
charakterizovat zmény, ke kterym dochazi v hematopoetickych organech naseho mysiho modelu.
K hlavnim hematopoetickym organtim se fadi kostni dfeii a slezina, zaméfili jsme se proto nejprve
na tyto organy a na to, k jakym zménam v kostni dieni a sleziné dochazi u Rps19R¢7ARE7A mysi.
Pomoci hemolytického analyzatoru jsme zméfili jejich bunécnost a slezinu jsme také zvazili na

analytickych vahéch.

U Rps19R7ARETA mysi jsme pozorovali vyrazné mensi bunéénost kostni diené i sleziny,

stejn€ jako vyznamné mensi hmotnost sleziny.
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Obr. 11: Srovnani bunécnosti kostni diené a sleziny a hmotnosti sleziny u wild-type mysi (Sed¢) a
Rps19RO7ARETA mysi (Servend). Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
A% p <0,0001)

40



7.2.2 Zmény sloZeni periferni krve u dospélych mysi Rps19R674/R67A

Dalsim krokem v charakterizaci zmén v hematopoéze byla analyza periferni krve. MySim

byla odebirana krev, kterd byla vyhodnocovana na hemolytickém analyzatoru. Vysledky jsme

rozdélili dle genotypti a pohlavi.

Pozorovali jsme snizené mnozstvi cervenych krvinek, hemoglobinu i hematokritu. Rozdily

byly signifikantnéj$i pro samce nez samice, jejichz fenotyp je ovlivnén méné. Z méfeni také

vyplyva, ze mnozstvi bilych krvinek neni mutaci v Rps/9 ovlivnéno.

Bilé krvinky Cervné krvinky
16 . %
101
8° "#
12 . : 91 J
— — ] &®
E 8 T 2 )
I% 8, q S 85 r)Lr’u
S N S °
= £ = -
Q0 O -
2 2 ° o
.g OCé ) .g 7 °
[}
4 OT %o
&
[ )
° OTC‘ 61
L ]
a
K & K & > & S &
. & . " . - N "
ENER N & & R
& & & &
Hematokrit Stfedni objem erytrocytd
. *k% R R
® % °
0.50
[ ] ®
. 551 o -
- & = %
® * » .
0.45 & AJ - o
g = To £ e | Log
= [ ]
= > 8
Q
£ 040 S g o .
R 50 olo
®
0.35 °
0.30 . 451 o
<> & <> & S & > &

ékx §-.

o
R
& &

&8

o
I2) QCO
& &

HBG [g/l

Hemoglobin
1601 *hk *
2 ®
® °
‘{O ’
1401 %
ad® CO
—
® o0 @
[ ]
L]
1201 ’>
L]
1001
e
< > &
“ - “ (=)}
& & o2 8
& o

° Wild-type, samci
Wild-type, samice

® Rps19 mutant, samci

@ Rps19 mutant, samice

Obr. 12: Vysledky méteni periferni krve na hemolytickém analyzatoru, rozdéleno dle genotypu a pohlavi
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7.2.3 Zmény v prib&hu erytropoézy u dospélych mysi Rps19R67A/R67A

Z vysledki vyse je ziejmé, ze mutace Rpsl9 ma negativni vliv na hematopoetické organy i
na celkovy pocet ¢ervenych krvinek. Nasledné jsme chtéli zjistit, jak probiha erytropoéza u naseho
mysSiho modelu a kde v jejim pribéhu dochéazi ke zménam, které maji za néasledek pozorovany

ubytek cervenych krvinek.

Pomoci pritokové cytometrie jsme sledovali erytropoézu v kostni dfeni a sleziné. Pro
odliSeni Cervenych a bilych krvinek jsme pouzili markery Ter119 a CD45. Dale jsme na zakladé
markertt CD71 a Ter119 rozd¢lili ¢ervené krvinky do jednotlivych stadii erytropoézy dle déleni
pouzivaného Popovou a kol. (Pop et al., 2010).

Wild-type Rps19 mutant (vysoké penetrance) Rps19 mutant (nizké penetrance)
S1 S2 S3

Terl19

CD71

Obr. 13: Ukézka erytropoézy v kostni dfeni, sledovano pomoci markert CD71 a Ter119 na vygatované
populaci Cervenych krvinek, Cervend Sipka naznacuje prubeh vyvoje erytrocytl; SO — vSechny
progenitorové a kmenové buiiky, S1 — ¢asné proerytroblasty, S2 — pozdni proerytroblasty, S3 — basofilni
erytroblasty, S4 — ortochromatické erytroblasty a retikulocyty, S5 — zralé erytrocyty

Ve shodé¢ s vysledky z méfeni bunécnosti kostni diené jsme pozorovali pokles mnozstvi
gervenych i bilych krvinek v kostni dfeni u Rps19R¢7AR67A mysi. U gervenych krvinek dochézi
k vyznamné vétSim zménam neZ v poctu bilych krvinek, které jsou ovlivnény jen minimalné.
Pozorujeme tedy zejména poruchy erytropoézy. Z naméfenych dat jsme zjistili, Ze
k nejvyznamnéjsim zménam dochazi ve stddiu pozdnich proerytroblastl, z ¢ehoz muzeme

usuzovat, ze k poruse erytropo€zy dochazi pravé v tomto stadiu vyvoje.

Meérili jsme také erytropoézu ve slezing, kde jsme ovsem oproti kostni dieni nepozorovali

7adné signifikantni rozdily mezi kontrolnimi wild-type a Rps19R7AR67A mysmi,
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Obr. 14: Erytropoéza v kostni dfeni a slezin¢ sledovana pomoci pritokové cytometrie, za pouziti markert
Ter119 a CD45 pro rozliSeni bilych a cervenych krvinek a pomoci markerd Ter119 a CD71 pro rozliseni
stadii erytropoézy. WBC — bilé krvinky, RBC — ¢ervené krvinky; SO — vSechny progenitorové a kmenové
bunikky, S1 — Casné proerytroblasty, S2 — pozdni proerytroblasty, S3 — basofilni erytroblasty, S4 —
ortochromatické erytroblasty a retikulocyty, S5 — zralé erytrocyty. Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05,
**p<0,01, #* p <0,001, ¥*** p <0,0001)
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7.2.4 Poruchy fetilni erytropoézy u mysi Rps19R67A/R67A

Jednim z astych problémt dosud zkoumanych mySich modelti byla embryondlni letalita
homozygotti. Nami pouzivany mysi model se rodi v ocekavanych pomérech, k embryonalni
letalité tedy pravdépodobné nedochéazi. Rozhodli jsme se sledovat erytropoézu ve fetalnich jatrech,

abychom vid¢li, zda dochézi ke zméndm jiz v prenatalnim stadiu vyvoje.

