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Abstrakt 

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzácné vrozené onemocnění kostní dřeně, které 

je charakterizováno poruchami ve vývoji erytrocytů a bývá doprovázena širokou škálou jiných 

defektů. Je způsobena mutací v některém z genů ribozomálních proteinů, ve čtvrtině všech případů 

se jedná o gen RPS19. Mechanismus vzniku patologie této nemoci není dosud přesně znám. Pro 

lepší porozumění vztahu genotypu a fenotypu u DBA byl vytvořen myší model s homozygotní 

mutací vysoce konzervovaného argininu 67 (Rps19R67Δ/R67Δ). 

Myší model s touto mutací vykazuje mnoho fenotypových příznaků odpovídajících těm, 

kterými trpí pacienti s DBA. V této diplomové práci se zaměřujeme na charakterizaci 

hematopoetických a erytropoetických vlastností tohoto myšího modelu. Prokázali jsme, že myši 

trpí anémií a k poruchám erytropoézy dochází ve stádiu proerytroblastů. V hematopoéze jsme 

pozorovali změny již od stádia multipotentních progenitorů. 

Role proteinu p53 v patogenezi DBA je již dlouho známá. Pracovali jsme proto i s modelem 

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-, na kterém jsme pozorovali záchranu fenotypu. Erytropoéza ani 

hematopoéza nebyla u tohoto myšího modelu narušena. Pomocí transkriptomické analýzy jsme 

prokázali, že u Rps19R67Δ/R67Δ myší dochází ke zvýšené expresi několika genů, které jsou všechny 

součástí p53 signální dráhy, zatímco u Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší nedochází ke zvýšené expresi 

těchto genů. Toto pozorování potvrzuje důležitost p53 signální dráhy v patogenezi DBA. 
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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 (Rps19R67Δ/R67Δ). 

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 Rps19R67Δ/R67Δ 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 Rps19. 

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- 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 Rps19R67Δ/R67Δ 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 

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- mice model, highlighting the significance of p53 signaling pathway in DBA 

pathogenesis. 
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1 Seznam zkratek 

ADA2 adenosine deaminase 2 adenosindeamináza 2 

AF assembly factor skládací faktor 

AML acute myeloid leukemia akutní myeloidní leukémie 

ARE AU-rich element AU-bohatá oblast 

BFU-E burst-forming unit – erythroid časná fáze vývoje červené krevní řady 

CCP Czech Center for phenogenomics České centrum pro fenogenomiku 

CD cluster of differenciation diferenciační skupina 

CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1 cyklin dependentní kinázový inhibitor 1 

cDNA complementary DNA komplementární DNA 

CFU-E colony-forming unit – erythroid unipotentní kmenová buňka červené 

krevní řady 

CLP common lymphoid progenitor lymfoidní progenitor 

CMP common myeloid progenitor myeloidní progenitor 

DBA Diamond-Blackfan anemia Diamondova-Blackfanova anémie 

DC X-linked dyskeratosis congenita  X-vázaná kongenitální dyskeratóza  

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová kyselina 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid kyselina ethylendiamintetraoctová 

EPO erythropoietin erytropoetin 

EpoR erythropoietin receptor erytropoetinový receptor 

ETS external transcribed spacer vnější přepisovaný mezerník 

FasL Fas ligand Fas ligand 

GMP granulocyte-macrophage progenitor progenitor granulocytů a makrofágů  

HIF hypoxia-inducible factor transkripční faktor indukovaný hypoxií 

HSC hematopoietic stem cell hematopoetické kmenová buňka 

HSP heat shock protein protein teplotního šoku 

CHH Cartilage hair hypoplasia  syndrom hypoplastických chrupavek a 

vlasů 

ITS internal transcribed spacer vnitřní přepisovaný mezerník 

JAK2 janus kinase janus kináza 

LT-HSC long-lived hematopoietic stem cell dlouhožijící hematopoetická kmenová 

buňka 

MDM2 mouse double minute 2 homolog ubiquitin ligáza E3 

MEP megakaryocyte-erytroid progenitor progenitor pro megakaryocyty a 

erytrocyty 

MPP multipotent progenitor multipotentní progenitor 

MPP1 short-term HSC krátkodobě obnovující se HSC  

MPP2 myeloid-biased MPP myeloidně zaměřené MPP 

MPP3 balanced MPP balancované MPP  

MPP4 lymphoid-biased MPP lymfoidně zaměřené MPP  

mRNA messenger RNA mediátorová RNA 
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NF-κB Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B 

nukleární faktor kappa B 

NLS nucleolus localization signal jadérkový lokalizační signál 

OS ovelall survival celkové přežití 

PBS phosphate-buffered saline fosfátový pufr 

PH pleckstrin homology plekstrin homologický 

PI propidium iodide propidium jodid 

PIP3 phosphatidylinositol-(3,4,5)-

trisphosphate  

fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfát 

Pol I Polymerase I Polymeráza I 

Pol II Polymerase II Polymeráza II 

Pol III Polymerase III Polymeráza III 

PP2A protein phosphatase 2 protein fosfatáza 2 

PRMT protein arginine methyltransferase protein arginin methyltransferáza 

PTC peptidyl transferase center peptidyl transferázové katalytické centrum 

rDNA recombinant DNA rekombinantní DNA 

RNA ribonucleic acid ribonukleová kyselina 

ROS reactive oxygen species  reaktivní formy kyslíku 

RP ribosomal protein ribozomální protein 

RPL ribosomal protein of large ribosomal 

subunit 

ribozomální protein velké ribozomální 

podlednotky 

RPS ribomosal protein of small ribosomal 

subunit 

ribozomální protein malé ribozomální 

podjednotky 

rRNA ribosomal RNA ribozomální RNA 

rRNP rRNA-protein complex komplex rRNA a proteinů 

SDS Schwachman-Diamond syndrome Schwachmanův-Diamondův syndrom 

snRNA small nucleolar RNA malá jaderná RNA 

STAT signal transducer and activator of 

transcription 

fosforylovaný přenašeč signálu a aktivátor 

transkripce 

TCS Treacher Collins syndrome  Treacher Collinsův syndrom  

tRNA transfer RNA transferová RNA 

UTR untranslated region nepřekládaná oblast 
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2 Úvod 

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzácné genetické onemocnění charakterizované 

anémii a poruchami erytropoézy. Přibližně v polovině případů se u pacientů objevují další 

příznaky, nejčastěji různé malformace. DBA se řadí mezi ribozomopatie – nemoci způsobené 

poruchami v ribozomech. Ve většině případů je DBA způsobena mutací v některém z genů 

ribozomálních proteinů, přibližně ve čtvrtině z nich se jedná o mutaci v genu RPS19. 

Ribozomální protein RPS19 je součástí malé ribozomální podjednotky. Narušení jeho 

syntézy či funkce může vést k zastavení maturace malé ribozomální podjednotky nebo k její menší 

funkčnosti. Chybné či nedostatečné skládání ribozomů spouští v buňce ribozomální stres, který 

vede k aktivaci p53. K té může docházet i vlivem proteinu GATA1, který hraje důležitou roli 

v erytropoéze, a jehož transkripce může být ovlivněna také poruchami ve skládání ribozomů. 

Dosud bylo vyvinuto několik myších modelů Diamondovy-Blackfanovy anémie s mutacemi 

v různých ribozomálních genech, které více či méně přesně kopírují některé příznaky DBA. 

Mnoho těchto modelů potvrzuje klíčovou roli proteinu p53 v patogenezi DBA. Ve své diplomové 

práci pracuji s myším modelem Rps19R67Δ/R67Δ, tedy s mutací v genu Rps19, který svým 

fenotypem v mnoha ohledech imituje příznaky DBA u lidí, a sleduji především vlastnosti jeho 

hematopoetických a erytropoetických buněk. 
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3 Literární přehled 

3.1 Ribozomy 

Ribozomy jsou důležitou součástí všech buněk i semiautonomních organel, které slouží 

k syntéze proteinů. Nacházejí se buď volně v cytoplazmě nebo navázané na endoplazmatické 

retikulum. Skládají se z velké a malé podjednotky, u eukaryotů jsou podjednotky označovány jako 

40S a 60S. Celý ribozom bývá označován jako 80S. Velká a malá podjednotka jsou sestavovány 

zvlášť a k jejich spojení dochází až ve chvíli, kdy dochází k syntéze proteinů. V eukaryotických 

buňkách probíhá většina procesu syntézy ribozomálních podjednotek v jadérku. Ve složeném 

ribozomu slouží malá podjednotka jako rámec pro správné spárování tRNA ke kodonu mRNA, 

zatímco velká podjednotka katalyzuje vznik peptidových vazeb, které k sobě váží jednotlivé 

aminokyseliny. 

3.1.1 Struktura ribozomů 

V eukaryotických buňkách se malá podjednotka ribozomu skládá z jedné molekuly 

18S rRNA a 33 ribozomálních proteinů, velká podjednotka se skládá ze tří molekul rRNA – 5S, 

5.8S a 28S (25S u kvasinek) a 47 ribozomálních proteinů (46 u kvasinek) (de la Cruz et al., 2015). 

Velká podjednotka nazývaná 60S má tvar podobný koruně a obsahuje oblasti tzv. centrální 

protuberance, L1 stopku a P stopku. Na vnitřní straně se nachází vazebná místa pro tRNA a 

peptidyl transferázové katalytické centrum (peptidyl transferase center, PTC), kde dochází ke 

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

Malá podjednotka ribozomu nazývaná 40S se skládá z částí označovaných jako hlava, tělo, 

rameno, platforma a zobák. Na vnitřní straně podjednotky se nachází vazebná místa pro mRNA a 

tRNA. Při syntéze proteinů vstupuje mRNA tunelem, který se nachází mezi hlavou a ramenem, a 

otáčí se kolem krku malé podjednotky, z ribozomu mRNA vystupuje mezi hlavou a platformou. 

Místo, kde se páruje kodon s antikodonem, se nachází na povrchu vnitřní strany (Yusupova and 

Yusupov, 2017). 

V průběhu syntézy proteinů jsou velká a malá ribozomální podjednotka spojeny pomocí 

interpodjednotkových můstků. Tyto můstky mají roli jednak strukturní, slouží také pro výměnu 

informací mezi podjednotkami a pomáhají koordinovat aktivitu obou podjednotek při syntéze 

proteinů (Ben-Shem et al., 2011). 
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Obr. 1: Struktura ribozomálních podjednotek: A) vnitřní strana malé podjednotky; B) vnitřní strana velké 

podjednotky; C) vnější strana malé podjednotky; D) vnitřní strana velké podjednotky. Šipka ukazuje na 

ribozomální protein eS19, také označovaný jako S19 nebo RPS19, který hraje důležitou roli v Diamondově-

Blackfanově anémii. Převzato a upraveno z (Yusupova and Yusupov, 2021). 
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3.1.2 Syntéza ribozomů 

Syntéza ribozomů je pečlivě regulovaný proces s mnoha kroky, který začíná v jadérku a 

pokračuje v nukleoplasmě a v cytoplasmě, k jehož koordinaci je potřeba více než 200 skládacích 

faktorů (assembly factor, AF). 

Prvním krokem v syntéze ribozomů je transkripce mnohočetných kopií prekurzorů 

ribozomalních RNA kódovaných v tzv. rDNA lokusech v jadérku, a to pomocí Polymerázy I. 

Vznikající pre-rRNA (47S rRNA prekurzor) obsahuje budoucí rRNA 18S, 5.8S a 28S, jež jsou 

základními strukturními komponenty ribozomů. 47S rRNA je po svém vzniku modifikována 

(metylována a izomerizována) pomocí malých jadérkových RNA (small nucleolar RNA, snRNA) 

(Watkins and Bohnsack, 2012). Již v průběhu transkripce se 47S rRNA začíná spojovat 

s ribozomálními proteiny (RP) a skládacími faktory a vzniká 90S komplex (Phipps et al., 2011). 

90S komplex se posléze rozpadá a vznikají pre-40S podjednotka a pre-60S podjednotka. 

I když přesný proces přeměny 90S na pre-40S komplex není zcela objasněn, víme, že dochází 

k výrazným změnám struktury a z komplexu se oddělují některé skládací faktory a ETS  

(5′-external transcribed spacer) (Cheng et al., 2020). Brzy po svém vzniku je pre-40S podjednotka 

transportována do cytoplasmy. V této fázi obsahuje 20S rRNA (prekurzor 18S rRNA) a většinu 

ribozomálních proteinů (Ferreira-Cerca et al., 2005; Strunk et al., 2011). 

V cytoplasmě dochází k posledním změnám v pre-40S komplexu a ke kontrolám správnosti 

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

Oproti 40S prekurzoru, jehož skládání probíhá poměrně jednoduchým způsobem v jadérku, 

skládání 60S prekurzoru je mnohem složitější a obnáší několik kroků, které se odehrávají 

v jadérku, jádře i cytoplasmě. Po rozpadu 90S komplexu dochází k modifikaci pre-rRNA a jejímu 

spojování s komplexy různých AF. Dále se k pre-60S připojují některé z ribozomálních proteinů 

(Konikkat and Woolford, 2017). K pre-60S komplexu se v této fázi připojuje komplex 5S rRNP 

(RNA-protein complex), který se skládá z ribozomálních proteinů RPL5 a RPL11 a z 5S rRNA, 

jehož transkripce probíhá mimo jadérko pomocí Polymerázy III (Kressler et al., 2017; Zhang et 

al., 2007). Po přesunu pre-60S podjednotky z jadérka do jádra dochází k oddělení ITS2 (internal 

transcribed spacer 2) a mnoha dosud navázaných AF. V jádře poté dochází k dalším remodelacím 

podjednotky a následně k jejímu transportu do cytoplasmy, kde probíhají poslední kroky maturace, 

než je připravená ke spojení se s 40S podjednotkou (Konikkat and Woolford, 2017). 

Souběžně s procesy v jádře a jadérku probíhá v cytoplasmě syntéza ribozomálních proteinů 

a skládacích faktorů. Ty jsou následně transportovány do jádra, kde se podílí na vzniku 
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ribozomálních podjednotek. Většina ribozomálních proteinů jsou dostatečně malé na to, aby se do 

jádra mohly dostat pasivním transportem. Vzhledem k tomu, že jich je ale potřeba velké množství, 

je jejich transport usnadněn transportéry, většinou chaperony, které rozpoznávají jejich jadérkový 

lokalizační signál (nucleolar localization signal, NLS). Některé RP, například RPL5 a RPL11, 

jsou do jádra transportovány pomocí specifických komplexů. 

Pro úspěšnou syntézu ribozomů je potřeba koordinace všech tří zapojených polymeráz – 

Polymeráza I (Pol I) je zodpovědná za transkripci 47S rRNA, Polymeráza III (Pol III) za 

transkripci 5S rRNA a Polymeráza II (Pol II) se účastní syntézy mRNA kódujícího ribozomální 

proteiny. Modifikace Pol I a její ovlivňování pomocí různých pomocných faktorů je jedním 

z hlavních způsobů regulace syntézy ribozomů (Scull and Schneider, 2019). 

 

3.1.3 Ribozomopatie 

Nemoci vzniklé na základě poruch syntézy či funkce ribozomů se nazývají ribozomopatie. 

Jejich příčinou mohou být mutace v genech ribozomálních proteinů, skládacích faktorů, rRNA, 

nebo defekty v rDNA transkriptu (De Keersmaecker et al., 2015). Navzdory tomu, že se ribozomy 

vyskytují ve všech buňkách, projevují se často ribozomopatie tkáňově specifiky, postižena bývá 

například krvetvorba. Jedná se o velmi různorodou skupinu poruch, a to jak svými projevy, tak 

mechanismy vzniku. Ribozomopatie také mohou souviset s vyšším rizikem vzniku nádorů (Sulima 

et al., 2019). 

