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Abstrakt

Chromatinova struktura, tvofend DNA a histonovymi proteiny, prochdzi b&hem
bunécéného cyklu a pii diferenciaci bunék dynamickymi zménami. Pouze pokud se DNA
nachézi v rozvolnéné podob€, muize byt pristupna transkripénimu a replikaénimu aparatu,
zatimco jeji kondenzace umoziuje ucinné nevyuzitou DNA skladovat. Remodelace
chromatinové struktury je proto jednim znastrojii regulace genové exprese. Faktory
remodelujici chromatin dokézi rGzné€ specificky rozpoznavat chromatin a ovlivnit tak
interakce mezi DNA a histony. Jednim z nich je 1 ndmi studovany protein Smarca5. Cilem
této prace je studovat funkci proteinu Smarca5 a pro tento tcel vytvorit mysi model, u kterého
bude mozné tkanovée specificky indukovat nadprodukci proteinu Smarca5. Model bude slouzit
ke studiu alterace fyziologickych funkci proteinu vysokou neregulovanou davkou Smarca5.
V piedeslych studiich bylo pozorovano, ze nefyziologickd exprese chromatin remodela¢niho
faktoru muaze vést k nddorové transformaci bun€k, k pochopeni tohoto procesu muze také
piispét vyvijeny model pro protein Smarca5. Dal$im cilem této prace je prozkoumat nékteré
aspekty fenotypu mysiho modelu s kondiciondlni deleci proteinu Smarca5 vT a B-
lymfocytech, konkrétné vliv delece tohoto proteinu na diferenciaci progenitorovych bunék.
Vysledky prace dokazuji, Ze protein Smarca5 hraje vyznamnou roli béhem vyvoje lymfocytt

a bylo pozorovano, ze delece tohoto proteinu vede k poruse diferenciace a vyvojovému bloku

lymfocytt.
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Remodelace chromatinu, komplexy remodelujici chromatin zavislé na ATP, Smarca5, Snf2h,

mysi model, vyvoj T-lymfocyti a B-lymfocytt



Abstract

The chromatin structure, consisting of DNA and histones, changes dynamically during
the cell cycle and cell differentiation. DNA can only be transcribed and replicated when it is
packaged loosely, whereas tight packaging allows for more efficient storage. Chromatin
remodelling is therefore one of the tools of gene expression control. The chromatin
remodelling factors recognise chromatin with varying specificity and have an effect on the
interaction between DNA and the histones. One of these factors is the Smarca5 protein. This
study investigates the role of Smarcab; its goal is to create a mouse model with the ability to
trigger Smarca5 overproduction in specific tissues. This model will be used to study the effect
of a high, unregulated dose of Smarca5 on the physiological function of the protein. Previous
studies have shown that non-physiological expression of a chromatin-remodelling factor can
lead to malignant transformation. Our model can help to understand this process. Another
goal of this study is to investigate some phenotype aspects of the mouse model with
conditional deletion of Smarca5 in T and B cells, in particular the effects of this deletion on
progenitor cell differentiation. Our results show that Smarca5 has an important role in
lymphocyte development, and we have observed that Smarca5 deletion causes errors in

differentiation and blocks lymphocyte development.

Keywords
Chromatin remodeling, ATP-dependent chromatin-remodeling complexes, Smarca5, Snh2h,

mouse model, T-cell and B-cell development
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1 Seznam zkratek

ACF

AML
ATP
BCR
bp
BRG1

CD

DN

DNA
DP

ESC
FBS
HRP
CHRAC

ISWI
KSR
MEF
mLIF
MRNA
NHEJ

NoRC

PBS

Komplex remodelujici chromatin, ktery se skldda z proteinli Smarca5 a Acfl
(anglicky ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor)

Akutni myeloidni leukémie

Adenosin trifosfat (anglicky Adenosine triphosphate)

B-bunéény receptor (anglicky B-cell receptor)

Pary bazi DNA (anglicky Base pairs)