Pro méfeni jsme pouzivali embrya ve véku 14,5 dne (E14.5). Pomoci pritokové cytometrie
za pouziti stejnych markerua jako u erytropoézy v dospelych mysich jsme pozorovali erytropoézu

ve fetalnich jatrech. Pomoci hemoanalyzatoru jsme také métili bunécnost fetalnich jater.

U Rps19 homozygotnich embryi (Rps19RS7AR67A) jsme pozorovali snizenou bunéénost
oproti wild-type i Rpsl9 heterozygotnim embryim (Rps19R¢’A*") ze stejného vrhu. Prosté
porovnavani naméfené bunécnosti mezi embryi z riznych samic se ukazalo jako problematickeé,
protoze i drobné rozdily ve vé€ku embryi, kterym jsme nedokdzali zabranit, mély za nasledek

vyznamng vys$i ¢i niz§i bunéénost v priméru v celém vrhu, porovnavali jsme proto bunéénost ve

vztahu k primérné bunécénosti embryi daného vrhu.

V erytropoéze jsme pozorovali rozdily mezi kontrolnimi a Rps19R¢7R674 embryi zptisobené

9R67A/R67A

celkové niz8i bunécnosti fetdlnich jater u Rpsl embryi, ale nepozorovali jsme snizeni

nékteré konkrétni populace v erytropoéze.
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Obr. 15: Bunécnost fetalnich jater, v procentech vztazeno k primérné bunécnosti embryi v daném vrhu.
Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001)
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7.2.5 Vyvoj neerytroidnich krevnich bunék u mysi Rps19R67A/R67A

Me¢tenim erytropoézy jsme zjistili, ze k jejim poruchdm dochdzi ve stadiu proerytroblastt,
tedy pomérné brzy ve vyvoji erytrocytl. Zajimalo nés proto, zda je ovlivnéna pouze erytroidni
vyvojova fada nebo zda se poruchy vyvoje tykaji i jinych krevnich bunék. Pomoci priitokové
cytometrie jsme sledovali mnozstvi T bunék, B bunc¢k, NK bunék a myelocyti v kostni dfeni,

slezing a periferni krvi.

Pro rozliSeni jednotlivych bunéénych linii jsme pouzili nasledujici markery: CD4 a CD8a

pro T buiiky, B220 pro B buiiky, NK1.1 pro NK bunky a GR.1 a Mac-1 pro myelocyty.

Terl19
FSC-A

" | NK buiiky

NKI1.1

Myelocyty

Mac-1

CD4 +CD8a

Gr.1

Obr. 16: Ukazka gatovaci strategie pfi méteni bunécnych linii krevnich bun¢k v kostni dfeni. Po vybrani
singletti a zivych bun€k jsme postupovali dle ukdzanych dotploti. Nejprve jsme vybrali CD45+ bunky,
z téch jsme vygatovali NK bunky. Z NK1.1 negativnich CD45 pozitivnich bun¢k jsme vygatovali T bunky
(CD4 a CD8a pozitivni) a B bunky (B220 pozitivni). Z CD4 a CD8a negativnich, B220 negativnich bun¢k
jsme vygatovali myelocyty (Gr.1 pozitivni, Mac-1 pozitivni).
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Mezi T lymfocyty, B lymfocyty ani NK butikami jsme nepozorovali zmény v poctech bunék
mezi kontrolnimi a Rps19R7AR67A mysmi. Jediny signifikantni rozdil jsme pozorovali v kostni

dfeni v poéty myelocyti, ktery byl lehce snizen u Rps19R67A/R67A

mysi. Celkovée z téchto vysledka
vidime, ze nase mutace v Rps19 nezplisobuje zmény v lymfoidni linii, ale pouze v myeloidni linii,

ve které jsou erytrocyty ovlivnény vyrazné vice nez myelocyty.
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Obr. 17: Srovnani mnozstvi T bunék, B bun¢k, NK bunék a myelocytd v kostni dfeni, slezin¢ a periferni
krvi u kontrolnich wild-type mysi a Rps19R7AR674 mysi. Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p< 0,01,
**% p < 0,001, ¥*** p <0,0001)
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7.3 Naruseny vyvoj hematopoetikych kmenovych bunék u mysi Rps19R674/R674

QROTARGTA jsme pozorovali mensi bunéénost hematopoetickych

U mysiho modelu Rpsl
organti a poruchy erytropoézy jiz ve stadiu proerytroblastii. To nas vedlo k otazce, zda dochazi ke

zménam v hematopoéze jiz pied diferenciaci do erytroidni fady.

Pomoci prutokové cytometrie jsme sledovali buiiky kostni diené. Ze vSech zivych bunck
jsme vybrali populace lineage negativni Sca-1 negativni c-Kit pozitivni (LS-K) a lineage negativni
Sca-1 pozitivni c-Kit pozitivni (LSK). U Rps19R¢7AR67A mysi jsme pozorovali vyrazné zmenseni

obou téchto populaci oproti kontrolnim mysim.

LSK populaci jsme dale rozdélili na zakladé¢ markerd CD34 a FLT3 (CD135) a dale
CD48 a CDI150 na hematopoetické builky (hematopoietic stem cells, HSC)
(CD34-FLT3-CD150+CD48-) a n¢kolik populaci multipotentnich progenitort (MPP) —
kratkodobé obnovujici se HSC (MPP1) (CD34+FLT3-CD150+CD48+), myeloidn¢ zamétené
MPP (MPP2) (CD34+FLT3-CD150+CD48+), balancované MPP (MPP3) (CD34+FLT3-
CD150+CD48+) a lymfoidné zamétené¢ MPP (MPP4) (CD34+FLT3+CD150-CD48+) (Cabezas-
Wallscheid et al., 2014).

LS-K bunky, kterych je pfiblizné desetkrat vice nez LSK bunék, jsou pfevazné casné
erytroidni a granulocytové progenitory. Z téchto bunck jsme gatovali I17ra (CD127) negativni
bunky, ze kterych jsme na zédkladé markertit CD34 a CD16/CD32 gatovali populaci myeloidnich
progenitori (common myeloid prorenitor, CMP) (I17ra-CD34+CD16/CD32-), progenitori pro
megakaryocyty a erytrocyty (megakaryocyte-erytroid progenitor, MEP) (IlI7ra-CD34-
CD16/CD32+) a progenitori granulocyti a makrofaglh (granulocyte-macrophage progenitor,
GMP) (I17ra-CD34+CD16/CD32+) (Challen et al., 2009).