Mezi nejznámější ribozomopatie patří Diamondova-Blackfanova anémie (DBA),  

5q-syndrom, Schwachmanův-Diamondův syndrom (SDS), X-vázaná kongenitální dyskeratóza 

(DC), syndrom hypoplastických chrupavek a vlasů (CHH) a Treacher Collinsův syndrom (TCS) 

(Narla and Ebert, 2010). 
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Obr. 2: Syntéza ribozomů u kvasinek: Většinu RP je potřeba transportovat z cytoplasmy do jádra. Syntéza 

jednotlivých podjednotek (40S – zelená šipka, 60S – modrá šipka) začíná ze společného pre-rRNA, které 

je transkribováno Polymerázou I. Různé AF a RP se váží na pre-rRNA a vytváří 90S preribozom. Rozpad 

90S preribozomu uvolňuje 5′-EST komplex, jehož komponenty jsou recyklovány pro další syntézu 

ribozomů, a vzniká pre-40S komplex. Ten je s pomocí transportních faktorů transportován do cytoplasmy, 

kde dochází k další maturaci. Poslední krok maturace nastává po spojení do 80S ribozomu a probíhá při 

něm kontrola kvality. Pre-60S komplex vzniká po ukončení transkripce. Poté se k němu připojují některé 

AF a dále 5S komplex. V dalším průběhu zrání 60S podjednotky dochází k oddělení ITS2 a k remodelaci. 

Po přesunu do cytoplasmy skrz jaderný pór dochází k finální maturaci, kontrole kvality a spojení se  

40S podjednotkou. Převzato a upraveno z (Kressler et al., 2017). 
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3.2 Hematopoéza 

Hematopoéza je proces, při kterém vznikají krevní buňky. Všechny krevní buňky vznikají 

z hematopoetických kmenových buněk (HSC). Z dlouhožijících hematopoetických kmenových 

buněk (long-term hematopoietic stem cell, LT-HSC) vznikají multipotentní progenitory 

(multipotent progenitor, MPP). Ty se dělí na lymfoidní progenitory (common lymphoid progenitor, 

CLP) a myeloidní progenitory (common myeloid progenitor, CMP). CLP dávají vzniknout T a 

B lymfocytům a NK buňkám, zatímco z CMP vzniká progenitor granulocytů a makrofágů 

(granulocyte-macrophage progenitor, GMP) a progenitor pro megakaryocyty a erytrocyty 

(megakaryocyte-erytroid progenitor, MEP) (Akashi et al., 2000). 

 
Obr. 3: Schéma hematopoézy. LT-HSC – dlouhožijící hematopoetická kmenová buňka, MPP – 

multipotentní progenitor, CMP – myeloidní progenitor, CLP – lymfoidní progenitor, MEP – progenitor pro 

megakaryocyty a erytrocyty, GMP – progenitor pro granulocyty a makrofágy. Vytvořeno v BioRender.com 
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3.3 Erytropoéza 

Při erytropoéze dochází ke vzniku erytrocytů – červených krvinek. Hlavní funkcí erytrocytů 

je přenos dýchacích plynů. Jedná se o bezjaderné buňky, jejichž životnost je asi 120 dní, po kterých 

jsou pohlceny makrofágy. Denně se v těle obmění přibližně 1 % všech červených krvinek. 

V již specificky erytroidní vývojové řadě z MEP vznikají BFU-E (burst-forming unit – 

erythroid) a z těch následně CFU-E (colony-forming unit – erythroid). Z CFU-E vznikají 

erytroidní prekurzory – proerytroblasty, basofilní erytroblasty, polychromatické erytroblasty, 

ortochromatické erytroblasty, retikulocyty a nakonec erytrocyty (Nandakumar et al., 2016). 

 
Obr. 4: Schéma erytropoézy: Fáze I – diferenciace hematopoetických kmenových buněk do erytroidních 

prekurzorů; Fáze II – diferencieace BFU-E progenitorů do CFU-E progenitorů a následně dalších 

erytroidních prekurzorů; Fáze III – maturace erytrocytů. Převzato a upraveno z (Singh et al., 2016). 
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3.3.1 Regulace erytropoézy 

Vzhledem k rychlosti, s jakou nové erytrocyty neustále vznikají, je potřeba tento proces 

regulovat. Hlavním cytokinem, který kontroluje erytropoézu je erytropoetin (EPO), hormon 

vznikající především v ledvinách a fetálních játrech. Jeho tvorba je regulována množstvím kyslíku 

v krvi (Ebert and Bunn, 1999). 

Erytropoetin se váže na erytropoetinový receptor (EpoR) z rodiny cytokinových receptorů 

typu I, který je důležitý pro vývoj červených krvinek (Wu et al., 1995). V největší míře je 

exprimován ve stádiu CFU-E, nachází se i na BFU-E buňkách, i když v menším množství (Broudy 

et al., 1991). Exprese EpoR ve fetálních játrech je nezbytná pro průběh brzké erytropoézy v játrech, 

a jeho deficience vede u myší k předčasnému úmrtí zárodku v embryonálním stádiu E12.5 (ve 

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

Navázání EPO na EpoR řídí erytropoézu za normálního stavu i stresovou erytropoézu, při 

které je hladina EPO výrazně vyšší a dochází k omezení exprese Fas a FasL na erytroidních 

progenitorech (Liu et al., 2006). 

Po navázání EPO na dvě molekuly receptoru dojde k jejich dimerizaci a následné změně 

konformace, což vede k aktivaci tyrosin kinázy JAK2 (Constantinescu et al., 1999; Moraga et al., 

2015). Myší embrya deficientní pro Jak2 gen postrádají červené krvinky (Neubauer et al., 1998; 

Parganas et al., 1998), což je v souladu s primární rolí tyrosin kinázy JAK2 v erytropoetinové 

signalizaci – tou je zejména fosforylace a aktivace cílových genů Stat5a a Stat5b (Constantinescu 

et al., 1999). Mezi cílové geny transkripčních faktorů STAT5 patří například TFRC (Kerenyi et 

al., 2008), ID1 (Wood et al., 2009), SPI2A (Dev et al., 2013) nebo TRIB3 (Dev et al., 2017), 

nicméně hlavním cílem je gen BCL2L1, který reguluje přežívání erythroidních progenitorů 

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

Hlavním genem regulujícím erytropoézu u obratlovců je transkripční faktor GATA1. 

Předešlé práce na myších modelech ukázaly na jeho zcela zásadní roli v erytropoéze, jelikož Gata1 

knockout vede k embryonální letalitě z důvodu zablokování fetální krvetvorby (Pevny et al., 1991; 

Weiss and Orkin, 1995). Podobně, vyřazení funkce Gata1 u dospělých myší vede k anémii 

(Gutierrez et al., 2008). 

GATA1 reguluje mnoho esenciálních procesů pro udržování erytropoézy. Ovlivňuje 

například syntézu hemu (Doty et al., 2019) a globinových řetězců (Doerfler et al., 2021) či 

udržování homeostázy buněčné membrány červených krvinek (Hasegawa et al., 2012) a regulaci 

procesů nezbytných pro erytroidní maturaci jako například autofágii (Kang et al., 2012). 
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GATA1 reguluje také expresi genů, které ovlivňují buněčný cyklus. Patří mezi ně například 

GFI1B (Hernandez et al., 2010; Huang et al., 2004), CDC6 (Fernandez-Morales et al., 2012; 

Vilaboa et al., 2004) a CDKN1A (p21) (Papetti et al., 2010). 

Exprese GATA1 je největší ve fází erytropoézy CFU-E a BFU-E, i když v malém množství 

se GATA1 vyskytuje už v dřívějších fázích erytropoézy a hematopoézy. Ve výše zmíněných 

raných fázích erytropoézy aktivuje GATA1 expresi EpoR, a s další maturací erytroidních 

progenitorl množství GATA1 klesá (Kobayashi and Yamamoto, 2007). 

Poruchy související s GATA1 jsou základem mnoha onemocnění. Narušení erytropoézy 

z důvodu souvisejícím s GATA1 může být způsobeno třemi mechanismy: mutací v GATA1, která 

má za následek výraznou redukci množství GATA1 proteinu (Crispino and Horwitz, 2017), 

narušenou translací GATA1 (Khajuria et al., 2018; Ludwig et al., 2014) nebo poruchami 

v chaperonu HSP70, který normálně v průběhu erytropoézy chrání GATA1 před degradací 

kaspázou 3 (Frisan et al., 2012; Ribeil et al., 2007). 

 

3.4 Diamondova-Blackfanova anémie 

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je autosomálně dominantní dědičné onemocnění 

s neúplnou penetrancí, které se projevuje poruchou krvetvorby vedoucí k anémii a často také 

fyzickými abnormalitami. Vyskytuje se v incidenci 7 případů na milion živě narozených dětí. 

V necelých 60 % případů vzniká mutace de novo, ve více než 40 % případů pacient mutaci zdědí 

(Orfali et al., 2004). Ve většině případů se nemoc projeví během prvního roku života, průměrně 

v 8 týdnech věku, diagnóza následuje průměrně ve 12 týdnech věku (Lipton et al., 2006). Více než 

90 % případů je diagnostikováno do jednoho roku, 95 % do 2 let a 99 % do 5 let (Willig et al., 

1999). Poměr postižených mužů a žen je přibližně 1:1, i když se vzácně mohou vyskytovat případy 

vázané na X chromosomu způsobené mutací v genech GATA1 nebo TSR2 (Gripp et al., 2014; 

Sankaran et al., 2012). 

Diamodova-Blackfanova anémie se projevuje mimo samotné anémie širokou škálou 

různých dalších příznaků. Častým příznakem je růstová retardace vyskytující se téměř u třetiny 

pacientů, která může vzniknout následkem dalších přidružených malformací, anémie nebo 

samotné léčby (Chen et al., 2005). Přibližně polovina pacientů vykazuje také různé vrozené 

malformace. U pacientů se nejčastěji vyskytují kraniofaciální malformace, například 

hypertelorismus, široký kořen nosu, gotické patro a rozštěp patra, mezi další časté malformace 
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patří abnormality horních končetin, zejména tříčlánkový palec, často postižen může být také 

urogenitální trakt či srdce (Da Costa et al., 2020; Vlachos et al., 2018b). 

Pacienti s DBA mají vyšší riziko vzniku rakoviny, nejčastěji myelodisplastického syndromu 

s progresí do akutní myeloidní leukémie nebo osteosarkomů (Lipton and Ellis, 2009). 

3.4.1 Léčba Diamondovy-Blackfanovy anémie 

Diamondova-Blacfanova anémie vyžaduje individuální přístup při léčbě, protože příznaky 

nemoci mohou být různé. Je nutné léčit anémii, a zároveň i řešit problémy způsobené 

malformacemi, růstovou retardací a dalšími příznaky. K léčbě anémie jsou využívány 

kortikosteroidy či krevní transfúze, ale jediným trvalým řešením je transplantace kostní dřeně. 

Celkové přežití (overal survival, OS) pacientů starších 40 let je 75 % (Lipton et al., 2006). 

Kortikosteroidy se k léčbě DBA používají již od 50. let 20. století. 80 % pacientů zprvu 

reaguje na tuto léčbu dobře, kortikosteroidy vedou ke zlepšení či k úplné remisi anémie, nicméně 

dlouhodobá léčba kortikosteroidy může mít značné vedlejší účinky, a proto není vhodná pro 

všechny pacienty. Dlouhodobě je kortikosteroidy léčeno jen asi 40 % pacientů (Vlachos et al., 

2008; Vlachos and Muir, 2010). 

Další možností léčby je podávání transfúzí červených krvinek, a to zejména u pacientů, 

u kterých není z různých důvodů vhodná či možná léčba kortikosteroidy (Bartels and Bierings, 

2019). Pokud jsou ale transfúze podávány dlouhodobě a pravidelně, vede to u pacientů 

k přílišnému množství železa v organismu, což má samo o sobě mnoho nežádoucích účinků a 

může vést až k úmrtí (Roggero et al., 2009). 

Jediný trvalý způsob léčby anémie je transplantace kostní dřeně. Tato metoda je pro léčbu 

DBA používána již od roku 1976, a její úspěšnost se od té doby významně zvýšila, zejména 

v posledních 20 letech. Lepších výsledků je dosahováno, pokud je kostní dřeň transplantována 

mladším pacientům (Diaz-de-Heredia et al., 2021; Miano et al., 2021; Strahm et al., 2020). 

Do budoucna by se dalo uvažovat o dalších možnostech léčby. V současné době probíhají 

klinické testy využití L-leucinu (Payne et al., 2012; Pospisilova et al., 2007; Vlachos et al., 2020; 

Vlachos et al., 2018a), nabízí se také využití 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 pacientů s DBA, seřazeny dle četnosti výskytu. Převzato a upraveno  

z (Da Costa et al., 2020). 

nejčastěji mutované geny  méně často mutované geny 

mutovaný gen 

četnost výskytu 

mezi DBA 

pacienty 

 

mutovaný gen 

 

mutovaný gen 

RPS19 25 – 30 %  RPL15  GATA1 

RPL5 7 – 12 %  RPS28  TSR2 

RPS26 6,6 – 9 %  RPS29  EPO 

RPL11 5 – 7 %  RPS7  ADA2 

RPL35A 2 – 3 %  RPS15  HEATR3 

RPS10 1 – 3 %  RPS27A   

RPS24 2,4 – 3 %  RPS27   

RPS17 1 – 3 %  RPL9   

   RPL18   

   RPL26   

   RPL27   

   RPL31   

 

3.4.2.1 Poruchy ribozomálních proteinů v patogenezi DBA 

Jako první mutace způsobující DBA byla v roce 1999 objevena mutace v genu RPS19 

(Draptchinskaia et al., 1999). Od té doby bylo popsáno mnoho dalších mutací v RPS a RPL 

genech, v některých případech může být DBA způsobena i mutacemi v jiných genech než 

v genech ribozomálních proteinů. Dnes víme o 20 RP genech, jejichž mutace může způsobovat 

DBA. 

U pacientů s DBA dochází většinou k mutaci v některém z výše zmíněných genů 

(viz Tabulka 1), ale nejedná se o mutace ve stejných místech genů, v 80 % případů jsou mutace 

unikátní (Ulirsch et al., 2018). Všechny objevené mutace byly vždy heterozygotní dominantní, 

homozygotní mutace v obou alelách je pravděpodobně letální. 

Mutace v některých genech se váží s větší pravděpodobností ke konkrétním fenotypovým 

projevům. Mutace v RPS19 je většinou spojena s menším množstvím malformací, mutace v RPL5 

může mít naopak za následek malformační syndrom a mutace v RPL11 často způsobuje 
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tříčlánkový palec (Gazda et al., 2008; Ulirsch et al., 2018). Mutace v RPS24 je častěji spojená 

s dědičnými srdečními chorobami (Vlachos et al., 2018b). 

3.4.2.2 Mutace neribozomálních proteinů v patogenezi DBA 

V některých případech, kdy pacienti vykazovali fenotyp Diamondovy-Blackfanovy anémie, 

u nich nebyla nalezena mutace v RP genech, ale byla nalezena mutace v jiných genech. Jedná se 

vždy o geny, které ovlivňují erytropoézu či hrají roli v syntéze ribozomů. U všech níže uváděných 

genů se jedná o jednotky případů pacientů s DBA, u kterých byla objevena mutace v daném genu. 

Nejčastěji mutovaným genem v DBA, který nekóduje ribozomální protein, je GATA1. Jedná 

se o hlavní transkripční faktor erytropoézy. Nachází se na X chromozomu. Mutace v tomto genu 

vede k alternativnímu splicingu, jehož výsledkem je produkce kratší formy proteinu GATA1s. 