Chromatin remodela¢ni faktor z podrodiny SWI/SNF, znamy také jako
Smarca4 (anglicky Brahma-related gene-1)

Diferenciac¢ni skupina povrchovych molekul, které najdeme predevSim na
bunikach imunitniho systému (anglicky Cluster of differenciation)

Dvojité¢ negativni faze vyvoje thymocytli — neexprimuji ani CD4 ani CDS8
molekulu (anglicky Double negative)

Deoxyribonukleova kyselina (anglicky Deoxyribonucleic acid)

Dvojité pozitivni faze vyvoje thymocyti — exprimuji CD4 1 CD8 molekulu
(anglicky Double positive)

Embryonalni kmenové bunky (anglicky Embryonic stem cells)

Fetalni bovinni sérum (anglicky Fetal bovine serum)

Kienova peroxidaza (anglicky Horseradish Peroxidase)

Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteintt Smarca5, Acfl,
CHRAC-15 a CHRAC-17 (anglicky Chromatin accessibility complex)

Nazev jedné z podrodin patiicich do proteinové rodiny SWI2/SNF2

(anglicky Imitation mating type switch)

Knock-out sérum replacement

Mysi embryonalni fibroblasty (anglicky Mouse embryonic fibroblasts)

Mysi leukémii inhibujici faktor (anglicky mouse Leukemia inhibitory factor)
Mediatorova ribonukleova kyselina (anglicky Messenger ribonucleic acid)
Nehomologni spojovani konct pii opravé DNA, mize zde dochdzet k mutacim
(anglicky Non-homologous end joining)

Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteinit Smarca$ a Tip5
(anglicky Nucleolar remodeling complex)

Fosfatovy pufr (anglicky Phosphate buffered saline)



PCR
RNA
rpm
rRNA
RSF

Smarcab

Snf2h
SP

SWI/SNF

TCR
Tip5

WICH

WSTF

Polymerazova fetézova reakce (anglicky Polymerase chain reaction)
Ribonukleova kyselina (anglicky Ribonucleic acid)

Otacky za minutu (anglicky Revolutions per minute)

Ribozomalni ribonukleova kyselina (anglicky Ribosomal ribonucleic acid)
Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteinit Smarca5 a Rsf-1
(anglicky Remodeling and spacing factor)

Faktor remodelujici chromatin zavisly na ATP, ktery tvoii katalytickou
podjednotku ISWI komplext, jinak také nazyvany Snf2h

(anglicky SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 5)

viz. Smarca5 (anglicky Sucrose nonfermenting 2 homolog)

Jednotné (,,single*) pozitivni faze vyvoje thymocytii — exprimuji pouze CD4
nebo CD8 molekulu (anglicky Single positive)

Proteinové rodina na ATP zavislych faktori remodelujicich chromatin
(anglicky Mating type switch/Sucrose nonfermenting)

T-bunéény receptor (anglicky T-cell receptor)

Protein vyskytujici se spolu se Smarca5 v komplexu NoRC

(anglicky Transcription termination factor 1 (Ttfl) — interacting protein 5)
Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteinti Smarca5 a WSTF
(anglicky WSTF-ISWI chromatin remodeling complex)

Protein vyskytujici se spolu se Smarca5 v komplexu WICH, gen pro tento
transkrip¢ni faktor je jednim z deletovanych gent u Williamsova syndromu

(anglicky Williams syndrome transcription factor)