Populace hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) je srovnatelna u Rps19R7ARETA mygi
a u kontrolnich mys$i. U buné¢k, které se zacaly diferenciovat, jiz ale pozorujeme zmény.
K vyznamnému zmenseni dochazi u populaci MPP1, MPP2, MPP3 1 MPP4. Zmény v dalSich
vyvojovych stadiich miiZzeme pozorovat na LS-K populaci. Zde jsme naméfili vyrazné zmenSeni

populaci CMP a MEP.
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Obr. 18: Ukazka gatovaci strategie LSK a LS-K populaci. HSC — hematopoetické kmenové buiikky, MPP
— multipotentni protenitory, MPP1 — kratkodob¢ obnovujici se HSC, MPP2 — myeloidni zaméfené MPP,
MPP3 — balancované MPP, MPP4 — lymfoidné zamétené MPP, CMP — myeloidni progenitory, GMP —
progenitory granulocytl a makrofagti, MEP — progenitory pro megakaryocyty a erytrocyty.
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Obr. 19: Hematopoetické builky a multipotentni progenitory v kostni dfeni, porovnani kontrol a
Rps19R7ARETA mysi. HSC — hematopoetické kmenové buiiky, MPP — multipotentni protenitory, MPP1 —
kratkodob¢ obnovujici se HSC, MPP2 — myeloidni zaméfené MPP, MPP3 — balancované MPP, MPP4 —
lymfoidné¢ zaméfené MPP, CMP — myeloidni progenitory, GMP — progenitory granulocytdi a makrofagd,
MEP — progenitory pro megakaryocyty a erytrocyty. Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01,
**% p < 0,001, ¥*** p <0,0001)
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7.4 Kompenzace fenotypovych zmén nasledkem deficience 7rp53

Protein p53 hraje v patologie DBA vyznamnou roli. To potvrzuji i diive vytvorené mysi
modely, ve kterych ztrata funkce 7rp53 vedla k zachrané fenotypu (Barlow et al., 2010; Jaako et
al., 2011; Watkins-Chow et al., 2013). Chtéli jsme proto na nasem mys$im modelu Rps19R67A/R67A
zjistit, jak se bude tento model chovat v ptipad¢ ztraty p53. Pro tento ucel jsme pouzivali mysi
s homozygotni mutaci v Rpsl9 a zarovenn s homozygotni mutaci v 7rp53. Jak bylo jiz zminéno
v prehledu v kapitole 3.5.1, tento dvojité¢ homozygotni mysi model ma v prvnich tydnech Zivota
lep$i pfezivani nez mySi s mutaci jen v Rps/9, zaroven maji tyto mySi vétsi hmotnost nez

Rps19R67ARETA mysi, na prvni pohled se tedy zda, e ztrata funkce Trp53 vede k zachrané fenotypu.

Experimenty uvedené v kapitole 7.2 jsme provadéli také s buitkami z mysi s genotypy

Trp537 a Rps19RO7ARETAT 53

Pomoci méfeni hemoanalyzitorem a vazeni sleziny jsme zjistili, ze Trp53” mysi ani
Rps19RE7ARSTATIn53- mysi se signifikantné nelii od kontrolnich mysi v celkové bunéénosti

kostni dfen€ a sleziny, ani v hmotnosti sleziny.
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Obr. 20: Buné&&nost kostni dfené a sleziny a hmotnost sleziny pro mysi genotypti wild-type, Rps19R67AR67A,

Trp53” a Rps19R7AREIATrp537" Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
sk 5 < 0.0001)
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Na hemoanalyzatoru jsme také méfili sloZeni periferni krve. Vysledky tohoto méfeni jsme

porovnavali opét pro kazdé pohlavi zvlast. U Rps19R7AR67ATrp 537 mysi jsme mohli porovnavat

pouze vysledky samct, jelikoz samice s timto genotypem se téméf nerodi. U mySi s mutaci pouze

v Trp53 jsme pozorovali zmény oproti kontrolnim mySim — snizeny pocet Cervenych krvinek a

zvySeny stfedni objem erytrocyta.

Bilé krvinky

bunécnost [10"6/ml]

L

L]

buné&énost [1046/ml]

Cervné krvinky
*kkk
*%k

0.551

0.501

0.451

HCT [%]

0.401

0.351

0.301 °

601

MCV [fl]

451

Stiedni objem erytrocytl
*%

*kkk k
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7.4.1 Priib&h erytropoézy v my$im modelu Rps19R67A/R67ATp53--

Pomoci pritokové cytometrie jsme pozorovali jednotliva stadia erytropoézy za pouziti
stejnych markera a gatovani, které je popsano vyse v kapitole 7.2.3. Mysi s mutaci pouze v genu
Trp53, které jsme pouzivali jako kontrolu ke zkoumanym dvojitym mutantiim
Rps19R67ARETIATR53-"  yykazovaly stejné vysledky jako wild-type mysi. Dvojiti mutanti
Rps19R7ARETATH 53 méli celkové mensi bunéénost kostni dfené nez wild-type kontroly i p53
kontroly, a to jak v celkovém poctu cervenych a bilych krvinek, tak i v jednotlivych stadiich
erytropoézy, ovSem nejednalo se o signifikantni rozdil. Ve slezin€ jsme pozorovali mirné zvyseny
pocet Cervenych krvinek u p53 kontrolnich mys$i oproti wild-type kontroldm, a to zejména
ve stadiich S3 a S4, ani zde se nejednd o signifikantni rozdily. Dvojiti mutanti maji lehce

zmenS$enou populaci S5 oproti p53 kontrolam.
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Obr. 22: Erytropoéza v kostni dieni a sleziné. WBC — bilé krvinky, RBC — ¢ervené krvinky; SO — vSechny
progenitorové a kmenové bunky, S1 — ¢asné proerytroblasty, S2 — pozdni proerytroblasty, S3 — basofilni
erytroblasty, S4 — ortochromatické erytroblasty a retikulocyty, S5 — zralé erytrocyty. Statistika: Dunnett’s
test (* p < 0,05, ** p<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001)
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7.4.2 Abnormality hematopoetickych bunék v my$im modelu Rps19R67A/R67ATrp53-/-

Porovnavali jsme také slozeni hematopoetickych kmenovych bunék u kontrolnich wild-type
mysi, RpsIORO7ARETA mysi Trp537- mysi a Rps19RO7ARETATrpS537 mysi. Kromé vysledki
popsanych vyse v kapitole 7.3 tykajicich se rozdiléi mezi kontrolnimi wild-type a Rps19R67ARE7A
mys$mi jsme pozorovali zejména zvy$ené mnozstvi nékterych bun&énych populaci u Trp537 mysi.
Tyto my$i maji zvySené mnozstvi LSK bunék. Pfi detailnéj$im rozliSeni populaci jsme pozorovali
zvyseni poctu CD34 negativnich buné€k, tedy zejména HSC, a dale zvétsSenou populaci MPP4.