Dlouhá verze proteinu je stále přítomna, ale ve výrazně omezeném množství oproti zdravým 

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

TRS2 je gen lokalizovaný na X chromozomu, jehož produkt TSR2 se v průběhu vytváření 

malé ribozomální podjednotky váže na protein RPS26. Mutace v tomto genu tedy může mít 

podobné následky jako mutace v genech ribozomálních proteinů (Gripp et al., 2014; Khajuria et 

al., 2018). 

Dalšími mutovanými geny nalezenými u DBA pacientů jsou EPO – gen pro erytropoetin 

(Kim et al., 2017), CECR1, který produkuje protein ADA2 (adenosine deaminase 2) 

(Karaosmanoglu et al., 2021; Ulirsch et al., 2018) a HEATR3, který hraje roli v importu RPL5 a 

RPL11 při syntéze velké ribozomální podjednotky (O'Donohue et al., 2022). 

3.4.3 Mechanismy ovlivnění erytropoézy 

Přesný mechanismus, jak poruchy ribozomů vedou k anémii u DBA pacientů, není zcela 

známý. Mutace v genech ribozomálních proteinů vedou k poruchám syntézy ribozomů a 

ke sníženému množství velkých či malých ribozomálních podjednotek (Quarello et al., 2016). Zdá 

se, že snížená syntéza jedné z ribozomálních podjednotek může být důsledkem přirozeného 

mechanismu, jehož úkolem je zabránit inkorporaci poškozených ribozomálních proteinů, aby se 

zabránilo vzniku nefunkčních ribozomů (Hiregange et al., 2022). Nedostatek jedné z podjednotek 

pak vede ke sníženému počtu složených ribozomů (Khajuria et al., 2018). 

U DBA pacientů s mutací v RP genech dochází vlivem defektu ribozomů ke snížení 

množství GATA1, protože dochází k narušení translace GATA1 mRNA. Ke snížení množství 

GATA1 dochází zejména v časných erytroidních progenitorech (Khajuria et al., 2018). Umělé 

zvýšení množství GATA1 in vitro vede ke zlepšení průběhu erytropoézy (Ludwig et al., 2014). 
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Vliv mutace v RP na množství GATA1 se liší v závislosti na tom, který ribozomální protein je 

poškozen. Mutace v ribozomálních proteinech malé ribozomální podjednotky (RPS) mají 

pravděpodobně větší vliv na snížení množství GATA1 než mutace v ribozomálních proteinech 

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

 

 
Obr. 5: Schéma vlivu mutace v RP genech na GATA1 a erytropoézu: Poruchy v RP ovlivňují maturaci 

40S nebo 60S ribozomálních podjednotek, což vede k poruše syntézy ribozomů. V takovém případě 

dochází k poškození translace GATA1 mRNA a ke snížení množství proteinu GATA1. Menší množství 

GATA1 má za následek sníženou expresi GATA1 transkripčních cílových genů, což hraje roli v defektu 

v erytropoéze v DBA. Převzato a upraveno z (Boultwood and Pellagatti, 2014). 

 

Další faktor ovlivňující množství GATA1 je chaperonový protein HSP70, který stabilizuje 

a chrání GATA1. Bylo pozorováno výrazné snížení jeho exprese u pacientů s mutací v RPL5 nebo 

RPL11, a tím menší množství GATA1. Tyto změny ovšem nebyly pozorovány u pacientů s mutací 

v RPS19, což koresponduje s tím, že pacienti s mutací v RPL5 a RPL11 mají většinou závažnější 

fenotypové projevy onemocnění (Gastou et al., 2017). 
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V časných fázích erytropoézy dochází v buňkách pacientů s DBA k prodlení v produkci 

globinu, což má za následek nerovnováhu mezi hemem a globinem. Tím dochází ke zvýšení 

množství volného hemu, který se hromadí v buňkách, kde facilituje zvýšenou produkci ROS 

(reactive oxygen species) (Rio et al., 2019; Yang et al., 2016). V buňkách, kde takto došlo ke 

zvýšení volného hemu, bylo pozorováno snížené množství proteinu BACH1. Větší rozdíly byly 

pozorovány u buněk s mutací v RPL5 a RPL11 oproti buňkám s mutací v RPS19 (Rio et al., 2019). 

Rozdíly byly pozorovány také v produkci FLVCR1. Při pokusech na myších a na buněčných 

kulturách in vivo bylo ukázáno, že mutace ve FLVCR1 může vést k fenotypu podobnému DBA 

(Keel et al., 2008; Rey et al., 2008). Při měření množství proteinu FLVCR1 v buňkách od DBA 

pacientů se ovšem naopak ukázalo, že obsahují větší množství tohoto proteinu (Rio et al., 2019). 

3.4.3.1 Role tumor supresorového proteinu p53 v hematopoéza 

Tumor supresorový protein p53 je kódovaný genem TRP53, který je mutován ve více než 

polovině všech lidských nádorů (Olivier et al., 2010). p53 může být aktivován širokou škálou 

stresových signálů a jeho aktivace vede k zastavení buněčného cyklu a případně až k apoptóze 

buňky. Negativním regulátorem p53 je protein MDM2, E3 ubiquitin ligáza, který tvoří komplex 

s p53 a ubiquitinuje ho, což vede k jeho degradaci (Woods and Vousden, 2001). 

Narušení morfologie nebo funkce jadérka vede k jadérkovému stresu, který aktivuje p53, 

případně jiné stresové signály. Mezi nejčastější spouštěče jadérkového stresu patří poškození 

lokusu rDNA (Rubbi and Milner, 2003), narušení transkripce či modifikace rRNA (Yu et al., 

2021a) nebo narušení skládání ribozomů (Fumagalli et al., 2009; Fumagalli et al., 2012; Pestov et 

al., 2001; Suzuki et al., 2012; Volarevic et al., 2000). Poslední ze zmíněných spouštěčů 

jadérkového stresu se uplatňuje v Diamondově Blackfanově anémii. 

Mutace v ribozomálních proteinech vedou k chybám v syntéze ribozomálních podjednotek 

a tím k akumulaci jiných ribozomálních proteinů. Některé RP se mohou vázat na MDM2 a tím 

bránit ubiquitinaci a degradaci p53. Nejdůležitějšími RP, které se váží na MDM2, jsou RPL5 (Dai 

and Lu, 2004) a RPL11 (Bhat et al., 2004; Dai et al., 2006; Lohrum et al., 2003; Zhang et al., 

2003). 

I další RP se mohou vázat na MDM2, například 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). Zároveň však 

delece těchto a dalších RP vedou také k aktivaci p53, a to mimo jiné s pomocí RPL11, který se 
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váže na MDM2 (Cui et al., 2014; Fumagalli et al., 2009; Fumagalli et al., 2012; Nicolas et al., 

2016). Výjimkou jsou proteiny RPL5 a RPL11, jejichž delece neaktivuje p53 a jejichž přítomnost 

je naopak nutná pro navázání se na MDM2 a aktivaci p53 (Nicolas et al., 2016; Teng et al., 2013). 

K aktivace p53 dochází u pacientů s DBA především v erytroidních progenitorech. Tyto 

buňky velice rychle proliferují, a pravděpodobně proto v nich dochází k větší citlivosti a snadnější 

aktivaci p53 (Dutt et al., 2011). Bylo také zjištěno, že p53 inhibuje funkci Polymerázy I (Zhai and 

Comai, 2000), což opět z důvodu rychlé proliferace ovlivňuje nejvíce právě erytroidní progenitory. 

Vzhledem k tomu, že u některých pacientů s DBA byla prokázána mutace v RPL5 nebo 

v RPL11 (Gazda et al., 2008), můžeme z toho soudit, že existuje i jiný mechanismus nezávislý na 

p53, jakým v DBA může docházet k apoptóze erytroidních buněk (Singh et al., 2014). 

Aktivace p53 je také ovlivňována proteinem GATA1, který může p53 vázat a tím ho 

inhibovat. V případě sníženého množství GATA1 tak dochází ke snadnější aktivaci p53 (Trainor 

et al., 2009). 
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3.5 Myší modely DBA 

Zvířecí modely hrají důležitou roli ve zkoumání lidských onemocnění. Umožňují zkoumání 

mechanismů nemoci či testování různých léčebných postupů. Od objevení mutací, které způsobují 

DBA, byla snaha vyrobit funkční zvířecí model, avšak s různou úspěšností. Zatímco vytvoření 

myšího modelu se ukazuje jako problematické, rybí modely dánia (Danio rerio) poměrně věrně 

kopírují příznaky DBA (Danilova et al., 2008, 2011; Torihara et al., 2011; Uechi et al., 2008; 

Yadav et al., 2014). Na rybích modelech je studována patogeneze DBA a také jsou pomocí nich 

hledány nové možnosti léčby, například pomocí L-leucinu (Payne et al., 2012). 

První myší model DBA, který ovšem nekopíroval příznaky DBA, byl prezentován v roce 

2004 (Matsson et al., 2004). Od té doby až dosud bylo vytvořeno mnoho myších modelů 

s mutacemi v různých RP genech, které více či méně kopírují fenotyp DBA. Mnoho vytvořených 

myších modelů ukazuje, že omezení či úplné zrušení funkce p53 vede k záchraně fenotypu daného 

modelu. Častým problémem různých myších modelů je embryonální letalita, proto některé modely 

využívají možnosti vypnout cílový gen až u dospělé myši, například pomocí systému 

Cre rekombinázy a LoxP úseků (Morgado-Palacin et al., 2015). Myší modely se také potýkají 

s problémem toho, že často kopírují jen některé příznaky DBA, například jen anémii nebo naopak 

jen kosterní abnormality. Jedním z častých společných znaků myších modelů s mutací v genech 

ribozomálních proteinů je deformovaný ocas a bílá skvrna na břiše (McGowan et al., 2008; Oliver 

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

Geny Rpl11 a Rpl5 hrají důležitou roli při syntéze ribozomů i při regulaci p53, a oba tyto 

geny mohou být mutovány v DBA. Mutace v genu Rpl11 se u myšího modelu ukázala jako 

embryonálně letální i v případě mutace jen jedné alely, proto byl vytvořen model, který umožňuje 

vypnutí genu u dospělé myši. Delece obou alel u tohoto modelu se ukázala jako letální, delece 

jedné alely vede k chronické anémii – je snížen celkový počet erytroblastů a je narušena i jejich 

maturace. Tento myší model se také projevuje zvýšenou náchylností ke vzniku lymfomů 

způsobených radiací (Morgado-Palacin et al., 2015). 

Regulaci genu u dospělé myši využívá i myší model s mutací Rpl5, který se obdobně jako 

předchozí model projevuje anémií a také menší proliferací erytroidních progenitorů BFU-E a 

CFU-E (Kazerounian et al., 2019). Další myší model s mutací v Rpl5 oproti předchozím modelům 

poměrně věrně kopíruje různé příznaky DBA jako například kosterní abnormality, kraniální či 

kardiovaskulární defekty a nízkou hmotnost. U těchto myší se prenatálně vyskytují poruchy 

maturace erytrocytů a zvýšená úmrtnost a po narození trpí anémií, která ale do dospělosti vymizí 

– v sedmi týdnech věku již nebyla pozorována anémie ani poruchy erytropoézy (Yu et al., 2021b). 
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První myší model s mutací v Rps19 představili Mattson a kol. Homozygotní myši tohoto 

modelu umíraly brzy v embryonálním vývoji, pravděpodobně ještě před stádiem blastocysty, 

zatímco heterozygotní myši se svým fenotypem nijak nelišily od kontrolních, a to morfologicky 

ani při sledování hemoanalýzy, hematopoézy či erytropoézy (Matsson et al., 2004; Matsson et al., 

2006). 

Další myším model s mutací ve stejném genu je model Rps19Y54N (tedy se substitucí 

asparaginu na pozici 54 v genu Rps19 za tyrosin) jehož fenotyp je částečně podobný fenotypu 

DBA – myši mají menší porodní hmotnost, pomalejší růst a mírnou anémii způsobenou zvýšenou 

apoptózou v kostní dřeni způsobenou akumulací p53 (McGowan et al., 2008). 

Devlin a kol. vytvořili myší model Rps19R62W (substituce tryptofanu za arginin na pozici 

62). Tato mutace vede u myší k letalitě v brzkých embryonálních stádiích. Dále proto byl vytvořen 

model, u kterého byla exprese ovládána pomocí Cre rekombinázy a LoxP úseků. U takovýchto 

dospělých zvířat se vyskytovala mírná anémie, snížený počet erytroidních progenitorů a narušená 

erytropoéza (Devlin et al., 2010). 

Jaako a kol. vytvořili myší model, který umožňuje regulaci Rps19 exprese. Tím způsobený 

nedostatek RPS19 vede k anémii, jejíž závažnost záleží na tom, jak moc je regulovaná exprese 

Rps19. Podobně jako u některých pacientů s DBA, i u těchto myší se vyskytuje trombocytopenie. 

Při dlouhodobém poklesu RPS19 dochází k nevratnému vyčerpání hematopoetických kmenových 

buněk. Fenotyp této myši může být zlepšen ztrátou p53, ale stejná mutace v Trp53 vede k různým 

výsledkům závislým na míře poklesu RPS19 (Jaako et al., 2011). 
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3.5.1 Myší model Rps19R67∆/R67∆  

Ve své diplomové práci pracuji s myším modelem s mutací v genu Rps19, na jehož vzniku 

se podílela naše laboratoř. Tento myší model má deletovaný arginin na pozici 67, což je vysoce 

konzervovaná aminokyselina. Tato mutace se nachází poblíž DBA hotspotu, tedy místa, které je 

často mutováno v případě onemocnění DBA (Gregory et al., 2007). 

 
Obr. 6: Mutace v myším Rps19 lokusu pomocí TNALENové mutagenázy, která má za následek deleci 

argininu 67 (R67), který je kódovaný v exonu 4, bez narušení čtecího rámce. Seřazení reprezentativních 

sekvencí ukazujících odpovídající úsek kódující RPS19 protein u různých Eukaryotických a Archea druhů. 

Konzervovaný arginin 67 je označen červenou hvězdičkou. (T = turn, β = beta sheet) (vytvořeno 

Mgr. Jurajem Kokavcem, PhD.) 
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Ve složené malé ribozomální podjednotce boční řetězec argininu 67 interaguje s dvěma 

nukleotidy 18S rRNA (Jumper et al., 2021), mutace v tomto místě by tedy mohla mít za následek 

chybné skládání malé ribozomální podjednotky. 

 
Obr. 7: 3D zobrazení lidského 80S ribozomu (Natchiar et al., 2017); podrobnější zobrazení myšího RPS19 

proteinu, jehož struktura byla předpovězena pomocí Aplha Foldu (Jumper et al., 2021) se zvýrazněnou 

oblastí aminokyselin v blízkosti argininu 67; podrobnější zobrazení interakcí mezi argininem 67 a 

18S rRNA. (vytvořeno Mgr. Jurajem Kokavcem, PhD.) 

Heterozygotní myši, které mají tuto mutaci jen na jedné alele, jsou ve všech ohledech 

srovnatelné s wild-type kontrolami (délka života, plodnost, hmotnost, vývojové defekty). 

U homozygotních myší Rps19R67∆/R67∆ není zvýšená embryonální letalita, jak tomu je u mnoha 

jiných myších modelů DBA. 