2 Uvod

Chromatin se sklada z DNA a histonovych proteinii vytvaiejicich dohromady opakujici
se jednotky, nukleozomy. Chromatinova struktura velmi dynamicky méni svoje vlastnosti
béhem bunécného cyklu a pii vétSiné transakci na DNA. Napiiklad rozvolnéni chromatinu
zvysi piistupnost DNA pro proteiny, jez zajistuji jeji transkripci a replikaci. Naopak, béhem
vzniku specializovanych buné¢k, pii diferenciaci, dochdzi také k riznym chromatinovym
zménam, napiiklad k zahusténi (heterochromatinizaci) urcitych tsekd DNA, ¢imz dojde
K umlCeni v nich obsazenych gent. Remodelace chromatinové struktury mize byt jednim
Z nastroju regulace genové exprese. Pro spravné fungovani buiiky je zdsadni, aby remodelace
chromatinu byla piisné regulovanym procesem, kterého se tcastni proteiny, jez podléhaji
dalSim regulaénim vazbam. Chromatin remodelacni faktory vazi DNA a histony a ovliviiuji
jejich interakce za spotieby ATP, diky ¢emuz mohou ménit strukturu chromatinu. Mezi tyto
ATP-dependentni remodelatory chromatinu patii i nami studovany protein Smarca5.
V ptedchozich studiich jiz byla popsana dutlezitd a cCasto esencidlni role faktor
remodelujicich chromatin v ontogenezi (zvlasté v embryondlnim vyvoji) a pii diferenciaci
buné¢k. Také byla popsana spojitost mezi zménénou (nefyziologickou) expresi téchto faktord a
nadorovou transformaci. Jinak tomu neni ani v pfipadé proteinu Smarca5, ktery je esencidlni
pro brzky embryonalni vyvoj a defekty jeho exprese jsou spojovany s rtiiznymi nddorovymi
onemocnénimi vcetné hematologickych malignit, které jsou v centru pozornosti laboratote.
Piedmétem této diplomové prace je zapojit se do vyzkumné prace tymu mého Skolitele a
vytvofit jeden z unikdtnich mySich modelt pro studium specifickych funkci proteinu
Smarca5, ktery umozni 1épe porozumét roli studovaného proteinu Vv nadorovych
onemocnénich. Diky tomuto projektu lze ziskat i1 lepsi vhled do fyziologické role
chromatinové remodelace v bunéénych procesech a pochopit i procesy, jez mohou vést ke

vzniku tumoru.



3 Cile diplomové prace
e Vytvofit mySi transgenni model s indukovatelnou nadprodukci chromatin
remodelac¢niho faktoru SmarcaS.
e Popsat nékteré aspekty fenotypu mysiho modelu s kondicialni deleci genu Smarca5b ve

vyvoji lymfocytt v thymu, kostni dfeni a slezing.



4 Literarni prehled

4.1 Chromatin a jeho remodelace

DNA je vjadrech eukaryot uloZena ve struktufe oznaované jako chromatin. Tato
struktura je tvofena dvouSroubovici DNA a histonovymi proteiny, které pomahaji
kondenzovat DNA do velmi malého objemu bunécného jadra. V pribéhu bunééného cyklu
dochazi k vyznamnym zménam ve struktufe chromatinu. Naptiklad béhem bunécného déleni
se DNA nachazi v maximaln¢ kondenzované formé mitotickych chromozomii. V ostatnich
fazich bunécného cyklu nasledné¢ dochazi k rozvolnéni kondenzované struktury, kvili
pozadavku zpfistupnit specifické sekvence DNA transkripénimu ¢i replikaénimu aparatu.
Zakladni jednotkou chromatinu je nukleozom, ten se skladd z oktameru histonovych proteinti
(dvou dimert histoni H2A a H2B a tetrameru 2xH3 a 2xH4), kolem kterého je ovinuto 145-
147 bp dvousroubovice DNA (Luger, Mader et al. 1997) (viz obrazek 4-1). Histonové
proteiny obsahuji vysoké procento kladn€ nabitych aminokyselin, které pomahaji stabilizovat
zaporn€ nabitou DNA. Mezi jednotlivymi histonovymi oktamery se nachazi tzv. linkerova
DNA dlouha 10-90 nukleotidd, na kterou muze nasedat histon H1 (Richmond and Davey
2003). Histon HI naseda na linker DNA zejména ve vice kondenzovanych strukturach,

zatimco v rozvolnéném chromatinu byva linker DNA obnazena (Robinson and Rhodes 2006).