U dvojitych mutanti (Rps19R¢7AR67ATrp537) jsme pozorovali u viech populaci hodnoty
srovnatelné s kontrolnimi wild-type mySmi. Mutace v 7rp53 tedy rusi fenotyp zplisobeny mutaci

v Rps19, ale mutace v Rpsl9 stale hraje alespon malou roli, protoze tito dvojiti mutanti

neodpovidaji p53 kontrolam.
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Obr. 23: Hematopoetické builkky a multipotentni progenitory v kostni dfeni. HSC — hematopoetické
kmenové buiikky, MPP — multipotentni protenitory, MPP1 — kratkodobé obnovujici se HSC, MPP2 —
myeloidni zamétené MPP, MPP3 — balancované MPP, MPP4 — lymfoidné zamétené MPP, CMP —
myeloidni progenitory, GMP - progenitory granulocyti a makrofag, MEP — progenitory pro
megakaryocyty a erytrocyty. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
*HAE p <0,0001)
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7.5 Zmény genové exprese u mysi Rps19R7ARETA g Ry 9ROTARGTAT 53

Z vysledkit. RNA sekvenovani c-Kit+ progenitori a single-cell sekvenovani
hematopoetickych bun¢k a progenitort z kostni dfené, které bylo provedeno v nasi laboratofi, je
ziejmé, ze mutace v Rps19 vede ke zméné exprese nékolika gend, které jsou vSechny soucasti p53
signalni drahy. Konkrétné se jedna o zvysenou expresi gentt Zmat3, Phlda3 a Eda2r, Cdknla (p21)
a Ccngl (cyklin G1).

Tyto diive naméfené vysledky jsme chtéli potvrdit pomoci qPCR. Méieni jsme provadeli
na buiikach z kostni difené. Sledovali jsme expresi vyse uvedenych gent, a dale jsme vybrali
nékolik dalSich geni, u kterych jsme ocekavali, ze by mohlo dochézet ke zméné exprese. Méfili
jsme expresi nasledujicich genti: Bax, Bbc3, Ccna2, Ccnd2, Ccnel, Ccngl, Cdknla, Cdknlb,
Cdkn2b, Eda2r, Gatal, Phlda3, Zmat3 a Zpf3612.

Timto méfenim jsme potvrdili pfedchozi vysledky z nasi laboratote, tedy zvySenou expresi
u gentl Zmat3, Phlda3, Eda2r, Cdknla a Ccngl u Rps19R7ARETA mysi u ostatni méfenych gent

jsme nepozorovali rozdily v jejich expresi.
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Obr. 24: Relativni exprese genl Phlda3, Zmat3, Eda2r, Cdknla a Ccngl u mysi genotypt wild-type,
Rps19RO7ARETA " Trp53-- g Rps19R7AROTATIH53 zméFena pomoci QPCR. Zobrazeny jsou geny, u kterych
byly namé&feny zmény v expresi mezi wild-type a Rps19R¢7AR67A yzorky. Statistika: Dunnett’s test (* p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **¥* p < 0,0001)
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7.5.1 Genova exprese ve fetdlnich jatrech mysi Rps19R67AV/R67A g Rpg19ROTARETAT 53
Pomoci RNA sekvenovani jsme sledovali zménu exprese gend ve fetdlnich jatrech. I zde
jsme pozorovali zvySenou expresi genil, u nichZ jsme pozorovali zmény i v kostni dfeni pomoci

qPCR. Vice nez dvakrat zvySenou expresi u Rps]9R67AR67A

mysi se signifikantné¢ vyznacovaly
geny Zmat3, Cdknla a Phlda3. Signifikantn¢ zvySena, i kdyz méné nez dvakrat, je také exprese
genl Ccngl, Psrcl a Eif2s3x. Psrcl je, stejné jako vSechny diive zminéné geny, regulovan pomoci
pS53. Eif2s3x hraje roli v malé ribozomalni podjednotce. U genu Edalr jsme také pozorovali
vyrazné zvysenou expresi u Rps19R7AR7A mysi zatimeo u ostatnich genotyptl nebyl exprimovan
témet viubec.

U Trp53” mysi jsme pozorovali downregulaci Fam83g, stejné jako u
Rps19R7ARETAT 537 mysi. U Rps19R7ARE7ATrp537 mysi nevidime zmény u Zadného z gend,
které byly upregulovany u Rps19RO7ARE7A mysi U Rps19R67TARETA | Rps19ROTARSTAT 537 mysi

jsme pozorovali downregulaci genu Rp/2211.

Exprese Rps19 neni u zadného z genotypl zménénd, ale na datech ze sekvenovani jsme

pozorovali u Rps19R67AR67A myysi a Rps19RE7ARSTATp 537~ mysi mutaci v Rps19.
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7.6 Poruchy repopula¢ni aktivity kmenovych bunék z Rps19R674/R67A

mysi

Z dosud uvedenych vysledki mizeme vidét, ze k poruse erytropoézy dochazi v jejich velmi
casnych stadii a ze k defektim dochazi jiz v multipotentnich progenitorech Abychom déle
posoudili vlastnosti hematopoetickych kmenovych bunék u Rps19R7AR67A mysi a také vliv mutace
Trp53 na mutaci v Rps19, provedli jsme kompetitivni transplantaci kostni dfen¢ a sledovali jsme

repopulacni potencial kmenovych bunék.

Pro transplantaci jsme pouzivali CD45.1 (kontrolni) a CD45.2 (experimentalni) mysi. Jedna
se o dva mysi kmeny, které se 1i$i povrchovym antigenem CD45. Ob¢ izoformy tohoto antigenu
jsou funkéné identické a zaroven rozliSitelné naptiklad pomoci priitokové cytometrie. Antigen
CD45 je exprimovan na vSech hematopoetickych buiikach s jadrem, proto je moZné pomoci jeho

variant CD45.1 a CD45.2 odlisit, kterd hematopoetické buiika pochazi z které mysi.

Wild-type

D52
e (g G — @

CD45.1
Wild-ope @ \

CD45.1

Wild-type
Rps19 /
p53

Rpsl9xp33 pas2

CD45.2

Obr. 27: Schéma experimentu: Do ozafenych CD45.1 mysi jsme aplikovali smés bun¢k z kostni diené
z kontrolnich CD45.1 (Cervend) a experimentalnich CD45.2 (modrd) mysi, a to v poméru 1:1 a 1:3.
Do kazdé ozafené mysi bylo transplantovano 3x10° bunék. V mési¢nich intervalech jsme odebirali a
vyhodnocovali krev, po 4 mésicich jsme vyhodnotili i kostni dien a slezinu. Zobrazené dotploty jsou
prikladem vysledki z periferni krve 4 mésice po transplantaci.