Homozygotní myší model Rps19R67∆/R67∆ se projevuje fenotypem, který v mnoha ohledech 

imituje lidské příznaky DBA. Tyto myši mají různé kosterní a kraniofaciální malformace, 

v některých případech může být ovlivněn i vývoj mozku a neurokrania. Také se u těchto myší 

vyskytují kardiovaskulární problémy. Rodí se s menší hmotností a v průběhu života rostou 

pomaleji, zejména samci. Přibližně polovina těchto myší umírá do 20 týdnů věku, ostatní přežívají 

dlouhodobě. Stejně jako v případě DBA, i fenotyp tohoto myšího modelu může být velmi 

heterogenní. Rps19R67∆/R67∆ myši mají bílou skvrnu na břiše, která byla pozorována i u několika 

jiných myších modelů DBA (McGowan et al., 2008; Oliver et al., 2004; Watkins-Chow et al., 

2013).  
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Obr. 8: A) Přežívání kontrolních, heterozygotních Rps19R67∆/+ a homozygotních Rps19R67∆/R67∆ myší; 

B) průměrný růst kontrolních, heterozygotních a homozygotních myší, rozděleno zvlášť na samce a samice; 

C, D) Kontrolní a homozygotní myš, červenými šipkami je označeno ohnutí v hrudní a šíjové oblasti, žlutou 

šipkou je označena bílá skvrna na břiše. (vytvořeno Mgr. Jurajem Kokavcem, PhD.) 

Mnoho předchozích myších modelů ukázalo na důležitou roli p53 v DBA. Myš 

Rps19R67∆/R67∆ byla proto zkřížena s myší s mutací v genu Trp53. Takto vytvořené myši 

Rps19R67∆/R67∆Trp53-/- nevykazují žádné z příznaků DBA jako Rps19R67∆/R67∆ myši. Jejich 

průměrná hmotnost a rychlost růstu je vyšší než u Rps19R67∆/R67∆ myší, ale nižší než u kontrolních 

wild-type a Trp53-/- myší. Průměrná délka života je 25 týdnů, což odpovídá přežívání Trp53-/- 

myší, které poté umírají v důsledku nádorů. 

Pomocí RNA sekvenování bylo objeveno, že u Rps19R67∆/R67∆ myší dochází ke zvýšené 

expresi genů Zmat3, Phlda3 a Eda2r. Pomocí single-cell sekvenování byly tyto výsledky 

potvrzeny, a navíc byly objeveny další dva ovlivněné geny – Cdkn1a (p21) a Ccng1 (cyklin G1). 

Všechny tyto geny jsou ovlivňovány pomocí 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 Cíle 

• popis změn v erytropoéze u myšího modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie 

Rps19R67∆/R67∆  

• zjištění vlastností hematopoetických kmenových buněk myšího modelu Rps19R67∆/R67∆ a 

popis změn v hematopoetických a progenitorových buňkách 

• sledování vlivu mutace v Trp53 na myší model Rps19R67∆/R67∆ a popis vlastností myšího 

modelu Rps19R67∆/R67∆Trp53-/-  

 

  



25 

5 Materiály 

5.1 Zvířata 

Experimenty byly prováděny na myších (Mus musculus) chovaných v CCP (České centrum 

pro fenogenomiku), s potravou a vodou ad libitum. 

• Myši kmene C57BL/6N 

• Myši kmene C57BL/6N s mutací Rps19R67∆/R67∆  

• Myši kmene C57BL/6N s leukocytovým markerem CD45.1  

(B6.SJL–Ptprca Pepcb/BoyJ) (The Jackson Laboratory) 

• Trp53 knockout (B6.129S2-Trp53tm1Ty/J) poskytnutý Dr. Winfiedem Eldelmannem 

(Albert Einstein College of Medicine, NY) 

Všechny experimenty se zvířaty byly prováděny v souladu se zákonem o ochraně zvířat proti 

týrání (246/1992 Sb) a s Evropskou směrnicí 86/609/EEC. 

5.2 Přístroje 

Analytické váhy ALJ 220-4 (KERN) 

BD LSRFortessa™ Cell Analyzer (Becton Dickinson) 

Bioanalyzér 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent) 

Centrifuga 5415R (Eppendorf) 

Centrifuga 5810R (Eppendorf) 

Hemolytický analyzátor BC 5300 Vet (Mindray) 

LightCycler 480 II (Roche) 

Magnetický míchač Heating Magnetic Stirrer (Velp Scientifica) 

Magnetický stojan NeoGeneStar™ MultiForm MiniMagSlide™ (NeoGeneStar) 

Multifunkční modulární reader Infinite M200 PRO (Tecan) 

R500 Small Animal Anesthesia Machine (RWD Life Science) 

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Science) 

Stolní 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 Chemikálie 

5.3.1 Komerční kity 

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

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Science) 

iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-rad) 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (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 Illumina® (New England BioLabs) 

SPRIselect (Backman Coulter) 

5.3.2 Další chemikálie 

Aeranne Isoflurane (Baxter) 

Albumin Fraction V, biotin-free (Carl Roth) 

EDTA disodium salt dehydrate (VWR) 

Ethanol absolutní (Penta) 

Ethanol 70% (m/m) (Penta) 

Fenol (Sigma-Aldrich) 

Glycogen, RNA grade (Thermo Fisher Science) 

Chloroform (Penta) 

Isoamylalkohol (Penta) 

Isopropanol (Penta) 

Proteinkináza K (Sigma Aldrich) 

RNase free H2O 

TrisBaze (Amresco) 

TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Science) 

Zoletil (Virbac) 
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5.4 Roztoky a média 

0,5 M EDTA (pH 8,0) 

80% EtOH 

1 M NaCl 

1x PBS 

10% SDS 

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

PBS/BSA____________________________ 

PBS 0,5 l 

Albumin 2,5 g 

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 2 ml 

DNA Digestion pufr___________________ 

Tris-HCl (1 M, pH 8,5) 20 ml 

NaCl (1M) 40 ml 

EDTA (0,5M, pH 8,0) 2 ml 

SDS (10 %) 4 ml 

ddH2O 134 ml 

TE pufr_____________________________ 

Tris-HCl (1 M, pH 7,5) 1 ml 

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 0,2 ml 

ddH2O 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 + balíčky v R Bioconductor (tidyverse, DESeq2) 
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5.6 Protilátky pro průtokovou cytometrii 

Tabulka 2: Používané protilátky pro průtokovou cytometrii. 

Marker Fluorochrom Klon Výrobce 

B220 FITC RA3-6B2 BioLegend 

CD4 APC GK1.5 BioLegend 

CD8a APC 53-6.7 BioLegend 

CD11b (Mac-1) BV421 M1/70 BioLegend 

CD16/32 BV510 93 BioLegend 

CD34 biotin MEC14.7 BioLegend 

CD44 FITC IM7 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 BV421 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; RB6-8C5; 

RA3-6B2; Ter-119; 

M1/70 

BioLegend 

NK1.1 PE PK136 BioLegend 

Propidium iodide (PI) 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 použitých primerů pro qPCR reakci. 

Primer Sekvence 

Bax – F CCTTTTTGCTACAGGGTTTC 

Bax – R ATATTGCTGTCCAGTTCATC 

Bbc3 – F ACAATCTCTTCATGGGACTC 

Bbc3 – R TACATGGTGCAGAAAAAGTC 

Ccna2 – F AGCAATGTTTTTGGGAGAAC 

Ccna2 – R AGGGTATATCCAGTCTGTTG 

Ccnd2 – F ATGATGAAGTGAACACACTC 

Ccnd2 – R CTTTGAGACAATCCACATCAG 

Ccne1 – F CAAAACTTGAGGAAATCTACCC 

Ccne1 – R CCACTTGGACATAGACATTC 

Ccng1 – F AACATTCCAAGATAAGTGGC 

Ccng1 – R GTCCAGACACAATCCATTTC 

Cdkn1a – F ACCTGATGATACCCAACTAC 

Cdkn1a – R CTGTGGCACCTTTTATTCTG 

Cdkn1b – F ATCTGCCTCTAAAAGCATTG 

Cdkn1b – R CCATCCCTAACGTTTATGTG 

Eda2r – F AAGTTTTCCAGCTCTATCCC 

Eda2r – R GAAAGAGACCTTTCTAGTTCAC 

mGapdh – F ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATG 

mGapdh – R TTTCTTACTCCTTGGAGGCCATGTAG 

mGata1 – F GAATCCTCTGCATCAACAAGC 

mGata1 – R GGGCAAGGGTTCTGAGGT 

mHprt – F GCTGGTGAAAAGGACCTCT 

mHprt – R CACAGGACTAGAACACCTGC 

Phlda3 – F GAGGCGTATCATTTTATCGAC 

Phlda3 – R CTCATGTTGATAGCTTCTGG 

Zfp36l2 – F CAGGACCCAGAAAAATGTC 

Zfp36l2 – R GATTTCTCCGTCTTGCAC 

Zmat3 – F GCACACTATCAGGGTAAAAAC 

Zmat3 – R ACAGTAGTCATTCTCTGTA 
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6 Metody 

6.1 Příprava buněčných suspenzí 

6.1.1 Izolace buněk ze sleziny, kostní dřeně a jater 

Po usmrcení myší cervikální dislokací jim byla vypreparována kostní dřeň ze stehenních a 

holenních kostí, slezina a játra. S orgány bylo dále pracováno na ledu. Slezina byla zvážena a 

následně homogenizována pomocí sítka v 1 ml vychlazeného PBS. Velký lalok jater byl 

homogenizován pomocí sítka ve 2 ml vychlazeného PBS. Kostní dřeň byla vypláchnuta z obou 

stehenních a holenních kostí 1 ml PBS pomocí jehly a pipetou byla homogenizována. Všechny 

vzorky byly nakonec přefiltrovány. Pomocí hemolytického analyzátoru byla změřena buněčnost 

sleziny, brzlíku a kostní dřeně. 

6.1.2 Izolace buněk z fetálních jater 

Embrya ve věku 14.5 dne (E14.5) byla vypreparována z usmrcené myši. Z embryí byla 

vypreparována fetální játra, která byla poté homogenizována v 1 ml PBS. Pomocí hemolytického 

analyzátoru byla změřena buněčnost. Z embryí byla odebrána část tkáně pro následné 

genotypování. 

6.2 Průtoková cytometrie 

6.2.1 Barvení buněk ze sleziny, kostní dřeně a fetálních jater 

Při barvení pro průtokovou cytometrii panelem na erytropoézu (CD45 – PE-Cy7, CD44 – 

FITC, CD117 – BV421, CD71 – PE, Ter119 – APC) bylo použito 5–10∙106 buněk z kostní dřeně, 

sleziny nebo fetálních jater. Pro barvení panelem na buněčné linie (CD45 – PE-Cy7, B220 – FITC, 

CD4 – APC, CD8a – APC, CD11b (Mac-1) – BV421, Gr-1 – BV605, NK1.1 – PE, Ter119 – 

PerCP) bylo použito 5–10∙106 buněk z kostní dřeně či sleziny. 

Tato množství byla napipetována do zkumavek pro průtokovou cytometrii. Do každé 

zkumavky byly přidány 3 ml vychlazeného PBS/BSA. Vzorky byly stočeny na centrifuze 

(5 minut, 350 g, 4 °C) a poté byl slit supernatant. Do každého vzorku byla přidána směs protilátek 

dle Tabulky 4 ve 20 μl PBS/BSA. Po promíchání byly vzorky nechány na ledu ve tmě po dobu 

30 minut, během kterých byly několikrát promíchány. Ke vzorkům byly přidány 3 ml PBS/BSA a 

následně byly centrifugovány (5 minut, 350 g, 4 °C). Poté byl odlit supernatant. Buňky byly 

následně resuspendovány ve 200 μl PBS/BSA s 0,2 μl PI (PE/TexasRed). Po přefiltrování byly 

vzorky změřeny na průtokovém cytometru. Naměřená data byla analyzována pomocí softwarů 

FACSDiva a FlowJo. 
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6.2.2 Barvení buněk kostní dřeně panelem LSK 

Do zkumavek pro průtokovou cytometrii bylo napipetováno 500 μl buněčné suspenze 

z kostní dřeně vyizolované z obou stehenních i holenních kostí. Po promytí (3 ml PBS/BSA, 

centrifugace; stejně jako je uvedeno výše) byla do každé zkumavky přidána směs protilátek 

ve 20 μl PBS/BSA dle Tabulky 4, kromě Streptavidinu (LIN+ – AlexaFluor700, CD117 (e-Kit) – 

BV421, Sca1 – PE, CD48 – FITC, CD150 – BV605, CD16/CD32 – BV510, CD34 – biotin, CD135 

(FLT3) – APC, CD127 (IL7R) – BV785). Po 30 minutách ve tmě byly vzorky promyty (opět dle 

postupu popsaného výše) a byl přidán Streptavidin (PE-Cy7). Po dalších 20 minutách byly vzorky 

opět promyty, resuspendovány v PBS/BSA s PI (PE/TexasRed) a změřeny pomocí průtokového 

cytometru. 

6.2.3 Barvení periferní krve 

Uspaným myším bylo z retroorbitálního sinu odebráno 4–6 kapek krve do zkumavek 

s EDTA, zkumavka byla poté okamžitě protřepána. 50 μl krve bylo přefiltrováno na 96 jamkovou 

destičku (U-bottom). Do každého vzorku byla napipetována směs protilátek, dle panelu pro 

periferní 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 promíchány na vortexu a na 

20 minut uloženy do tmy. Do každé jamky bylo poté napipetováno 150 μl PBS/BSA, destička byla 

centrifugována při pokojové teplotě (5 minut, 350 g) a následně byl odpipetován supernatant. 

Tento krok promývání byl ještě jednou zopakován. Do každé jamky bylo poté napipetováno 150 μl 

PBS/BSA. Vzorky byly poté změřeny na průtokovém cytometru. Naměřená data byla analyzována 

pomocí softwarů FACSDiva a FlowJo. 
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6.3 Barvení pro průtokovou cytometrii 

Tabulka 4: Použité panely protilátek pro barvení pro průtokovou cytometrii. 

Panel na periferní krev  Panel na periferní krev po transplantaci 

Marker Fluorochrom Objem  Marker Fluorochrom Objem 

CD45 PE-Cy7 0,33 μl  CD45.1 AlexaFluor700 0,33 μl 

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

CD4 APC 0,25 μl  B220 FITC 0,33 μl 

CD8a APC 0,25 μl  CD4 APC 0,25 μl 

CD11b (Mac-1) BV421 0,25 μl  CD8a APC 0,25 μl 

Gr-1 BV605 0,25 μl  CD11b (Mac-1) BV421 0,25 μl 

NK1.1 PE 0,5 μl  Gr-1 BV605 0,25 μl 

    NK1.1 PE 0,5 μl 

Panel na erytropoézu     

Marker Fluorochrom Objem  Panel na erytropoézu po transplantaci 

CD45 PE-Cy7 0,4 μl  Marker Fluorochrom Objem 

CD44 FITC 0,4 μl  CD45.1 AlexaFluor700 0,4 μl 

CD117 BV421 0,4 μl  CD45.2 PE-Cy7 0,4 μl 

CD71 PE 0,4 μl  CD44 FITC 0,4 μl 

Ter119 APC 0,4 μl  CD117 BV421 0,4 μl 

    CD71 PE 0,4 μl 

Panel na buněčné linie  Ter119 APC 0,4 μl 

Marker Fluorochrom Objem     

CD45 PE-Cy7 0,33 μl  Panel na buněční linie po transplantaci 

B220 FITC 0,33 μl  Marker Fluorochrom Objem 

CD4 APC 0,25 μl  CD45.1 AlexaFluor700 0,33 μl 

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

CD11b (Mac-1) BV421 0,25 μl  B220 FITC 0,33 μl 

Gr-1 BV605 0,25 μl  CD4 APC 0,25 μl 

NK1.1 PE 0,5 μl  CD8a APC 0,25 μl 

Ter119 PerCP 0,5 μl  CD11b (Mac-1) BV421 0,25 μl 

    Gr-1 BV605 0,25 μl 

Panel na LSK  NK1.1 PE 0,5 μl 

Marker Fluorochrom Objem  Ter119 PerCP 0,5 μl 

LIN+ AlexaFluor700 4 μl     

CD117 (e-Kit) BV421 1 μl     

Sca-1 PE 1 μl     

CD48 FITC 1 μl     

CD150 BV605 1 μl     

CD16/32 BV510 1 μl     

CD34 biotin 1 μl     

CD135 (FLT3) APC 1 μl     

CD127 (IL7R) BV785 1 μl     

Streptavidin PE-Cy7 1 μl     
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6.4 Transplantace kostní dřeně 

6.4.1 Příprava buněk k transplantaci 

Pro transplantaci byly použity kontrolní myši linie CD45.1 a myši se zkoumanými genotypy 

linie CD45.2 (wild-type, Rps19R67Δ/R67Δ, Trp53-/- a Rps19 R67Δ/ R67ΔTrp53-/-) ve věku 8 týdnů. 