Nucleosome “bead”
(8 histone molecules +
146 nucleotide pairs of DNA)

pievzato z (Kim 2014)

Obrazek 4-1: Struktura nukleozému. Dvousroubovice DNA v oktameru histonovych proteind.
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DNA vytvaii piiblizné¢ 1,4 otaCky okolo histonovych proteind a pfipomina svoji
strukturou periodicky nasledovanych nukleozému koralky navlecené na niti (anglicky beads
on a string). Tato struktura byva nazyvana 11 nm vlakno a DNA je zde rozvolnéna a piistupna
vazebnym proteinim. 11 nm vldkno miize dile kondenzovat do 30 nm vlakna, kde na
linkerovou DNA naseda histon H1, shrnuto v (Luger and Hansen 2005). Chromatinova
struktura se muze jesté dale sbalovat do riznych smycek za pomoci tzv. scaffold proteint,
které tvoii ,,leSeni” pro udrZeni rozsahlych usekd chromatinu. Tato struktura chromatinu je
velmi kondenzovana a specifické sekvence DNA jsou prakticky nepfistupné vazebnym
proteinim. Nejvyssim stupném kondenzace DNA je mitoticky chromozom, v této podobé se

DNA nachazi pouze béhem bunééného déleni (viz obrazek 4-2).

Short region of
DNA double helix

“Beads on a string”
form of chromatin

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Section of
chromosome in an
extended form

Condensed section
of chromosome

Centromere

Entire mitotic
chromosome

pievzato z (Jansen and Verstrepen 2011)

Obrazek 4-2: Struktura chromatinu. Jednotlivé stupné kondenzace od dvousroubovice DNA,

pfes 11 nm a 30 nm vldkno, aZ po mitoticky chromozom.
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V jadru bunck najdeme b&hem bunécného cyklu (mimo déleni) chromatin ve dvou
ruznych strukturach, nebo v ptechodnych fazich mezi nimi. Jedna se o rozvolnénou strukturu
euchromatinu (11 nm ¢i 30 nm vlakno), kterd je ptistupnda DNA vazebnym proteinim a muize
zde probihat transkripce a replikace, a strukturu heterochromatinu (vyssi stupné kondenzace
chromatinu), kterd je proteiniim nepfistupnd. Chromatinova struktura je dynamicka a jeji
remodelace je jednim z nastrojii regulace genové exprese, kdy dochdzi k rozvoliovani ¢i
kondenzaci chromatinové struktury a tim je bud’ umoznén ¢i blokovan pfistup proteintt k
DNA.

Strukturu chromatinu lze remodelovat dvojim zpisobem. Bud pomoci kovalentnich
modifikaci histonovych N-konci, jakymi jsou napiiklad acetylace, methylace, fosforylace,
ubiquitinace, SUMOylace, nebo za spotieby ATP pomoci tzv. chromatin remodelujicich
faktord. Posttranslaéni modifikace histonil jsou vratné a zajist'uji je specializované enzymy.
Jednotlivé modifikace maji vliv na strukturu chromatinu bud’ pfimo, tim ze napf. odstini
kladny néaboj histonti, jako je tomu v piipadé acetylace nebo mohou vytvaret znacku popf.
sekvenci modifikaci (napf. methylace, fosforylace) jez jsou nasledné rozeznany napf.
chromatin remodelujicimi faktory. Rtizné sekvence posttranslaénich modifikaci histonovych
konct jsou typické pro riizné déje (replikace, transkripce, opravy DNA) a zarovenn mohou
souviset 1 s regulaci téchto d¢ju. Napiiklad mista euchromatinu s aktivni transkripci obsahuji
jiné posttransla¢ni modifikace histonli neZ mista, kde je transkripce aktivn€ umlcena. Soubor
sekvenci posttranslacnich modifikaci se proto nekdy oznaCuje jako histonovy kod
(Kouzarides 2007).