58



Experiment jsme provadéli ve dvou opakovani s pomérem CD45.1 a CD45.2 bunék 1:1.
Z vysledki mizeme vidét, Ze v tomto pfipadé dochazi u wild-type bunék zpocatku k ptihojeni
ptiblizné 45 %, v pritbéhu ¢tyt mésici pomér CD45.2 bunék lehce stoupd na 51 %. U bunck
z Rps19RO7ARETA mysi vidime, Ze pfi stejném pocatednim poméru 1:1 jsou po prvnim mésici
ptihojeny primérné z 19 % a v pribéhu ctyi mésict toto Cislo jesté klesa az na necelych 15 %.
Muzeme tedy fict, ze repopulacni schopnost téchto bunék je siln€ snizena. Buniky s mutaci v genu
Trp353 se po mésici piihojily ptiblizné z 61 % a po 4 mésicich toto ¢islo vystoupalo na témét 77 %.
Buiiky s mutaci v obou genech (7rp53 1 Rps19) se ptihojuji podobné jako posledni zminéné — po
meésici bylo pfihojeno pfiblizn¢ 56 %, po 4 mésicich pfiblizn¢ 77 %.

Pti dal§im opakovani experimentu jsme transplantovali buitkky CD45.1 a CD45.2 v poméru
1:3, ocekavali jsme tedy vyssi procento pfihojeni CD45.2 bunék. U buné¢k z wild-type mysi doslo
nejprve k pfihojeni pfiblizné 63 % a po ctyfech mésicich se toto Cislo zvedlo ptiblizné na
ogekavanou hodnotu — 72 %. U Trp53”~ bunék i u Rps19R7AR67ATrp53 bungk doslo k ptihojeni
v souladu s pfedchozimi vysledky — po 1 mésici se piihojilo 74 %, respektive 77 %, a po
4 mésicich stouplo jejich mnozstvi na 87 %, respektive 88 %. U Rps19R7ARETA hyngk doslo

po mésici k ptfihojeni 29 % a po 4 mésicich se ptihojeni ustalilo na ptiblizné 22 %.
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Obr. 28: Procento piihojeni CD45.2 bun€k po transplantaci v mésicnich intervalech. Statistika: Dunnett’s
test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001)
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V prvnim mésici po transplantaci byla celkova bunéénost periferni krve piiblizné polovi¢ni
nez ve druhém a dalSich mésicich, kdy uz se celkova bunécnost zdsadné neménila. Ve druhém
experimentu pii pouZiti transplantovanych bunc¢k v poméru 1:3 byla buné¢nost po prvnim meésici

o néco vyssinez v predchozim experimentu, ale stale snizena oproti buné¢nosti v dalSich mésicich.

Sledovali jsme také jednotlivé bunécné linie v krvi transplantovanych mysi. Pomoci
pritokové cytometrie jsme rozlisili T buiiky, B buiiky, NK buiiky a myelocyty. Namétené bunky
jsme nejprve rozdélili podle antigeni CD45.1 a CD45.2 a dale jsme gatovali jednotlivé populace
dle stejného systému, ktery je ukazan v kapitole 7.2.5 a v obrazku 16. Pomér jednotlivych

bunécénych linii zistava stale stejny ve vSech ptipadech, jedinou vyjimku tvoti T bunky.

1:1 1:3

I
ol o

bunéénost [1046/ml]

2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4 234 123 4

Rps19 x p53
mutant

Rps19 x p53

Wild-type Rps19 mutant p53 mutant mutant

Wild-type Rps19 mutant P53 mutant

T buriky CD45.2 i M&elocyty CD45.1 | Thbuiky CD45.1 il M%elocyty CD45.1
Il B buriky CD45.2 B NK bufiky CD45.2 N B buiiky CD45.1 il bunky CD45.1

Obr. 29: Bunécéné linie v periferni krvi po transplantaci, modie z transplantovanych CD45.2 bungk,
Cervené z CD45.1.
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Po transplantaci jsme pozorovali snizené mnozstvi T bunck u mysi s transplantovanymi
bunikami s mutaci v Rps/9. Abychom mohli porovnavat bunécnosti mezi jednotlivymi genotypy,
kde se liSilo procento piihojeni CD45.2, vyndsobili jsme bunécnost koeficientem tak, aby
odpovidala tomu, kdyby dana mys$ méla 100 % bunck CD45.1 ¢i CD45.2 bunék. V prvnich dvou
mésicich po transplantaci mizeme vidét snizené mnozstvi T bun€k i v linii CD45.1 (tedy
v kontrolnich buiikach), po 4 mésicich jiz tento rozdil ale zmizel. U CD45.2 bunck, tedy téch
s mutaci v Rpsl9, mizeme rozdil v mnozstvi T bun€k pozorovat i po Ctyfech mésicich po
transplantaci. U téchto bunék nepozorujeme trend, Ze by se mnozstvi T bunék v pribéhu casu
zvySovalo. Jak muizeme vidét vobrazku 30, u mySi s mutaci v Rps/9, kterym nebyla

transplantovana kostni dfen, tento rozdil v mnozstvi T bunék nepozorujeme.
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Obr. 30: Mnozstvi T bunék po transplantaci linie CD45.1 (kontrolni) a CD45.2, vpravo mnozstvi T bun¢k
v krvi mysi bez transplantace. Uvadéna bunécnost odpovida bunécnosti v ptipadeé, Ze by mys méla 100 %
CD45.1, respektive CD45.2 bungk. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
*HA%E p <0,0001)
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Po ¢tyfech mésicich po transplantaci jsme z my$i odebrali kostni dfen a slezinu a vyhodnotili

v

jsme i tyto organy. Pfihojeni CD45.2 bylo v kostni dfeni o néco vyssi nez v krvi a slezing, ale stale

se jednalo o signifikantn€ niz8i procento, nez u kontrolnich mysi — v kostni dfeni se ptihojilo
piiblizné 25 % CD45.2 buné¢k pii poc¢atecnim poméru 1:1.

Pomér jednotlivych bunéénych linii byl v jednotlivych orgénech riizny, ale byl stejny mezi
jednotlivymi genotypy, s vyjimkou snizeného mnozstvi T bunék CD45.2, jejichz mnozstvi
ve vSech organech korespondovalo s vysledky z periferni krve, které jsou ukazany vyse.

Pomoci pritokové cytometrie jsme také méfili erytropoézu v kostni dieni 1 sleziné (stejné

jako v kapitole 7.2.3). Ani v jednom z téchto organti jsme nepozorovali zmény mezi jednotlivymi

genotypy.
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Obr. 31: Prihojeni CD45.2 bunék po 4 mésicich v kostni dfeni, krvi a slezing; bunécné linie v kostni dieni,
slezin€ a periferni krvi 4 mésice po transplantaci. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01,
% p <0,001, *¥*** p <0,0001)
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8 Diskuse

Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo charakterizovat poruchy krvetvorby u naseho
myS$iho modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie, ktery ma mutaci v genu Rps/9, konkrétné
deleci argininu na pozici 67. Dfive vytvofené mysi modely DBA, které maji mutace v rtiznych RP
genech, ne vzdy vérné kopiruji ptiznaky spojené s DBA a zaroven se potykaji s riiznymi problémy,
napiiklad s embryondlni letalitou (Devlin et al., 2010; Matsson et al., 2004; Morgado-Palacin et
al., 2015).