Zvířata byla usmrcena cervikální dislokací a ze stehenních, holenních a pažních kostí byla 

vyizolována kostní dřeň. Pomocí hemolytického analyzátoru byla změřena buněčnost. Buněčné 

suspenze z kostních dření byly následně smíchány tak, aby poměr CD45.1 a CD45.2 buněk byl 

1:1 (a při dalším opakování experimentu 1:3). Tato směs buněk byla poté naředěna PBS 

do koncentrace 107 buněk/ml. Tím byly vytvořeny čtyři buněčné suspenze, z nichž každá 

obsahovala buňky CD45.1 a buňky CD45.2 jednoho ze čtyř výše zmíněných genotypů. 

6.4.2 Aplikace buněk kostní dřeně 

Myši linie CD45.1 byly letálně ozářeny dávkou 8,5 Gy. Po dvou hodinách bylo myším 

uspaným intramuskulární aplikací sedativního anestetika pro laboratorní zvířata (Zoletil) do 

retroorbitálního sinu aplikováno 300 μl připravené směsi buněk izolovaných z kostní dřeně, 

tj. 1,5∙106 buněk z CD45.1 myší a 1,5∙106 buněk z CD45.2 myší, celkem tedy 3∙106 buněk. Myším 

byla následně v měsíčních intervalech v inhalační anestezii (Isofluran) odebírána krev a 

vyhodnocována na hemolytického analyzátoru a pomocí průtokové cytometrie. Postup barvení byl 

stejný jako u periferní krve (viz kapitola 6.2.3) s tím rozdílem, že při barvení byl použit panel 

na periferní 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 měsících 

byly myši utraceny a byla z nich odebrána slezina a kostní dřeň pro měření na průtokovém 

cytometru. Postup byl stejný jako u jiných myší (viz kapitola 6.2.1), při barvení byl použit panel 

na buněčné 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, Ter119 – 

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 genotypování 

Část tkáně z myších embryí byla umístěna do zkumavky, do které bylo přidáno 500 μl DNA 

Digestion Buffer a proteinkináza K do koncentrace 0,2 mg/ml (10 μl proteinkinázy K – stock 

solution 10 mg/ml). Vzorky se inkubovaly na třepačce při 55 °C, dokud se tkáň zcela nerozpustila. 

Vzorky byly poté krátce stočeny a bylo k nim přidáno 500 μl směsi 

fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1). Zkumavky byly následně v ruce promíchány. 
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Následně byly vzorky stočeny při pokojové teplotě (3,5 minuty, 13 000 g) a horní vodná fáze byla 

přepipetována do nové zkumavky. Ke vzorku bylo přidáno 500 μl vychlazeného 98 % EtOH. 

Se zkumavkou bylo následně několikrát otočeno, dokud se nezačala viditelně srážet DNA. Poté 

byly vzorky stočeny (3,5 minuty, 13 000 g) a byl slit supernatant. Ke každému vzorku bylo 

přidáno 500 μl vychlazeného 70 % EtOH a následně byl opět stočen se stejným nastavením. Po 

slití supernatantu byly zkumavky nechány otevřené hlavou dolů, dokud nevyschly zbytky etanolu. 

Poté bylo ke každému vzorku přidáno 200 μl TE pufru a následně byly vzorky odeslány 

ke genotypování. 

6.6 Analýza RNA 

Vyizolované buňky z kostní dřeně, jater a fetálních jater v PBS/BSA byly centrifugovány 

(5 minut, 2 000 g, 4 °C) a následně byl odpipetován supernatant. Po rozbití pelety byl ke vzorku 

přidán 1 ml TRIZOLu a vzorek v něm byl rozpuštěn. Následně se inkuboval 5 minut při pokojové 

teplotě. Bylo přidáno 200 μl chloroformu, vzorek byl promíchán na vortexu a následně inkubován 

2–3 minuty při pokojové teplotě. Poté byl centrifugován (15 minut, 12 000 g, 4 °C). Po stočení 

byla horní vodná fáze přepipetována do zkumavky s 540 μl chloroformu, zvortexována a opět 

centrifugována se stejnými parametry. Poté byla horní vodná fáze přepipetována do zkumavky 

s 500 μl izopropanolu a 2,5 μl glykogenu. Po promíchání byl vzorek nechán 10 minut při pokojové 

teplotě. Poté byl centrifugován (10 minut, 12 000 g, 4 °C) a následně byl slit supernatant. Peleta 

byla poté promyta v 1 ml 75% EtOH. 

Vzorek byl centrifugován (5 minut, 10 000 g, 4 °C) a následně byl odpipetován supernatant. 

Vzorek byl poté nechán při pokojové teplotě vyschnout. Následně bylo postupováno dle protokolu 

k DNA-free™ DNA Removal Kit (Thermo Fisher Science) – ke vzorku bylo přidáno 20 μl RNase 

free H2O, 2 μl 10x DNase I Buffer a 1 μl rDNase I a vzorek byl promíchán. Poté se inkuboval 

30 minut ve 37 °C. Do vzorku byly přidány 2 μl DNase Inactivation Reagent a byl nechán  

2–3 minuty při pokojové teplotě, během kterých byl několikrát zamíchán. Poté byl centrifugován 

(2 minuty, 10 000 g, 4 °C). Supernatant byl přepipetován do nové zkumavky. 

Na přístroji NanoDrop byla změřena koncentrace vzorku a poté byl naředěn RNase free H2O 

do koncentrace 400 mg/μl. 3 μl vzorku byly poté použity pro měření RNA na bioanalyzátoru 

(Agilent 2100 Bioanalyzer). 
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6.7 qPCR 

Do stripu byly napipetovány 2 μg RNA, tj. 5 μl připravených vzorků naředěných 

do koncentrace 400 mg/μl (viz postup v kapitole 6.6). Ke každému vzorku byla přidána RNase 

free H2O do celkového objemu 10 μl. Poté byl připraven RT Master Mix dle protokolu  

k High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Science), podle kterého bylo 

dále postupováno. 

RT Master Mix_______________________ 

10x RT Buffer 2 μl 

25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 μl 

10x RT Random Primers 2 μl 

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 μl 

RNase Inhibitor 1 μl 

RNase free H2O 3,2 μl 

 

Ke každému vzorku bylo napipetováno 10 μl RT Master Mixu, následně byly vzorky 

promíchány a stočeny na stolní centrifuze. Poté byly vzorky vloženy do termocykleru 

s následujícím nastavením: 

Tabulka 5: Nastavení termocycleru při přepisu RNA do cDNA. 

 Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 

Teplota 25°C 37°C 85°C 4°C 

Čas 10 min 120 min 5 min ∞ 

 

Získané cDNA bylo naředěno ddH2O do 100 μl. Do každé jamky 384-jamkové destičky bylo 

napipetováno 5 μl Primer Mixu a 5 μl cDNA Mixu. 

Primer Mix__________________________ 

iQ SYBR Green Supermix 2,5 μl 

ddH2O 2 μl 

primer Forward x Reverse (10 μM) 0,5 μl 

cDNA Mix___________________________ 

iQ SYBR Green Supermix 2,5 μl 

ddH2O 2,25 μl 

cDNA (20 μg/ml) 0,25 μl 

Vzorky byly na destičky pipetovány vždy v triplikátech (třikrát kombinace stejného vzorku 

a primeru). Destička byla vložena do přístroje LightCycler 480 II s následujícím nastavením: 
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Tabulka 6: Nastavení LightCycleru 480 II pro qPCR. 

pre-inkubace 1 50°C 2 min 

pre-inkubace 2 95°C 10 min 

amplifikace (45x) 

95°C 15 s 

60°C 1 min 

72°C 10 s 

melting curve 

95°C 5 s 

65°C 1 min 

97°C 0,11°C/s 

cooling 37°C 2,5°C/s 

 

Výsledky měření byly vyhodnoceny v programu LightCycler 480 SW. 

6.8 RNA sekvenování 

K sekvenování RNA byly použity buňky z fetálních jater (viz kapitola 6.1.2). RNA bylo 

získáno stejně jako v kapitole 6.6. Měřením na bioanalyzátoru (Agilent 2100 Bioanalyzer) byla 

ověřena kvalita vzorků (RIN ≥ 9,5, doporučené minimum kvality je RIN > 7) a jejich koncentrace. 

Dále bylo postupováno podle protokolu ke kitu NEBNext® Ultra II Directional RNA Library Prep 

Kit for Illumina®, který je k dispozici na stránkách výrobce (https://international.neb.com/-

/media/nebus/files/manuals/manuale7760_e7765.pdf) [posl. přístup 9.8.2022]. 

Vzorky byly naředěny nuclease free H2O do objemu 50 μl tak, aby každý obsahoval 1 μg 

RNA. Pomocí kitu NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module byly vzorky vyčištěny 

od nadbytku rRNA. Pomocí magnetické separace bylo ze vzorků separováno poly(A)+ RNA, které 

reprezentuje mRNA populaci. Následně byla provedena syntéza prvního řetězce cDNA. Nastavení 

termocykleru bylo ponecháno dle protokolu, tj. pro fragmenty RNA < 200 bazí. Poté byla 

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

Poté bylo provedeno naštěpení cDNA a následně proběhla adaptorová ligace, při které byl 

použit NEBNext Adaptor z kitu NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Dual Index Primer 

Set 1) a modrý USER enzym. Následovala purifikace vzorků opět pomocí SPRIselect Beads a poté 

bylo provedeno PCR obohacení DNA s navázaným adaptorem, při kterém byl použit kit 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Dual Index Primer Set 1), ze kterého byly pro 

jednotlivé vzorky vybrány různé kombinace i7 (forward) a i5 (reverse) primerů. Na základě 

množství vstupní RNA (1 μg) bylo provedeno 8 cyklů PCR. Nakonec byly vzorky opět přečištěny 

pomocí SPRIselect Beads a jejich kvalita byla změřena na bioanalyzéru Agilent 2100 Bioanalyzer. 

Vzorky byly poté zkombinovány a odeslány k sekvenování na přístroji NovaSeq6000 v režimu 

párovaného sekvenování: Index1 – 8 bp, Index2 – 8 bp, Read1 – 111 bp, Read2 – 111 bp. 
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6.9 Statistika a vizualizace dat 

S daty bylo pracováno v programu R Studio v programovacím jazyku R, mimo jiné 

za pomoci balíčků Bioconductor a Tidyverse. Pro porovnávání dvou genotypů mezi sebou byl 

používán Student’s t-test, při porovnávání více genotypů byl používán Dunnett’s test. Při měření 

genotypů wild-type, Rps19R67Δ/R67Δ, Trp53-/- a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- byly porovnávány všechny 

genotypy oproti wild-type kontrolám a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- také oproti Trp53-/- kontrolám. 

Signifikance byly do grafů zaneseny následovně: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001;  

**** p < 0,0001. 
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7 Výsledky 

7.1 Analýza složení ribozomální RNA u dospělých myší Rps19R67Δ/R67Δ  

Protein RPS19 se nachází v malé ribozomální podjednotce a arginin 67 interaguje 

s 18S rRNA. Předpokládali jsme proto, že mutace v tomto místě by mohla mít za následek poruchy 

ve skládání malé ribozomální podjednotky. Očekávali jsme, že myši Rps19R67∆/R67∆ budou z toho 

důvodu tvořit méně malé ribozomové podjednotky, což by mělo vést k nepoměru mezi množstvím 

velké a malé podjednotky. 

Pomocí elektroforézy jsme na bioanalyzéru Agilent 2100 Bioanalyzer měřili poměr 28S a 

18S rRNA. 28S rRNA se nachází ve velké ribozomální podjednotce, zatímco 18S rRNA se nachází 

v malé ribozomální podjednotce, nepoměr v množství jednotlivých podjednotek by se tedy měl 

projevit změnou poměru těchto dvou rRNA (Quarello et al., 2016). Protože DBA i další 

ribozomopatie se často projevují tkáňově specificky, prováděli jsme toto měření z buněk kostní 

dřeně a jater, tedy hematopoetických orgánů, ve kterých jsme očekávali, že změny budou patrné. 

Při měření buněk z kostní dřeně jsme nepozorovali signifikantní rozdíl. V buňkách z jater 

dochází u Rps19R67Δ/R67Δ myší ke změně poměru 28S/18S rRNA – tento pomět je u myší s mutací 

v Rps19 vyšší, tedy jaterní buňky těchto myší obsahují méně 18S rRNA, z čehož můžeme soudit, 

že obsahují také méně malých ribozomálních podjednotek v poměru k množství velkých 

ribozomálních podjednotek než kontrolní myši. 

 
Obr. 9: Poměr 28S rRNA a 18S rRNA v kostní dřeni a v játrech u kontrolních wild-type myší (šedě) a 

Rps19R67Δ/R67Δ myší (červeně) odpovídající poměru velké a malé ribozomální podjednotky. Statistika: 

Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001) 
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Obr. 10: Výsledky elektroforézy z buněk z jater, výsledky jsou srovnány podle peaku 28S (vpravo), na 

zvětšeném peaku 18S je vidět, že u Rps19R67Δ/R67Δ myší (červeně) je tento peak v průměru menší než u 

kontrol (šedě).  
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7.2 Poruchy definitivní krvetvorby v myším modelu Rps19R67Δ/R67Δ  

7.2.1 Snížená buněčnost kostní dřeně a sleziny 

Diamondova-Blackfanova anémie je především poruchou erytropoézy, proto jsme chtěli 

charakterizovat změny, ke kterým dochází v hematopoetických orgánech našeho myšího modelu. 

K hlavním hematopoetickým orgánům se řadí kostní dřeň a slezina, zaměřili jsme se proto nejprve 

na tyto orgány a na to, k jakým změnám v kostní dřeni a slezině dochází u Rps19R67Δ/R67Δ myší. 

Pomocí hemolytického analyzátoru jsme změřili jejich buněčnost a slezinu jsme také zvážili na 

analytických vahách. 

U Rps19R67Δ/R67Δ myší jsme pozorovali výrazně menší buněčnost kostní dřeně i sleziny, 

stejně jako významně menší hmotnost sleziny. 

 
Obr. 11: Srovnání buněčnosti kostní dřeně a sleziny a hmotnosti sleziny u wild-type myší (šedě) a 

Rps19R67Δ/R67Δ myší (červeně). Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,  

**** p < 0,0001) 
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7.2.2 Změny složení periferní krve u dospělých myší Rps19R67Δ/R67Δ  

Dalším krokem v charakterizaci změn v hematopoéze byla analýza periferní krve. Myším 

byla odebírána krev, která byla vyhodnocována na hemolytickém analyzátoru. Výsledky jsme 

rozdělili dle genotypů a pohlaví. 