Druhou moznost remodelace chromatinu zajist'uji tzv. chromatin remodela¢ni komplexy
zavislé na ATP mezi které patii i v nasi laboratofi studovany protein Smarca5S. Protein
Smarca5 patii do rodiny SWI2/SNF2 (anglicky Switching defective and Sucrose non-
fermenting) ATPaz, kterd se déli na Ctyf1 podrodiny — SWI/SNF, ISWI (sem patfi protein
Smarca5), CHD a INO80. Vsechny podrodiny obsahuji velmi konzervovanou helikazovou
(anglicky helicase-like) ATPazovou doménu, kterd zajistuje energii pro remodelaci
chromatinu pomoci hydrolyzy ATP. Dale pak proteiny rodiny SWI2/SNF2 obsahuji domény,
které zajistuji specifickou vazbu na chromatin — bromodoménu a chromodoménu.
Bromodoména umoziiuje rozpoznavat acetylované N-koncové casti histoni a Chromodoména
umoziiuje témto proteinim rozeznavat methylované N-konce histon. Domény HAND,
SANT a SLIDE pomaéhaji rozeznavat jednotlivé nukleozomy a také linkerovou DNA.
Jednotlivé podrodiny SWI2/SNF2 se rozliSuji podle obsahu téchto funk¢nich domén v
molekule proteinu (viz obrazek 4-3), shrnuto v (Manelyte and Langst 2013).
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SWI/SNF family [HsA | [ DExx | [HELICC] [ Bromo | D)

ISWI family C [ DExx | [JHELICE[HAND][SANT | [stpe] D
CHD family C [Chromo] [Chromo] [ DExx | [HELICC | D
INO8O0 family C [HsA | [ bExx | ([ insertion | HELICc) D)
Common domains Function Unique domains Function
nucleic acid binding and recognizes acetylated lysines in histone tails
HELICc j ATP hydrolysis binds methylated lysines in histone tails
recognizes nucleosomes and
internucleosomal DNA
SLIDE
HSA binds actin-related proteins

pievzato z (Manelyte and Langst 2013)
Obrazek 4-3: Jednotlivé podrodiny SWI2/SNF2 ATPaz. VSechny obsahuji doménu DExx a
HELICc, které zajistuji vazbu na DNA a hydrolyzu ATP. Ddle pak mohou obsahovat
bromodoménu, kterd rozpoznavd acetylované lysiny na N-koncovych castech histonl
(podrodina SWI/SNF). Chromodoména rozpoznavd methylované N-koncové casti histon(
(podrodina CHD). Domény HAND, SANT a SLIDE, které rozpoznavaji N-koncové casti histonl(
(podrodina ISWI). Ddle pak mohou obsahovat HSA doménu, kterd vaze proteiny pfribuzné

aktinu.

Chromatin remodelacni komplexy zavislé na ATP mohou remodelovat chromatin
nékolika zplsoby. Predevsim mohou posouvat, odstranovat popt. vytvaiet nukleozomy na
vlakné DNA. ATPazy patiici do podrodiny ISWI (Imitation mating type switch), do které
patii i protein Smarca5, zajiStuji remodelaci Chromatinu mimo jiné pomoci posunu
nukleozéma po vlakné DNA. Takto mohou posunout nukleozom az o 100 bp, shrnuto v
(Becker 2002). Piipadné¢ mohou z oktameru histond vyjmout histony H2A a H2B a ponechat
pouze histony H3 a H4, coz vede k destabilizaci nukleozomu a zptistupnéni DNA vazebnym
faktorim, shrnuto v (Cairns 2007). ATPazy z podrodiny SWI/SNF mohou dale remodelovat
chromatin napiiklad tim, ze vyméni urcity histon v nukleozému za jiny typ. K tomuto dé&ji

dochazi napt. v oblastech centromer, kde je nutné do nukleozOmu umistit centromericky
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protein A (CENP-A), ktery je variantou histonu H3 a je nezbytny pro spravny prub&éh mitézy
(Black and Cleveland 2011).