Nami pouzivany model kopiruje mnohé fenotypové projevy DBA, zejména poruchy
krvetvorby, ale také naptiklad mensi vzrist, snizenou porodni hmotnost, zkracenou dobu zivota a
ruzné kardiovaskularni, urogenitalni, kosterni ¢i kraniofacidlni malformace a vyjimecn¢ také
hydrocefalus. Zarovenn jsme u n¢j nepozorovali problém s embryondlni letalitou. Oproti DBA
pacientiim, u kterych je mutace pravdépodobné vzdy heterozygotni, v ptipad€ naseho modelu jsou
heterozygotni my$i ovlivnény jen minimaln€ a fenotyp je pozorovan u homozygotnich mysi.
Mutace v tomto konkrétnim misté RPS19 sice nebyla u pacienti s DBA nalezena, ale nachazi se
v blizkosti hotspotu, ve kterém dochazi u pacienti s DBA k mutacim casto. Zaroven je boc¢ni
fetézec argininu 67 mistem pro post-translaéni modifikace skupinou tzv. protein arginin
methyltransferdz (PRMT), které zavadéji metylace na postranni fetézce argininlt u mnoha

vyznamnych proteint podilejicich se na transkripéni regulaci bunééné homeostazy a metabolismu.

Ve své praci jsem se zaméfila predevS§im na charakterizaci erytropoetickych a
hematopoetickych vlastnosti tohoto mysiho modelu, a také na vliv mutace v genu 7rp53. Pfestoze
role chronicky zvySené exprese tumor supresorového proteinu p53 v DBA byla popsdna na mnoha
jinych zvifecich modelech (Jaako et al., 2011; Watkins-Chow et al., 2013), je tento model
vyjimecny v tom, Ze umoznuje studovat mnohé aspekty interakce mutantni RPS19 a Trp53

signalni drahy jak na genetické, tak na fenotypové Grovni.

8.1 Poruchy sloZeni ribozomalni podjednotky v my$im modelu Rps19R674/R67A
Pro maturaci 20S do 18S rRNA v prubehu syntézy ribozomd je zapotiebi mimo jiné protein

RPS19. SnizZeni jeho mnozstvi narusi tento proces a vede ke snizenému mnozstvi malé ribozomalni

podjednotky (Flygare et al., 2007; Choesmel et al., 2007).

Na buiikdch z periferni krve pacienti s DBA byly pozorovany zmény v mnozstvi
ribozomalnich podjednotek. Tyto zmény byly pozorovany pomoci méteni poméru 28S/18S rRNA,
ktery odpovidd poméru mnozZstvi velkych a malych ribozomalnich podjednotek. U pacientt

s mutaci v RPL byl tento pomér sniZen (tedy bylo naméfeno mensi mnozstvi velké podjednotky)
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a u pacientl s mutaci v RPS byl zvySen (Quarello et al., 2016). V souladu s timto métenim bylo
na jednom z mysich modelti pozorovano snizené mnozstvi volné malé podjednotky u mysi

s mutaci v Rps19 (Jaako et al., 2011).

Ptestoze mutace v nasich mysich je v mist¢, které piimo interaguje s 18S rRNA, podatilo se
nam ukazat zménény pomer 28S/18S jen v jatrech, zatimco v kostni dieni jsme zadné signifikantni
zmény nepozorovali, pravdépodobné také z diivodu zvysSené proteosyntézy v jatrech a jejich
vicemén¢ homogenniho sloZeni z pfevazné bunck jednoho typu — hepatocyti, s vysokym obsahem
polyribozomt. Z dat ziskanych pomoci sekvenovani RNA z fetdlnich jater také vyplyva, ze
nedochézi ke snizeni genové exprese Rps19. Z téchto vysledkd tedy miizeme usuzovat, Ze mutace
Rps19R67ARETA nem4 za nasledek zasadni snizeni mnozstvi RPS19. Diisledkem této mutace dochazi
nejen ¢asteéné k omezeni maturace malé ribozomalni podjednotky, ale zdroven pravdépodobné 1

k omezenti jejiho dal§iho fungovani v ptipadé, Ze k jejimu vniku dojde.

8.2 Poruchy hematopoézy a erytropoézy

PtestoZe je anémie jednim z nej€astéjSich projevl ribozomopatii, pfesny mechanismus, jak
souvisi poruchy ribozomil s erytropoézou neni zcela jednoznaéné objasnén. Predpokladané
moznosti jsou ovlivnéni transkripce nebo translace GATA1 v dusledku defektd v syntéze
ribozomu (Ludwig et al., 2014) nebo kviili toxicit¢ nadbytku hemu (Rio et al., 2019; Yang et al.,
2016). Pokud by se zadafilo vyvinout mySi model DBA, jehoz erytropoéza by odpovidala
erytropoéze u pacientll s DBA, mohl by slouZzit mimo jiné pro studium toho, jaké mechanismy

spojuji poruchy ribozom s erytropoézou.

Ptestoze je tradicné DBA spojovana s nedostatkem cervenych krvinek, ukazuje se, Ze
v nékterych pfipadech mohou byt ovlivnény i jiné krevni buiiky. Ze vzorkli od 128 pacientii s DBA
bylo ve vice nez poloving ptipadl detekovano snizené mnozstvi lymfocytli (B lymfocytid a NK
bunék) nebo IgM (Iskander et al., 2019). Jiné studie, ov§em na menSim mnozstvi vzorktli, naopak
nenasla v mnoZzstvi lymfocyt Zadné signifikantni rozdily (Giri et al., 2015). Data z naSeho mysiho
modeld ziskand pomoci pritokové cytometrie neukazuji signifikantni rozdily v mnoZstvi
lymfocytl. VySe zminénéd studie, kterd pozorovala snizené mnoZzstvi lymfocytl u nékterych
pacienti s DBA, nenaSla Zadnou souvislost mezi tim, ktery ribozomadlni protein je mutovan a tim,
zda dochazi ke snizeni poctu leukocytii. To, ze naS§ model ukazuje normalni pocty leukocytt tady

neni nutné odchylkou od toho, jak se projevuje DBA zplsobena mutaci v RPS79 u lidi.
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Z naSeho méfeni pribéhu erytropoézy jsme zjistili, Ze k poruchdm dochazi zejména ve stadiu
pozdnich proerytroblasti. To je v souladu s poznatky ohledn€ poruch erytropoézy u pacientl

s DBA, u kterych byly pozorovany zmény ve staddiu CFU-E a proerytroblasta (Yang et al., 2016).