Pozorovali jsme snížené množství červených krvinek, hemoglobinu i hematokritu. Rozdíly 

byly signifikantnější pro samce než samice, jejichž fenotyp je ovlivněn méně. Z měření také 

vyplývá, že množství bílých krvinek není mutací v Rps19 ovlivněno. 

 
Obr. 12: Výsledky měření periferní krve na hemolytickém analyzátoru, rozděleno dle genotypu a pohlaví 

myší. Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001)  
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7.2.3 Změny v průběhu erytropoézy u dospělých myší Rps19R67Δ/R67Δ  

Z výsledků výše je zřejmé, že mutace Rps19 má negativní vliv na hematopoetické orgány i 

na celkový počet červených krvinek. Následně jsme chtěli zjistit, jak probíhá erytropoéza u našeho 

myšího modelu a kde v jejím průběhu dochází ke změnám, které mají za následek pozorovaný 

úbytek červených krvinek. 

Pomocí průtokové cytometrie jsme sledovali erytropoézu v kostní dřeni a slezině. Pro 

odlišení červených a bílých krvinek jsme použili markery Ter119 a CD45. Dále jsme na základě 

markerů CD71 a Ter119 rozdělili červené krvinky do jednotlivých stádii erytropoézy dle dělení 

používaného Popovou a kol. (Pop et al., 2010). 

 
Obr. 13: Ukázka erytropoézy v kostní dřeni, sledováno pomocí markerů CD71 a Ter119 na vygatované 

populaci červených krvinek, červená šipka naznačuje průběh vývoje erytrocytů; S0 – všechny 

progenitorové a kmenové buňky, S1 – časné proerytroblasty, S2 – pozdní proerytroblasty, S3 – basofilní 

erytroblasty, S4 – ortochromatické erytroblasty a retikulocyty, S5 – zralé erytrocyty 

 

Ve shodě s výsledky z měření buněčnosti kostní dřeně jsme pozorovali pokles množství 

červených i bílých krvinek v kostní dřeni u Rps19R67Δ/R67Δ myší. U červených krvinek dochází 

k významně větším změnám než v počtu bílých krvinek, které jsou ovlivněny jen minimálně. 

Pozorujeme tedy zejména poruchy erytropoézy. Z naměřených dat jsme zjistili, že 

k nejvýznamnějším změnám dochází ve stádiu pozdních proerytroblastů, z čehož můžeme 

usuzovat, že k poruše erytropoézy dochází právě v tomto stádiu vývoje. 

Měřili jsme také erytropoézu ve slezině, kde jsme ovšem oproti kostní dřeni nepozorovali 

žádné signifikantní rozdíly mezi kontrolními wild-type a Rps19R67Δ/R67Δ myšmi.  
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Obr. 14: Erytropoéza v kostní dřeni a slezině sledována pomocí průtokové cytometrie, za použití markerů 

Ter119 a CD45 pro rozlišení bílých a červených krvinek a pomocí markerů Ter119 a CD71 pro rozlišení 

stádií erytropoézy. WBC – bílé krvinky, RBC – červené krvinky; S0 – všechny progenitorové a kmenové 

buňky, S1 – časné proerytroblasty, S2 – pozdní proerytroblasty, S3 – basofilní 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 fetální erytropoézy u myší Rps19R67Δ/R67Δ  

Jedním z častých problémů dosud zkoumaných myších modelů byla embryonální letalita 

homozygotů. Námi používaný myší model se rodí v očekávaných poměrech, k embryonální 

letalitě tedy pravděpodobně nedochází. Rozhodli jsme se sledovat erytropoézu ve fetálních játrech, 

abychom viděli, zda dochází ke změnám již v prenatálním stádiu vývoje. 

Pro měření jsme používali embrya ve věku 14,5 dne (E14.5). Pomocí průtokové cytometrie 

za použití stejných markerů jako u erytropoézy v dospělých myších jsme pozorovali erytropoézu 

ve fetálních játrech. Pomocí hemoanalyzátoru jsme také měřili buněčnost fetálních jater. 

U Rps19 homozygotních embryí (Rps19R67Δ/R67Δ) jsme pozorovali sníženou buněčnost 

oproti wild-type i Rps19 heterozygotním embryím (Rps19R67Δ/+) ze stejného vrhu. Prosté 

porovnávání naměřené buněčnosti mezi embryi z různých samic se ukázalo jako problematické, 

protože i drobné rozdíly ve věku embryí, kterým jsme nedokázali zabránit, měly za následek 

významně vyšší či nižší buněčnost v průměru v celém vrhu, porovnávali jsme proto buněčnost ve 

vztahu k průměrné buněčnosti embryí daného vrhu. 

V erytropoéze jsme pozorovali rozdíly mezi kontrolními a Rps19R67Δ/R67Δ embryi způsobené 

celkově nižší buněčností fetálních jater u Rps19R67Δ/R67Δ embryí, ale nepozorovali jsme snížení 

některé konkrétní populace v erytropoéze. 

 
Obr. 15: Buněčnost fetálních jater, v procentech vztaženo k průměrné buněčnosti embryí 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 Vývoj neerytroidních krevních buněk u myší Rps19R67Δ/R67Δ  

Měřením erytropoézy jsme zjistili, že k jejím poruchám dochází ve stádiu proerytroblastů, 

tedy poměrně brzy ve vývoji erytrocytů. Zajímalo nás proto, zda je ovlivněna pouze erytroidní 

vývojová řada nebo zda se poruchy vývoje týkají i jiných krevních buněk. Pomocí průtokové 

cytometrie jsme sledovali množství T buněk, B buněk, NK buněk a myelocytů v kostní dřeni, 

slezině a periferní krvi. 

Pro rozlišení jednotlivých buněčných linií jsme použili následující markery: CD4 a CD8a 

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

 
Obr. 16: Ukázka gatovací strategie při měření buněčných linií krevních buněk v kostní dřeni. Po vybrání 

singletů a živých buněk jsme postupovali dle ukázaných dotplotů. Nejprve jsme vybrali CD45+ buňky, 

z těch jsme vygatovali NK buňky. Z NK1.1 negativních CD45 pozitivních buněk jsme vygatovali T buňky 

(CD4 a CD8a pozitivní) a B buňky (B220 pozitivní). Z CD4 a CD8a negativních, B220 negativních buněk 

jsme vygatovali myelocyty (Gr.1 pozitivní, Mac-1 pozitivní). 
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Mezi T lymfocyty, B lymfocyty ani NK buňkami jsme nepozorovali změny v počtech buněk 

mezi kontrolními a Rps19R67Δ/R67Δ myšmi. Jediný signifikantní rozdíl jsme pozorovali v kostní 

dřeni v počty myelocytů, který byl lehce snížen u Rps19R67Δ/R67Δ myší. Celkově z těchto výsledků 

vidíme, že naše mutace v Rps19 nezpůsobuje změny v lymfoidní linii, ale pouze v myeloidní linii, 

ve které jsou erytrocyty ovlivněny výrazně více než myelocyty. 

 
Obr. 17: Srovnání množství T buněk, B buněk, NK buněk a myelocytů v kostní dřeni, slezině a periferní 

krvi u kontrolních wild-type myší a Rps19R67Δ/R67Δ myší. Statistika: Student’s t-test (* p < 0,05, ** p < 0,01, 

*** p < 0,001, **** p < 0,0001) 
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7.3 Narušený vývoj hematopoetikých kmenových buněk u myší Rps19R67Δ/R67Δ  

U myšího modelu Rps19R67Δ/R67Δ jsme pozorovali menší buněčnost hematopoetických 

orgánů a poruchy erytropoézy již ve stádiu proerytroblastů. To nás vedlo k otázce, zda dochází ke 

změnám v hematopoéze již před diferenciací do erytroidní řady. 

Pomocí průtokové cytometrie jsme sledovali buňky kostní dřeně. Ze všech živých buněk 

jsme vybrali populace lineage negativní Sca-1 negativní c-Kit pozitivní (LS-K) a lineage negativní 

Sca-1 pozitivní c-Kit pozitivní (LSK). U Rps19R67Δ/R67Δ myší jsme pozorovali výrazné zmenšení 

obou těchto populací oproti kontrolním myším. 

LSK populaci jsme dále rozdělili na základě markerů CD34 a FLT3 (CD135) a dále  

CD48 a CD150 na hematopoetické buňky (hematopoietic stem cells, HSC)  

(CD34-FLT3-CD150+CD48-) a několik populací multipotentních progenitorů (MPP) – 

krátkodobě obnovující se HSC (MPP1) (CD34+FLT3-CD150+CD48+), myeloidně zaměřené 

MPP (MPP2) (CD34+FLT3-CD150+CD48+), balancované MPP (MPP3) (CD34+FLT3-

CD150+CD48+) a lymfoidně zaměřené MPP (MPP4) (CD34+FLT3+CD150-CD48+) (Cabezas-

Wallscheid et al., 2014). 

LS-K buňky, kterých je přibližně desetkrát více než LSK buněk, jsou převážně časné 

erytroidní a granulocytové progenitory. Z těchto buněk jsme gatovali Il7rα (CD127) negativní 

buňky, ze kterých jsme na základě markerů CD34 a CD16/CD32 gatovali populaci myeloidních 

progenitorů (common myeloid prorenitor, CMP) (Il7rα-CD34+CD16/CD32-), progenitorů pro 

megakaryocyty a erytrocyty (megakaryocyte-erytroid progenitor, MEP) (Il7rα-CD34-

CD16/CD32+) a progenitorů granulocytů a makrofágů (granulocyte-macrophage progenitor, 

GMP) (Il7rα-CD34+CD16/CD32+) (Challen et al., 2009). 

Populace hematopoetických kmenových buněk (HSC) je srovnatelná u Rps19R67Δ/R67Δ myší 

a u kontrolních myší. U buněk, které se začaly diferenciovat, již ale pozorujeme změny. 

K významnému zmenšení dochází u populací MPP1, MPP2, MPP3 i MPP4. Změny v dalších 

vývojových stádiích můžeme pozorovat na LS-K populaci. Zde jsme naměřili výrazné zmenšení 

populací CMP a MEP. 
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Obr. 18: Ukázka gatovací strategie LSK a LS-K populací. HSC – hematopoetické kmenové buňky, MPP 

– multipotentní protenitory, MPP1 – krátkodobě obnovující se HSC, MPP2 – myeloidní zaměřené MPP, 

MPP3 – balancované MPP, MPP4 – lymfoidně zaměřené MPP, CMP – myeloidní progenitory, GMP – 

progenitory granulocytů a makrofágů, MEP – progenitory pro megakaryocyty a erytrocyty. 
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Obr. 19: Hematopoetické buňky a multipotentní progenitory v kostní dřeni, porovnání kontrol a 

Rps19R67Δ/R67Δ myší. HSC – hematopoetické kmenové buňky, MPP – multipotentní protenitory, MPP1 – 

krátkodobě obnovující se HSC, MPP2 – myeloidní zaměřené MPP, MPP3 – balancované MPP, MPP4 – 

lymfoidně zaměřené MPP, CMP – myeloidní progenitory, GMP – progenitory granulocytů a makrofágů, 

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 fenotypových změn následkem deficience Trp53 

Protein p53 hraje v patologie DBA významnou roli. To potvrzují i dříve vytvořené myší 

modely, ve kterých ztráta funkce Trp53 vedla k záchraně fenotypu (Barlow et al., 2010; Jaako et 

al., 2011; Watkins-Chow et al., 2013). Chtěli jsme proto na našem myším modelu Rps19R67∆/R67∆ 

zjistit, jak se bude tento model chovat v případě ztráty p53. Pro tento účel jsme používali myši 

s homozygotní mutací v Rps19 a zároveň s homozygotní mutací v Trp53. Jak bylo již zmíněno 

v přehledu v kapitole 3.5.1, tento dvojitě homozygotní myší model má v prvních týdnech života 

lepší přežívání než myši s mutací jen v Rps19, zároveň mají tyto myši větší hmotnost než 

Rps19R67∆/R67∆ myši, na první pohled se tedy zdá, že ztráta funkce Trp53 vede k záchraně fenotypu. 

Experimenty uvedené v kapitole 7.2 jsme prováděli také s buňkami z myší s genotypy 

Trp53-/- a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-. 

Pomocí měření hemoanalyzátorem a vážení sleziny jsme zjistili, že Trp53-/- myši ani 

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myši se signifikantně neliší od kontrolních myší v celkové buněčnosti 

kostní dřeně a sleziny, ani v hmotnosti sleziny. 

 
Obr. 20: Buněčnost kostní dřeně a sleziny a hmotnost sleziny pro myši genotypů wild-type, Rps19R67Δ/R67Δ, 

Trp53-/- a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,  

**** p < 0,0001) 
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Na hemoanalyzátoru jsme také měřili složení periferní krve. Výsledky tohoto měření jsme 

porovnávali opět pro každé pohlaví zvlášť. U Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší jsme mohli porovnávat 

pouze výsledky samců, jelikož samice s tímto genotypem se téměř nerodí. U myší s mutací pouze 

v Trp53 jsme pozorovali změny oproti kontrolním myším – snížený počet červených krvinek a 

zvýšený střední objem erytrocytů. 

 
Obr. 21: Výsledky hemoanalýzy z periferní krve, rozděleno dle genotypu (wild-type, Rps19R67∆/R67∆, 

Trp53-/- a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-) a pohlaví. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, 

**** p < 0,0001) 
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7.4.1 Průběh erytropoézy v myším modelu Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-  

Pomocí průtokové cytometrie jsme pozorovali jednotlivá stádia erytropoézy za použití 

stejných markerů a gatování, které je popsáno výše v kapitole 7.2.3. Myši s mutací pouze v genu 

Trp53, které jsme používali jako kontrolu ke zkoumaným dvojitým mutantům 

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-, vykazovaly stejné výsledky jako wild-type myši. Dvojití mutanti 

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- měli celkově menší buněčnost kostní dřeně než wild-type kontroly i p53 

kontroly, a to jak v celkovém počtu červených a bílých krvinek, tak i v jednotlivých stádiích 

erytropoézy, ovšem nejednalo se o signifikantní rozdíl. Ve slezině jsme pozorovali mírně zvýšený 

počet červených krvinek u p53 kontrolních myší oproti wild-type kontrolám, a to zejména  

ve stádiích S3 a S4, ani zde se nejedná o signifikantní rozdíly. Dvojití mutanti mají lehce 

zmenšenou populaci S5 oproti p53 kontrolám. 

 
Obr. 22: Erytropoéza v kostní dřeni a slezině. WBC – bílé krvinky, RBC – červené krvinky; S0 – všechny 

progenitorové a kmenové buňky, S1 – časné proerytroblasty, S2 – pozdní proerytroblasty, S3 – basofilní 

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 hematopoetických buněk v myším modelu Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-  

Porovnávali jsme také složení hematopoetických kmenových buněk u kontrolních wild-type 

myší, Rps19R67Δ/R67Δ myší, Trp53-/- myší a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší. Kromě výsledků 

popsaných výše v kapitole 7.3 týkajících se rozdílů mezi kontrolními wild-type a Rps19R67Δ/R67Δ 

myšmi jsme pozorovali zejména zvýšené množství některých buněčných populací u Trp53-/- myší. 

Tyto myši mají zvýšené množství LSK buněk. Při detailnějším rozlišení populací jsme pozorovali 

zvýšení počtu CD34 negativních buněk, tedy zejména HSC, a dále zvětšenou populaci MPP4. 