4.2 Protein Smarcab a jeho komplexy

Protein Smarca5 je 135 kDa velky chromatin remodela¢ni faktor z podrodiny ISWI.
ATPazova doména tohoto proteinu je tvofena dvéma RecA podobnymi (anglicky "RecA-
like™) helikdzovymi doménami, mezi nimiZ se nachazi vazebné misto pro ATP (Fairman-
Williams, Guenther et al. 2010). Proteinova molekula Smarca5 dale obsahuje domény
HAND, SANT a SLIDE, které umoznuji vazbu na strukturu chromatinu (Grune, Brzeski et al.
2003) (viz obrazek 4-4).

(00 AA,
Helicase N-terminal C-terminal domains yaND SANT SLIDE

QRS S136 Hinge v v Vvawn

— 1 TTTEN} -

Obrazek 4-4: Protein Smarca5. Obsahuje konzervovanou helikdzovou doménu a domény

HAND, SANT a SLIDE, které umoznuiji specifickou vazbu na chromatin.

Chromatin remodelacni faktory casto vykonavaji své funkce ve vazbé s dalSimi
proteiny, které mohou jejich funkce ovliviiovat popt. ménit jejich substratovou specifitu
(Tsukiyama, Palmer et al. 1999). Stejné tak je tomu u proteinu Smarca5, ktery se v jadrech
bunék nachdzi v péti komplexech: ACF, CHRAC, RSF, NoRC a WICH. V téchto
komplexech mutize protein Smarcab zastavat rizné, ¢asto velmi odlisné role, které se odviji
pravé od toho, sjakym vazebnym partnerem se momentaln¢ v komplexu nachazi. Protein
Smarca5 Vv chromatin remodela¢nich komplexech zastdva roli aktivni podjednotky, ktera
zajistuje hydrolyzu ATP. Vazebni partneti proteinu Smarcad pomahaji pfi specifické vazbe
na chromatin (€asto obsahuji bromodomény, PHD doménu a dal$i domény, které rozeznavaji
strukturu chromatinu). Déle pak obsahuji DDT doménu, ktera slouzi k interakci s proteinem
Smarca5 (Fyodorov and Kadonaga 2002). Tvrzeni, ze vazebni partnefi mohou ovlivnit funkce
proteinu Smarca5, doklada naptiklad studie provedena in vitro s komplexem ACF (proteiny
Smarca5 a Acfl). Bylo pozorovano, ze v komplexu ACF ma protein Smarca5 tendenci
piesouvat nukleozomy smérem ke stfedu vlakna (Yang, Madrid et al. 2006), zatimco samotny
protein Smarca5 presouva nukleozomy smérem ke koncim vlakna (Strohner, Wachsmuth et
al. 2005). Protein Smarca5 také v komplexu ACF remodeluje chromatin az 6x u¢inngji (Yang,
Madrid et al. 2006).
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Komplexy remodelujici chromatin, jejichZ podjednotkou je protein Smarca5 vykonavaji
vV bunééném jadre fadu raznych funkci. Jednou z nich je napiiklad role téchto komplext pii
heterochromatinizaci, ktera byva spojovdna s umlcovanim genii béhem diferenciace bunck.
Komplex ACF méa schopnost vytvaret rovnomérné rozestupy mezi nukleozémy, coz je znak
spojovany se strukturou heterochromatinu. Studie provedena na Drosophila melanogaster
doklada, ze v neptitomnosti komplexu ACF maji buiky problémy s tvorbou heterochromatinu
(Fyodorov, Blower et al. 2004). Komplex ACF ma také schopnost vazat histon macroH2A,
ktery se nachazi ve struktufe inaktivovaného a velmi kondenzovaného X-chromozomu
v samicich bunkach savci, coz napovida, ze by se komplex ACF mohl na uml¢ovani tohoto
chromozomu podilet (Chang, Ferreira et al. 2008). Dalsim komplexem, ktery se miize ucastnit
heterochromatinizace, je komplex RSF (proteiny Smarca5 a Rsf-1). Ten ma schopnost vazat
histon H2Av, ktery byva spojovan se strukturou heterochromatinu, a katalyzovat jeho zdménu
za histon H2A ve struktufe nukleozému (Hanai, Furuhashi et al. 2008). Komplex RSF ma téz
schopnost vytvaret nukleozomy de novo a muze plnit funkce histonového chaperonu (Loyola,
LeRoy et al. 2001). Heterochromatinizaci mtze pravdépodobné zajistovat také komplex
CHRAC (proteiny Smarca5, Acfl, CHRAC-15, CHRAC-17). Tento komplex je exprimovan
jen béhem velmi casného stadia embryondlniho vyvoje a miize se ucastnit procesu
diferenciace bun¢k (Corona, Eberharter et al. 2000).