Dale jsme chtéli zjistit, zda u naSeho modelu dochazi k porucham erytropoézy jiz v prubéhu
embryonalniho vyvoje, zvlasté proto, ze u néckterych jinych mysSich modelti byla anémie
pozorovana zejména v embryich (Yu et al., 2021b). U embryi ve stadiu E14.5 jsme potvrdili mensi
buné&énost fetalnich jater, ktera korelovala s celkové mensi velikosti Rps19R7AR67A embryi. Snazili
jsme se zjistit, zda ve fetalnich jatrech dochazi, podobné jako u dospélych mysi v kostni dieni,
k redukci populace proerytroblasti, ale z naSich vysledki jsme toto nebyli schopni potvrdit. Zda
se tedy, ze vnaSem mySim modelu dochazi ve fetdlnim stddiu spiSe k celkové poruse rastu
v disledku mutace Rps/9 a veskeré projevy anémie mohou byt timto zastinény. ZjiSténi
ptesngjSich dat ohledné poruch ve fetalni erytropoéze ndm branil také fakt, Ze 1 drobné rozdily
ve véku embryi, kterym jsme nebyli schopni zabranit, mély za nésledek vyrazné zmény

v erytropoéze, ¢imz mohl byt pfipadny defekt v proerytroblastech zastinén.
rytrop yt pripadny proery

Abychom mohli posoudit, ve kterém stadiu definitivni hematopoézy dochazi ke zménédm
v disledku mutace Rpsl/9, sledovali jsme pomoci pritokové cytometrie zastoupeni
Lin-Sca+c-Kit+ (LSK) bunék v kostni dfeni. LSK populace je obohacend o cCasna stadia
hematopoetickych kmenovych buné¢k a multipotentnich progenitori, a porovnanim kontrol a
Rps19RO7ARETA ' mysi jsme zjistili, Ze ackoliv hematopoetické buriky nejsou pozorovatelng
zménény, u multipotentnich progenitor jsme jiz pozorovali vyrazné ovlivnéni mutaci v Rps/9.
Tyto vysledky naznacuji, Ze poruchy krvetvorby mohou nastavat jiz relativné brzy v linii vedouci
k vyvoji Cervenych krvinek, bud’ z pfimého dasledku nedostatecnosti RPS19 anebo poruchou
zpétné vazby, kterd narusi pfirozenou rovnovahu mezi délicimi se a diferencujicimi se burikami
kostni difené. Nedostatek funkénich ribozomi nebo nedostate¢na syntéza proteinti mohou vést
k tomu, Ze HSC se s mensi pravdépodobnosti budou diferencovat do erytroidnich progenitort, jak

bylo popsano v n¢kolika studiich (Khajuria et al., 2018; Signer et al., 2014; Spevak et al., 2020).

Pro dalsi zhodnoceni vlastnosti hematopoetickych bunék v naSem mySim modelu jsme
provadéli kompetitivni transplantaci kostni dfené. Z téchto experimentli mizeme vyvozovat
vyznamné sniZzeny repopulacni potencidl hematopoetickych bunék z my$i mutovanym genem
Rps19. Zaroven piedchozi experimenty provedené v nasi laboratofi ukazaly, ze pokud budeme
transplantovat buniky ze zdravych donord (krvetvorné bunky z CD45.1 mysi) do neozafenych
experimentalnich mysi s mutaci v Rps/9, k zddnému ptihojeni nedojde. Narusen tedy je

9R67A/R67A

kompetitivni potencial bunc¢k s mutaci, nikoliv vSak integrita kostni dfen¢ Rpsl mySi.
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U bungk z Rps19R7AR67A mysi jsme pozorovali mensi mnozstvi T bunék, a to v prib&hu celych
4 mésicti méteni. Protoze u mysi s mutaci v Rps/9 bez transplantace jsme zménu v T buiikdch

nepozorovali, je ziejmé, ze k tomuto poklesu T bun¢k dochazi v disledku transplantace.

8.3 Zmény v genové expresi v mySim modelu Rps19R674/R67A

Pomoci gPCR a RNA sekvenovani jsme ukazali, ze v my$im modelu Rps 9R7AR7A dochézi
k upregulaci nékolika genti. Konkrétné se jedna o geny Phlda3, Zmat3, Eda2r, Cdknla, Ccngl a
Psrcl. VSechny tyto geny jsou cilové geny transkripéniho faktoru Trp53.

Phlda3 (Pleckstrin Homology Like Domain Family A Member 3) je p53 regulovany gen,
jehoz produkt, protein PHLDA3, se pomoci své PH domény (pleckstrin homology domain) vaze
na PIP3 (phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate) v membrané, a tak kompetitivné zabranuje
vazbé AKT3 na PIP3 (Kawase et al., 2009). Zmat3 (Zinc finger matrin type 3) je p53 regulovany
tumorsupresorovy gen. Protein ZMAT3 zvysSuje stabilitu 7rp53 mRNA tim, Ze se vaze na ARE
(AU-bohata oblast, AU-rich element) ve 3' UTR (3' neptekladana oblast, 3’ untranslated region)
(Vilborg et al., 2009). EDA2R (Ectodysplasin A2 receptor) aktivuje nuklearni faktor kB (NF- kB)
a je ptimym transkripénim cilem p53 (Tanikawa et al., 2010). Psrcl, jehoz zvySena exprese byla
pozorovana ve fetalnich jatrech pomoci RNA sekvenovani, koduje protein PSRC1 (Proline And
Serine Rich Coiled-Coil 1) oznaCovany casteji jako DDA3. U mysi podporuje bunéény rist a je
aktivovan pomoci p53 (Hsieh et al., 2007), ovSem lidsky DDA3 je pomoci p53 naopak
downregulovan (Hsieh et al., 2008).

Cyklin G1, kédovany genem Ccngl, pozitivné i negativné reguluje bunécény rist (Bates et
al., 1996). Jedna se o transkrip¢ni cil p53, ktery mize vytvaret komplex s protein fosfatazou 2
(PP2A, protein phosphatase 2) a nasledné¢ dochazi k defosforylaci MDM2, ¢imZ dochézi i
k regulaci p53 (Okamoto et al., 2002).

Produktem genu Cdknla je cyklin dependentni kindzovy inhibitor 1 (CDKNI1A, cyclin-
dependent kinase inhibitor 1) také nazyvany p21. Jedna se o dilezity inhibitor bunééného cyklu,
ktery je regulovan mimo jiné pomoci p53 (Kreis et al., 2019). Na vzorcich periferni krve pacientt
s DBA byla pozorovana zvysena exprese CDKNIA (Sjogren et al., 2015), stejné jako na nékterych
zvitecich modelech (Doty et al., 2021; Jaako et al., 2011; Morgado-Palacin et al., 2015; Narla et
al., 2014).