U dvojitých mutantů (Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/-) jsme pozorovali u všech populací hodnoty 

srovnatelné s kontrolními wild-type myšmi. Mutace v Trp53 tedy ruší fenotyp způsobený mutací 

v Rps19, ale mutace v Rps19 stále hraje alespoň malou roli, protože tito dvojití mutanti 

neodpovídají p53 kontrolám. 
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Obr. 23: Hematopoetické buňky a multipotentní progenitory v kostní dřeni. HSC – hematopoetické 

kmenové buňky, MPP – multipotentní protenitory, MPP1 – krátkodobě obnovující se HSC, MPP2 – 

myeloidní zaměřené MPP, MPP3 – balancované MPP, MPP4 – lymfoidně zaměřené MPP, CMP – 

myeloidní progenitory, GMP – progenitory granulocytů a makrofágů, MEP – progenitory pro 

megakaryocyty a erytrocyty. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,  

**** p < 0,0001) 
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7.5 Změny genové exprese u myší Rps19R67Δ/R67Δ a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- 

Z výsledků RNA sekvenování c-Kit+ progenitorů a single-cell sekvenování 

hematopoetických buněk a progenitorů z kostní dřeně, které bylo provedeno v naší laboratoři, je 

zřejmé, že mutace v Rps19 vede ke změně exprese několika genů, které jsou všechny součástí p53 

signální dráhy. Konkrétně se jedná o zvýšenou expresi genů Zmat3, Phlda3 a Eda2r, Cdkn1a (p21) 

a Ccng1 (cyklin G1). 

Tyto dříve naměřené výsledky jsme chtěli potvrdit pomocí qPCR. Měření jsme prováděli  

na buňkách z kostní dřeně. Sledovali jsme expresi výše uvedených genů, a dále jsme vybrali 

několik dalších genů, u kterých jsme očekávali, že by mohlo docházet ke změně exprese. Měřili 

jsme expresi následujících genů: Bax, Bbc3, Ccna2, Ccnd2, Ccne1, Ccng1, Cdkn1a, Cdkn1b, 

Cdkn2b, Eda2r, Gata1, Phlda3, Zmat3 a Zpf36l2. 

Tímto měřením jsme potvrdili předchozí výsledky z naší laboratoře, tedy zvýšenou expresi 

u genů Zmat3, Phlda3, Eda2r, Cdkn1a a Ccng1 u Rps19R67Δ/R67Δ myší, u ostatní měřených genů 

jsme nepozorovali rozdíly v jejich expresi. 

 
Obr. 24: Relativní exprese genů Phlda3, Zmat3, Eda2r, Cdkn1a a Ccng1 u myší genotypů wild-type, 

Rps19R67Δ/R67Δ, Trp53-/- a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- změřená pomocí qPCR. Zobrazeny jsou geny, u kterých 

byly naměřeny změny v expresi mezi wild-type a Rps19R67Δ/R67Δ vzorky. Statistika: Dunnett’s test (* p < 

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001) 
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7.5.1 Genová exprese ve fetálních játrech myší Rps19R67Δ/R67Δ a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- 

Pomocí RNA sekvenování jsme sledovali změnu exprese genů ve fetálních játrech. I zde 

jsme pozorovali zvýšenou expresi genů, u nichž jsme pozorovali změny i v kostní dřeni pomocí 

qPCR. Více než dvakrát zvýšenou expresí u Rps19R67Δ/R67Δ myší se signifikantně vyznačovaly 

geny Zmat3, Cdkn1a a Phlda3. Signifikantně zvýšena, i když méně než dvakrát, je také exprese 

genů Ccng1, Psrc1 a Eif2s3x. Psrc1 je, stejně jako všechny dříve zmíněné geny, regulován pomocí 

p53. Eif2s3x hraje roli v malé ribozomální podjednotce. U genu Eda2r jsme také pozorovali 

výrazně zvýšenou expresi u Rps19R67Δ/R67Δ myší, zatímco u ostatních genotypů nebyl exprimován 

téměř vůbec. 

U Trp53-/- myší jsme pozorovali downregulaci Fam83g, stejně jako u  

Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší. U Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší nevidíme změny u žádného z genů, 

které byly upregulovány u Rps19R67Δ/R67Δ myší. U Rps19R67Δ/R67Δ i Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší 

jsme pozorovali downregulaci genu Rpl22l1. 

Exprese Rps19 není u žádného z genotypů změněná, ale na datech ze sekvenování jsme 

pozorovali u Rps19R67Δ/R67Δ myší a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší mutaci v Rps19. 

 
Obr. 25: Porovnání genové exprese u Rps19R67Δ/R67Δ a kontrolních myší. Červeně jsou označeny geny s více 

než 2x zvýšenou expresí a s p < 0,05.  
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Obr. 26: Změna genové exprese ve fetálních játrech kontrolních wild-type myší, Rps19R67Δ/R67Δ myší, 

Trp53-/- myší a Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- myší, heatmapa vybraných (nejvíce změněných) genů. 
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7.6 Poruchy repopulační aktivity kmenových buněk z Rps19R67Δ/R67Δ myší 

Z dosud uvedených výsledků můžeme vidět, že k poruše erytropoézy dochází v jejích velmi 

časných stádií a že k defektům dochází již v multipotentních progenitorech Abychom dále 

posoudili vlastnosti hematopoetických kmenových buněk u Rps19R67Δ/R67Δ myší a také vliv mutace 

Trp53 na mutaci v Rps19, provedli jsme kompetitivní transplantaci kostní dřeně a sledovali jsme 

repopulační potenciál kmenových buněk. 

Pro transplantaci jsme používali CD45.1 (kontrolní) a CD45.2 (experimentální) myši. Jedná 

se o dva myší kmeny, které se liší povrchovým antigenem CD45. Obě izoformy tohoto antigenu 

jsou funkčně identické a zároveň rozlišitelné například pomocí průtokové cytometrie. Antigen 

CD45 je exprimován na všech hematopoetických buňkách s jádrem, proto je možné pomocí jeho 

variant CD45.1 a CD45.2 odlišit, která hematopoetická buňka pochází z které myši. 

 
Obr. 27: Schéma experimentu: Do ozářených CD45.1 myší jsme aplikovali směs buněk z kostní dřeně 

z kontrolních CD45.1 (červená) a experimentálních CD45.2 (modrá) myší, a to v poměru 1:1 a 1:3. 

Do každé ozářené myši bylo transplantováno 3x106 buněk. V měsíčních intervalech jsme odebírali a 

vyhodnocovali krev, po 4 měsících jsme vyhodnotili i kostní dřeň a slezinu. Zobrazené dotploty jsou 

příkladem výsledků z periferní krve 4 měsíce po transplantaci. 
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Experiment jsme prováděli ve dvou opakování s poměrem CD45.1 a CD45.2 buněk 1:1. 

Z výsledků můžeme vidět, že v tomto případě dochází u wild-type buněk zpočátku k přihojení 

přibližně 45 %, v průběhu čtyř měsíců poměr CD45.2 buněk lehce stoupá na 51 %. U buněk 

z Rps19R67Δ/R67Δ myší vidíme, že při stejném počátečním poměru 1:1 jsou po prvním měsíci 

přihojeny průměrně z 19 % a v průběhu čtyř měsíců toto číslo ještě klesá až na necelých 15 %. 

Můžeme tedy říct, že repopulační schopnost těchto buněk je silně snížena. Buňky s mutací v genu 

Trp53 se po měsíci přihojily přibližně z 61 % a po 4 měsících toto číslo vystoupalo na téměř 77 %. 

Buňky s mutací v obou genech (Trp53 i Rps19) se přihojují podobně jako poslední zmíněné – po 

měsíci bylo přihojeno přibližně 56 %, po 4 měsících přibližně 77 %. 

Při dalším opakování experimentu jsme transplantovali buňky CD45.1 a CD45.2 v poměru 

1:3, očekávali jsme tedy vyšší procento přihojení CD45.2 buněk. U buněk z wild-type myší došlo 

nejprve k přihojení přibližně 63 % a po čtyřech měsících se toto číslo zvedlo přibližně na 

očekávanou hodnotu – 72 %. U Trp53-/- buněk i u Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- buněk došlo k přihojení 

v souladu s předchozími výsledky – po 1 měsíci se přihojilo 74 %, respektive 77 %, a po 

4 měsících stouplo jejich množství na 87 %, respektive 88 %. U Rps19R67Δ/R67Δ buněk došlo  

po měsíci k přihojení 29 % a po 4 měsících se přihojení ustálilo na přibližně 22 %. 

 
Obr. 28: Procento přihojení CD45.2 buněk po transplantaci v měsíčních intervalech. Statistika: Dunnett’s 

test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001) 
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V prvním měsíci po transplantaci byla celková buněčnost periferní krve přibližně poloviční 

než ve druhém a dalších měsících, kdy už se celková buněčnost zásadně neměnila. Ve druhém 

experimentu při použití transplantovaných buněk v poměru 1:3 byla buněčnost po prvním měsíci 

o něco vyšší než v předchozím experimentu, ale stále snížená oproti buněčnosti v dalších měsících. 

Sledovali jsme také jednotlivé buněčné linie v krvi transplantovaných myší. Pomocí 

průtokové cytometrie jsme rozlišili T buňky, B buňky, NK buňky a myelocyty. Naměřené buňky 

jsme nejprve rozdělili podle antigenů CD45.1 a CD45.2 a dále jsme gatovali jednotlivé populace 

dle stejného systému, který je ukázán v kapitole 7.2.5 a v obrázku 16. Poměr jednotlivých 

buněčných linií zůstává stále stejný ve všech případech, jedinou výjimku tvoří T buňky. 

 
Obr. 29: Buněčné linie v periferní krvi po transplantaci, modře z transplantovaných CD45.2 buněk, 

červeně z CD45.1. 
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Po transplantaci jsme pozorovali snížené množství T buněk u myší s transplantovanými 

buňkami s mutací v Rps19. Abychom mohli porovnávat buněčnosti mezi jednotlivými genotypy, 

kde se lišilo procento přihojení CD45.2, vynásobili jsme buněčnost koeficientem tak, aby 

odpovídala tomu, kdyby daná myš měla 100 % buněk CD45.1 či CD45.2 buněk. V prvních dvou 

měsících po transplantaci můžeme vidět snížené množství T buněk i v linii CD45.1 (tedy 

v kontrolních buňkách), po 4 měsících již tento rozdíl ale zmizel. U CD45.2 buněk, tedy těch 

s mutací v Rps19, můžeme rozdíl v množství T buněk pozorovat i po čtyřech měsících po 

transplantaci. U těchto buněk nepozorujeme trend, že by se množství T buněk v průběhu času 

zvyšovalo. Jak můžeme vidět v obrázku 30, u myší s mutací v Rps19, kterým nebyla 

transplantována kostní dřeň, tento rozdíl v množství T buněk nepozorujeme. 

 
Obr. 30: Množství T buněk po transplantaci linie CD45.1 (kontrolní) a CD45.2, vpravo množství T buněk 

v krvi myší bez transplantace. Uváděná buněčnost odpovídá buněčnosti v případě, že by myš měla 100 % 

CD45.1, respektive CD45.2 buněk. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,  

**** p < 0,0001) 
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Po čtyřech měsících po transplantaci jsme z myší odebrali kostní dřeň a slezinu a vyhodnotili 

jsme i tyto orgány. Přihojení CD45.2 bylo v kostní dřeni o něco vyšší než v krvi a slezině, ale stále 

se jednalo o signifikantně nižší procento, než u kontrolních myší – v kostní dřeni se přihojilo 

přibližně 25 % CD45.2 buněk při počátečním poměru 1:1. 

Poměr jednotlivých buněčných linií byl v jednotlivých orgánech různý, ale byl stejný mezi 

jednotlivými genotypy, s výjimkou sníženého množství T buněk CD45.2, jejichž množství  

ve všech orgánech korespondovalo s výsledky z periferní krve, které jsou ukázány výše. 

Pomocí průtokové cytometrie jsme také měřili erytropoézu v kostní dřeni i slezině (stejně 

jako v kapitole 7.2.3). Ani v jednom z těchto orgánů jsme nepozorovali změny mezi jednotlivými 

genotypy. 

 
Obr. 31: Přihojeni CD45.2 buněk po 4 měsících v kostní dřeni, krvi a slezině; buněčné linie v kostní dřeni, 

slezině a periferní krvi 4 měsíce po transplantaci. Statistika: Dunnett’s test (* p < 0,05, ** p < 0,01,  

*** p < 0,001, **** p < 0,0001) 
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8 Diskuse 

Hlavním cílem mé diplomové práce bylo charakterizovat poruchy krvetvorby u našeho 

myšího modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie, který má mutaci v genu Rps19, konkrétně 

deleci argininu na pozici 67. Dříve vytvořené myší modely DBA, které mají mutace v různých RP 

genech, ne vždy věrně kopírují příznaky spojené s DBA a zároveň se potýkají s různými problémy, 

například s embryonální letalitou (Devlin et al., 2010; Matsson et al., 2004; Morgado-Palacin et 

al., 2015). 

Námi používaný model kopíruje mnohé fenotypové projevy DBA, zejména poruchy 

krvetvorby, ale také například menší vzrůst, sníženou porodní hmotnost, zkrácenou dobu života a 

různé kardiovaskulární, urogenitální, kosterní či kraniofaciální malformace a výjimečně také 

hydrocefalus. Zároveň jsme u něj nepozorovali problém s embryonální letalitou. Oproti DBA 

pacientům, u kterých je mutace pravděpodobně vždy heterozygotní, v případě našeho modelu jsou 

heterozygotní myši ovlivněny jen minimálně a fenotyp je pozorován u homozygotních myší. 

Mutace v tomto konkrétním místě RPS19 sice nebyla u pacientů s DBA nalezena, ale nachází se 

v blízkosti hotspotu, ve kterém dochází u pacientů s DBA k mutacím často. Zároveň je boční 

řetězec argininu 67 místem pro post-translační modifikace skupinou tzv. protein arginin 

methyltransferáz (PRMT), které zavádějí metylace na postranní řetězce argininů u mnoha 

významných proteinů podílejících se na transkripční regulaci buněčné homeostázy a metabolismu. 

Ve své práci jsem se zaměřila především na charakterizaci erytropoetických a 

hematopoetických vlastností tohoto myšího modelu, a také na vliv mutace v genu Trp53. Přestože 

role chronicky zvýšené exprese tumor supresorového proteinu p53 v DBA byla popsána na mnoha 

jiných zvířecích modelech (Jaako et al., 2011; Watkins-Chow et al., 2013), je tento model 

výjimečný v tom, že umožňuje studovat mnohé aspekty interakce mutantní RPS19 a Trp53 

signální dráhy jak na genetické, tak na fenotypové úrovni. 

8.1 Poruchy složení ribozomální podjednotky v myším modelu Rps19R67Δ/R67Δ 

Pro maturaci 20S do 18S rRNA v průběhu syntézy ribozomů je zapotřebí mimo jiné protein 

RPS19. Snížení jeho množství naruší tento proces a vede ke sníženému množství malé ribozomální 

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

Na buňkách z periferní krve pacientů s DBA byly pozorovány změny v množství 

ribozomálních podjednotek. Tyto změny byly pozorovány pomocí měření poměru 28S/18S rRNA, 

který odpovídá poměru množství velkých a malých ribozomálních podjednotek. U pacientů 

s mutací v RPL byl tento poměr snížen (tedy bylo naměřeno menší množství velké podjednotky) 
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a u pacientů s mutací v RPS byl zvýšen (Quarello et al., 2016). V souladu s tímto měřením bylo 

na jednom z myších modelů pozorováno snížené množství volné malé podjednotky u myší 

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

Přestože mutace v našich myších je v místě, které přímo interaguje s 18S rRNA, podařilo se 

nám ukázat změněný poměr 28S/18S jen v játrech, zatímco v kostní dřeni jsme žádné signifikantní 

změny nepozorovali, pravděpodobně také z důvodu zvýšené proteosyntézy v játrech a jejich 

víceméně homogenního složení z převážně buněk jednoho typu – hepatocytů, s vysokým obsahem 

polyribozomů. Z dat získaných pomocí sekvenování RNA z fetálních jater také vyplývá, že 

nedochází ke snížení genové exprese Rps19. Z těchto výsledků tedy můžeme usuzovat, že mutace 

Rps19R67∆/R67∆ nemá za následek zásadní snížení množství RPS19. Důsledkem této mutace dochází 

nejen částečně k omezení maturace malé ribozomální podjednotky, ale zároveň pravděpodobně i 

k omezení jejího dalšího fungování v případě, že k jejímu vniku dojde. 