Chromatin remodela¢ni komplexy s podjednotkou Smarcab hraji roli pii replikaci, kdy
mohou pomahat pii pruchodu replika¢ni vidlicky strukturou heterochromatinu. Ve studii
provedené na HeLa buiikach bylo zjisténo, ze v neptitomnosti komplexu ACF nejsou bunky
schopné dokon¢it S-fazi bunééného cyklu a maji problémy s replikaci DNA, kterd se nachazi
ve struktuie heterochromatinu (Collins, Poot et al. 2002). Dale bylo pozorovano, ze komplex
WICH (proteiny SmarcaS a WSTF) mutzZe interagovat s clamp proteinem, ktery je soucasti
replika¢niho aparatu a zvySuje procesivitu polymerazy. Tento komplex pravdépodobné hraje
roli pii replikaci, kdy pomaha udrzovat chromatin v rozvolnéné podob¢ (Poot, Bozhenok et al.
2004). Komplex WICH také rekrutuje k replikac¢ni vidlicce topoizomerazu I (Ribeyre,
Zellweger et al. 2016).

Dalsi z roli chromatin remodela¢nich komplexi béhem bunééného déleni je jejich ucast
pfi formaci centromery. Komplex RSF ma schopnost katalyzovat vyménu histonu H3 za
protein CENP-A (anglicky Centromere protein A) (Perpelescu, Nozaki et al. 2009).
S proteinem CENP-A také interaguje komplex NoRC (proteiny Smarca5 a Tip5) (Guetg,

Lienemann et al. 2010).
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Dalsim procesem, kterého se Gicastni chromatin remodela¢ni komplexy s podjednotkou
Smarca5, je umlCovani genl pro ribozomalni RNA v jadérku. Komplex NoRC se vaze do
promotorovych oblasti genti pro rRNA a tcastni se jejich heterochromatinizace. Rekrutuje do
téchto oblasti histonové deacetylazy (Zhou, Santoro et al. 2002) a histonové
methyltransferazy (Santoro, Li et al. 2002), které se ucastni formace heterochromatinu.
Komplex NoRC déle mize uml€ovat promotorové oblasti diky posunu nukleozému po vlakné
DNA, vlivem toho muze dojit k zneptistupnéni promotoru pro transkrip¢ni faktory (Li, Langst
et al. 2006). Komplex B-WICH se pravdépodobné tcastni transkripce polymerazou I, ktera
transkribuje pravé geny pro rRNA. Tuto skute¢nost naznacuje pfitomnost rRNA (45S a 5S)
jako podjednotek tohoto komplexu, dalsi podjednotkou komplexu B-WITCH je protein NM1,
ktery interaguje béhem transkripce s polymerazou I. Komplex B-WICH se sklada z proteinti
SmarcaS a WSTF, RNA a nékterych jadernych proteint (Percipalle, Fomproix et al. 2006).
Komplex B-WICH miiZze do oblasti genti pro 5S a 7S rRNA rekrutovat histonové acetylazy,
které pomohou rozvolnit chromatin a umozni vazbu transkrip¢nich faktorti (Sadeghifar, Bohm
et al. 2015).