Zménu exprese téchto stejnych genti, kromé Eda2r a Psrcl, popsali u svého mysiho modelu
(také s mutaci v Rps/9) 1 Jaako et. al.. U tohoto mySiho modelu byla navic pozorovana zména

v expresi gentl Ptp4a3 a Bax (Jaako et al., 2011), které u naseho mysiho modelu zménény nebyly.
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Také jsme pomoci RNA sekvenovani pozorovali snizenou expresi genu Rpl22l1. Zmény
v expresi dal$ich ribozomalnich proteinit mimo toho, ktery je mutovan, byly pozorovany i u vzorka

od pacientil s DBA s mutaci v RPS19 (Gazda et al., 2006).

Protoze ziskéavat kostni drfefi od pacientd s DBA je naro¢né, a protoze muze byt nemoc
zpisobena Sirokou Skalou mutaci v mnoha riznych genech, neexistuje mnoho studii, které by
zkoumaly expresi gentl pfimo u pacientii s DBA s mutaci v RPS19. Studie na 10 DBA pacientech
s mutaci v RPS19 (nikoli deleci celé alely) ukazala, ze u téchto pacientli dochazi ke snizené expresi
RPS19 i ke snizenému mnozstvi proteinu RPS19 (Gazda et al., 2004). Analyza vzorkl od jinych
pacientli, u kterych mutace v RPS19 nezpusobovala pted¢asné zarazeni stop kodonu, sniZeni
exprese RPS19 nepozorovala (Gazda et al., 2006). Nase vysledky RNA sekvenovani ukazuji, ze
v nasem mysSim modelu nedochazi ke snizené expresi Rpsi9, coz je v souladu s o¢ekavanim,
protoze v nasem modelu dochazi k deleci tfi nukleotidli, a nedochazi tim padem k posunu cteciho

ramce ani k pred¢asnému zatrazeni stop kodonu.

8.4 Role tumor supresorového genu 7rp53 v patogenezi DBA

Dosavadni vyzkum na jinych mysi modelech 1 na buiikach od pacienti s DBA ukazuje na
klicovou roli proteinu p53 v DBA (Dutt et al., 2011; Jaako et al., 2011; Watkins-Chow et al.,
2013). Dosud neptesveéd¢ivé zodpoveézenou otazkou zlstava, zda je mechanismus vzniku DBA

vzdy zavisly na p53 nebo zda roli mize hrat i mechanismus na p53 nezévisly.

Jelikoz vSechny geny, u kterych jsme pozorovali zvySenou expresi, se nachdzi v p53 signalni
draze, miizeme z toho usuzovat, ze mechanismus vzniku pfiznaki DBA u naseho mysiho modelu
je zavisly na zvysené aktivité signalni drahy p53. Je jiZ zndmo, ze zvySena aktivita Trp53 vede

k celé Skale poruch v krvetvorbg, zejména v erytropoéze (Pant et al., 2012).

Z dat ziskanych z RNA sekvenovani vidime, Zze u mysi Rps19R¢’% R7ATrp537 dochazi ke
zméné v expresi mnoha gent, ale jedna se z velké ¢asti o stejné geny, jejichz exprese je zménéna
iu Trp53”~ mysi. Rozdily v genové expresi mezi Trp537 a Rps19R¢74 Ré7ATrp537- my§mi jsou jen
minimalni. Dtlezitym vysledkem je, Ze nedochazi k rozdilu mezi expresi u gent, jejichZ exprese

je zvysena u Rps]9RO7A/ RE7A

mySi.

Z naSich naméfenych dat, at’ uz se jednalo o qPCR, RNA sekvenovani nebo méfeni
hematopoetickych buné¢k pomoci pritokové cytometrie vyplyva, ze DBA tzce souvisi s roli
proteinu p53. Vysledky u Rps19R¢74 RE7ATrp53- mysi se vétsinou signifikantné nelisi od vysledki
Trp53” mysi. Toto pozorovani je ve shodé s vysledky u jinych mysich modeli DBA (Jaako et al.,

2011; Watkins-Chow et al., 2013).
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Na vysledcich méfeni pribéhu hematopoézy (LSK bunék) pomoci pritokové cytometrie
oviem miiZzeme pozorovat, ze slozeni LSK bun&k u Rps19R¢74 R7ATrp537 mysi je srovnatelné
spise s vysledky wild-type mysi nez Trp53”" mysi. Mutace v Trp53 tedy odividné sice potladuje
vliv mutace v Rps19, ale tento efekt neni zcela stoprocentni.

QROTA/RETAT 153~ my$mi jsme potvrdili, Ze mechanismus vzniku

Nasimi experimenty s Rpsl
ptiznaki DBA v nasem modelu je z velké cCasti zavisly na proteinu p53 a mutace v genu 7rp53,
ktery ho koduje, vede k zachrané fenotypu naseho mysiho modelu, zaroven ale zfejmé dochazi i

k nékterym menSim zménam, které jsou na p53 nezavislé.
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9 Zavér

Cilem této diplomové prace byla charakterizace erytropoézy a hematopoézy v mySim
modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie Rps19R7ARS7A 4 yréeni vlivu proteinu p53 na

pozorované fenotypové projevy.

e potvrdili jsme anémii u tohoto mySiho modelu a stanovili jsme, Ze k porucham

v erytropo¢za dochazi ve stadiu proerytroblasta

e ukazali jsme, ze ke zménam dochazi jiz v embryonalnim stadiu vyvoje — embrya jsou
vyznamn¢é mensi a ve fetalnich jatrech jsme pozorovali zménu exprese stejnych genti jako

u dospélych mysi

e v hematopoetickych kmenovych bunkéach nejsou viditelné zmény, ale jiz ve stadiu
multipotentnich progenitort Ize pozorovat vyrazny vliv mutace na prib¢h hematopoézy a

posléze erytropoézy

e zm¢fili jsme zvySenou expresi gend Phlda3, Zmat3, Eda2r, Psrcl, Ccngl a Cdknla
v naSem myS$im modelu a potvrdili tak vyznamnou roli proteinu p53 v patogenezi DBA —

vSechny tyto geny jsou ovliviiovany pomoci p53

e namysim modelu Rps19R7AR67AT 53" jsme ovétili roli p53 — pii mutaci v 77p53 dochazi

k z&chran¢ fenotypu mysiho modelu

e potvrdili jsme, Ze mysi model Rps19R7ARE7A by mohl slouzit pro studium patogeneze

DBA, zejména pro studium vzajemného ovlivitovani RPS19 a p53 signalni drahy
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