8.2 Poruchy hematopoézy a erytropoézy 

Přestože je anémie jedním z nejčastějších projevů ribozomopatií, přesný mechanismus, jak 

souvisí poruchy ribozomů s erytropoézou není zcela jednoznačně objasněn. Předpokládané 

možnosti jsou ovlivnění transkripce nebo translace GATA1 v důsledku defektů v syntéze 

ribozomů (Ludwig et al., 2014) nebo kvůli toxicitě nadbytku hemu (Rio et al., 2019; Yang et al., 

2016). Pokud by se zadařilo vyvinout myší model DBA, jehož erytropoéza by odpovídala 

erytropoéze u pacientů s DBA, mohl by sloužit mimo jiné pro studium toho, jaké mechanismy 

spojují poruchy ribozomů s erytropoézou. 

Přestože je tradičně DBA spojována s nedostatkem červených krvinek, ukazuje se, že 

v některých případech mohou být ovlivněny i jiné krevní buňky. Ze vzorků od 128 pacientů s DBA 

bylo ve více než polovině případů detekováno snížené množství lymfocytů (B lymfocytů a NK 

buněk) nebo IgM (Iskander et al., 2019). Jiná studie, ovšem na menším množství vzorků, naopak 

nenašla v množství lymfocytů žádné signifikantní rozdíly (Giri et al., 2015). Data z našeho myšího 

modelů získaná pomocí průtokové cytometrie neukazují signifikantní rozdíly v množství 

lymfocytů. Výše zmíněná studie, která pozorovala snížené množství lymfocytů u některých 

pacientů s DBA, nenašla žádnou souvislost mezi tím, který ribozomální protein je mutován a tím, 

zda dochází ke snížení počtu leukocytů. To, že náš model ukazuje normální počty leukocytů tady 

není nutně odchylkou od toho, jak se projevuje DBA způsobená mutací v RPS19 u lidí. 
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Z našeho měření průběhu erytropoézy jsme zjistili, že k poruchám dochází zejména ve stádiu 

pozdních proerytroblastů. To je v souladu s poznatky ohledně poruch erytropoézy u pacientů 

s DBA, u kterých byly pozorovány změny ve stádiu CFU-E a proerytroblastů (Yang et al., 2016). 

Dále jsme chtěli zjistit, zda u našeho modelu dochází k poruchám erytropoézy již v průběhu 

embryonálního vývoje, zvláště proto, že u některých jiných myších modelů byla anémie 

pozorována zejména v embryích (Yu et al., 2021b). U embryí ve stádiu E14.5 jsme potvrdili menší 

buněčnost fetálních jater, která korelovala s celkově menší velikostí Rps19R67∆/R67∆ embryí. Snažili 

jsme se zjistit, zda ve fetálních játrech dochází, podobně jako u dospělých myší v kostní dřeni, 

k redukci populace proerytroblastů, ale z našich výsledků jsme toto nebyli schopni potvrdit. Zdá 

se tedy, že v našem myším modelu dochází ve fetálním stádiu spíše k celkové poruše růstu 

v důsledku mutace Rps19 a veškeré projevy anémie mohou být tímto zastíněny. Zjištění 

přesnějších dat ohledně poruch ve fetální erytropoéze nám bránil také fakt, že i drobné rozdíly 

ve věku embryí, kterým jsme nebyli schopni zabránit, měly za následek výrazné změny 

v erytropoéze, čímž mohl být případný defekt v proerytroblastech zastíněn. 

Abychom mohli posoudit, ve kterém stádiu definitivní hematopoézy dochází ke změnám 

v důsledku mutace Rps19, sledovali jsme pomocí průtokové cytometrie zastoupení  

Lin-Sca+c-Kit+ (LSK) buněk v kostní dřeni. LSK populace je obohacená o časná stádia 

hematopoetických kmenových buněk a multipotentních progenitorů, a porovnáním kontrol a 

Rps19R67Δ/R67Δ myší jsme zjistili, že ačkoliv hematopoetické buňky nejsou pozorovatelně 

změněny, u multipotentních progenitorů jsme již pozorovali výrazné ovlivnění mutací v Rps19. 

Tyto výsledky naznačují, že poruchy krvetvorby mohou nastávat již relativně brzy v linii vedoucí 

k vývoji červených krvinek, buď z přímého důsledku nedostatečnosti RPS19 anebo poruchou 

zpětné vazby, která naruší přirozenou rovnováhu mezi dělicími se a diferencujícími se buňkami 

kostní dřeně. Nedostatek funkčních ribozomů nebo nedostatečná syntéza proteinů mohou vést 

k tomu, že HSC se s menší pravděpodobností budou diferencovat do erytroidních progenitorů, jak 

bylo popsáno v několika studiích (Khajuria et al., 2018; Signer et al., 2014; Spevak et al., 2020). 

Pro další zhodnocení vlastností hematopoetických buněk v našem myším modelu jsme 

prováděli kompetitivní transplantaci kostní dřeně. Z těchto experimentů můžeme vyvozovat 

významně snížený repopulační potenciál hematopoetických buněk z myší mutovaným genem 

Rps19. Zároveň předchozí experimenty provedené v naší laboratoři ukázaly, že pokud budeme 

transplantovat buňky ze zdravých donorů (krvetvorné buňky z CD45.1 myší) do neozářených 

experimentálních myší s mutací v Rps19, k žádnému přihojení nedojde. Narušen tedy je 

kompetitivní potenciál buněk s mutací, nikoliv však integrita kostní dřeně Rps19R67∆/R67∆ myší. 
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U buněk z Rps19R67∆/R67∆ myší jsme pozorovali menší množství T buněk, a to v průběhu celých 

4 měsíců měření. Protože u myší s mutací v Rps19 bez transplantace jsme změnu v T buňkách 

nepozorovali, je zřejmé, že k tomuto poklesu T buněk dochází v důsledku transplantace. 

8.3 Změny v genové expresi v myším modelu Rps19R67Δ/R67Δ 

Pomocí qPCR a RNA sekvenování jsme ukázali, že v myším modelu Rps19R67∆/R67∆ dochází 

k upregulaci několika genů. Konkrétně se jedná o geny Phlda3, Zmat3, Eda2r, Cdkn1a, Ccng1 a 

Psrc1. Všechny tyto geny jsou cílové geny transkripčního faktoru Trp53. 

Phlda3 (Pleckstrin Homology Like Domain Family A Member 3) je p53 regulovaný gen, 

jehož produkt, protein PHLDA3, se pomocí své PH domény (pleckstrin homology domain) váže 

na PIP3 (phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate) v membráně, a tak kompetitivně zabraňuje 

vazbě AKT3 na PIP3 (Kawase et al., 2009). Zmat3 (Zinc finger matrin type 3) je p53 regulovaný 

tumorsupresorový gen. Protein ZMAT3 zvyšuje stabilitu Trp53 mRNA tím, že se váže na ARE 

(AU-bohatá oblast, AU-rich element) ve 3' UTR (3' nepřekládaná oblast, 3' untranslated region) 

(Vilborg et al., 2009). EDA2R (Ectodysplasin A2 receptor) aktivuje nukleární faktor κB (NF- κB) 

a je přímým transkripčním cílem p53 (Tanikawa et al., 2010). Psrc1, jehož zvýšená exprese byla 

pozorována ve fetálních játrech pomocí RNA sekvenování, kóduje protein PSRC1 (Proline And 

Serine Rich Coiled-Coil 1) označovaný častěji jako DDA3. U myší podporuje buněčný růst a je 

aktivován pomocí p53 (Hsieh et al., 2007), ovšem lidský DDA3 je pomocí p53 naopak 

downregulován (Hsieh et al., 2008). 

Cyklin G1, kódovaný genem Ccng1, pozitivně i negativně reguluje buněčný růst (Bates et 

al., 1996). Jedná se o transkripční cíl p53, který může vytvářet komplex s protein fosfatázou 2 

(PP2A, protein phosphatase 2) a následně dochází k defosforylaci MDM2, čímž dochází i 

k regulaci p53 (Okamoto et al., 2002). 

Produktem genu Cdkn1a je cyklin dependentní kinázový inhibitor 1 (CDKN1A, cyclin-

dependent kinase inhibitor 1) také nazývaný p21. Jedná se o důležitý inhibitor buněčného cyklu, 

který je regulován mimo jiné pomocí p53 (Kreis et al., 2019). Na vzorcích periferní krve pacientů 

s DBA byla pozorována zvýšená exprese CDKN1A (Sjogren et al., 2015), stejně jako na některých 

zvířecích modelech (Doty et al., 2021; Jaako et al., 2011; Morgado-Palacin et al., 2015; Narla et 

al., 2014). 

Změnu exprese těchto stejných genů, kromě Eda2r a Psrc1, popsali u svého myšího modelu 

(také s mutací v Rps19) i Jaako et. al.. U tohoto myšího modelu byla navíc pozorována změna 

v expresi genů Ptp4a3 a Bax (Jaako et al., 2011), které u našeho myšího modelu změněny nebyly. 
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Také jsme pomocí RNA sekvenování pozorovali sníženou expresi genu Rpl22l1. Změny 

v expresi dalších ribozomálních proteinů mimo toho, který je mutován, byly pozorovány i u vzorků 

od pacientů s DBA s mutací v RPS19 (Gazda et al., 2006). 

Protože získávat kostní dřeň od pacientů s DBA je náročné, a protože může být nemoc 

způsobena širokou škálou mutací v mnoha různých genech, neexistuje mnoho studií, které by 

zkoumaly expresi genů přímo u pacientů s DBA s mutací v RPS19. Studie na 10 DBA pacientech 

s mutací v RPS19 (nikoli delecí celé alely) ukázala, že u těchto pacientů dochází ke snížené expresi 

RPS19 i ke sníženému množství proteinu RPS19 (Gazda et al., 2004). Analýza vzorků od jiných 

pacientů, u kterých mutace v RPS19 nezpůsobovala předčasné zařazení stop kodonu, snížení 

exprese RPS19 nepozorovala (Gazda et al., 2006). Naše výsledky RNA sekvenování ukazují, že 

v našem myším modelu nedochází ke snížené expresi Rps19, což je v souladu s očekáváním, 

protože v našem modelu dochází k deleci tří nukleotidů, a nedochází tím pádem k posunu čtecího 

rámce ani k předčasnému zařazení stop kodonu. 

8.4 Role tumor supresorového genu Trp53 v patogenezi DBA 

Dosavadní výzkum na jiných myší modelech i na buňkách od pacientů s DBA ukazuje na 

klíčovou roli proteinu p53 v DBA (Dutt et al., 2011; Jaako et al., 2011; Watkins-Chow et al., 

2013). Dosud nepřesvědčivě zodpovězenou otázkou zůstává, zda je mechanismus vzniku DBA 

vždy závislý na p53 nebo zda roli může hrát i mechanismus na p53 nezávislý. 

Jelikož všechny geny, u kterých jsme pozorovali zvýšenou expresi, se nachází v p53 signální 

dráze, můžeme z toho usuzovat, že mechanismus vzniku příznaků DBA u našeho myšího modelu 

je závislý na zvýšené aktivitě signální dráhy p53. Je již známo, že zvýšená aktivita Trp53 vede 

k celé škále poruch v krvetvorbě, zejména v erytropoéze (Pant et al., 2012). 

Z dat získaných z RNA sekvenování vidíme, že u myší Rps19R67Δ/ R67ΔTrp53-/- dochází ke 

změně v expresi mnoha genů, ale jedná se z velké části o stejné geny, jejichž exprese je změněna 

i u Trp53-/- myší. Rozdíly v genové expresi mezi Trp53-/- a Rps19R67Δ/ R67ΔTrp53-/- myšmi jsou jen 

minimální. Důležitým výsledkem je, že nedochází k rozdílu mezi expresí u genů, jejichž exprese 

je zvýšena u Rps19R67Δ/ R67Δ myší. 

Z našich naměřených dat, ať už se jednalo o qPCR, RNA sekvenování nebo měření 

hematopoetických buněk pomocí průtokové cytometrie vyplývá, že DBA úzce souvisí s rolí 

proteinu p53. Výsledky u Rps19R67Δ/ R67ΔTrp53-/- myší se většinou signifikantně neliší od výsledků 

Trp53-/- myší. Toto pozorování je ve shodě s výsledky u jiných myších modelů DBA (Jaako et al., 

2011; Watkins-Chow et al., 2013). 



68 

Na výsledcích měření průběhu hematopoézy (LSK buněk) pomocí průtokové cytometrie 

ovšem můžeme pozorovat, že složení LSK buněk u Rps19R67Δ/ R67ΔTrp53-/- myší je srovnatelné 

spíše s výsledky wild-type myší než Trp53-/- myší. Mutace v Trp53 tedy očividně sice potlačuje 

vliv mutace v Rps19, ale tento efekt není zcela stoprocentní. 

Našimi experimenty s Rps19R67Δ/ R67ΔTrp53-/- myšmi jsme potvrdili, že mechanismus vzniku 

příznaků DBA v našem modelu je z velké části závislý na proteinu p53 a mutace v genu Trp53, 

který ho kóduje, vede k záchraně fenotypu našeho myšího modelu, zároveň ale zřejmě dochází i 

k některým menším změnám, které jsou na p53 nezávislé. 
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9 Závěr 

Cílem této diplomové práce byla charakterizace erytropoézy a hematopoézy v myším 

modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie Rps19R67Δ/R67Δ a určení vlivu proteinu p53 na 

pozorované fenotypové projevy. 

• potvrdili jsme anémii u tohoto myšího modelu a stanovili jsme, že k poruchám 

v erytropoéza dochází ve stádiu proerytroblastů 

• ukázali jsme, že ke změnám dochází již v embryonálním stádiu vývoje – embrya jsou 

významně menší a ve fetálních játrech jsme pozorovali změnu exprese stejných genů jako 

u dospělých myší 

• v hematopoetických kmenových buňkách nejsou viditelné změny, ale již ve stádiu 

multipotentních progenitorů lze pozorovat výrazný vliv mutace na průběh hematopoézy a 

posléze erytropoézy 

• změřili jsme zvýšenou expresi genů Phlda3, Zmat3, Eda2r, Psrc1, Ccng1 a Cdkn1a 

v našem myším modelu a potvrdili tak významnou roli proteinu p53 v patogenezi DBA – 

všechny tyto geny jsou ovlivňovány pomocí p53 

• na myším modelu Rps19R67Δ/R67ΔTrp53-/- jsme ověřili roli p53 – při mutaci v Trp53 dochází 

k záchraně fenotypu myšího modelu 

• potvrdili jsme, že myší model Rps19R67Δ/R67Δ by mohl sloužit pro studium patogeneze 

DBA, zejména pro studium vzájemného ovlivňování RPS19 a p53 signální dráhy 
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