Chromatin remodela¢ni komplexy S podjednotkou Smarca5 se také mohou ucastnit
opravy DNA. To dokazuje naptiklad fakt, ze byla zjisténa piitomnost komplexu ACF
Vv oblastech dvouvlaknovych zlomu (Lan, Ui et al. 2010). Dalsi studie ukazuje, Ze komplex
ACF se pravdépodobné podili na opravé dvouvldknovych zlomi ve struktufe
heterochromatinu a to tak, Ze poméaha rozvolnit tuto strukturu, aby byla pfistupna reparacnim
proteinim (Klement, Luijsterburg et al. 2014). Dalsim komplexem, ktery se nachazi
v oblastech dvouvlaknovych zlomi, je komplex RSF. Bylo zjisténo, ze komplex RSF
rekrutuje do oblasti dvouvldknovych zlomii faktory RPA32 a Rad51, které hraji roli pii
opravé DNA mechanizmem homologni rekombinace (Min, Jo et al. 2014). Studie provedena
na bunééné linii ukédzala, ze komplex RSF se pravdépodobné¢ podili na opraveé
dvouvldknovych zlomi na DNA jak mechanismem homologni rekombinace, tak NHEJ
(anglicky non-homologous end joining), tedy nehomologniho zptsobu opravy zlomt.
V nepfitomnosti komplexu RSF byly pozorovany defekty v obou zpusobech opravy
dvouvlaknovych zlomu (Pessina and Lowndes 2014). Dale bylo pozorovano, Ze protein Rsf-1
(podjednotka komplexu RSF) se ucastni opravy zlomi na DNA pomoci mechanismu NHEJ.
Protein Rsf-1 rekrutuje do mista zlomu centromerické proteiny CENP-S a CENP-X, které
hraji roli pti opravé DNA pravé pomoci mechanismu NHEJ (Helfricht, Wiegant et al. 2013).

Dalsi studie ukazuje, Ze i komplex B-WICH muze hrat roli pii opravé dvouvlaknovych zlomti.
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Tento komplex je schopen fosforylovat histon H2A. X, konkrétn¢ fosforyluje tyrozin na pozici
142, coz je histonova znacka spojovana se signalem pro opravu DNA (Xiao, Li et al. 2009).

Na zaveér této kapitoly bych se chtéla zminit o roli proteinu Smarca5 a jeho vazebnych
partneri V nadorovych onemocnénich. ZvySena exprese proteinu Smarca5 popf. jeho
vazebnych partneri byva s nckterymi témito onemocnénimi Casto spojovana. Napiiklad
protein Rsf-1 (podjednotka komplexu RSF) muze byt potencialnim onkogenem. Vysoké
hladiny tohoto proteinu byly nalezeny u karcinomu ovarii (Shih le, Sheu et al. 2005), také u
kolorektalniho karcinomu (Liu, Dong et al. 2012), karcinomu plic (Li, Dong et al. 2012),
karcinomu prostaty (Li, Zhang et al. 2014) a karcinomu prsu (Ren, Chen et al. 2014), u
karcinomu prsu byla pozorovana i zvySena hladina proteinu Smarca5 (Jin, Mao et al. 2015).
Dale byla zjisténa zvysSena koncentrace komplexu RSF (jak proteinu Smarca5, tak Rsf-1) u
gliomu. Omezeni exprese proteinu Smarca5 v bunééné linii odvozené od gliomu vedlo ke
snizeni rychlosti proliferace bunék a zastavy bunééného cyklu pii prechodu z G1 do S faze
(Zhao, An et al. 2016). U hepatocelularniho karcinomu byla pozorovana zvysena hladina
proteinu Rsf-1 (Xie, Fu et al. 2014) a také proteinu Smarca5, ktery je pravdépodobné zasadni
pro rast tumoru (Wang, Qin et al. 2016). Dalsi studie provedena na nadorové bunéc¢né linii
ukazuje, Ze protein Rsf-1 pravdépodobné hraje roli pti proliferaci tumoru. Bylo pozorovano,
ze zvysena produkce proteinu Rsf-1 vede Krychlejsi proliferaci nadorové masy oproti
kontrolnim bunkam (Sheu, Choi et al. 2008). Nadprodukce proteinu Rsf-1 v bunééné linii
muze vést kaz ke vzniku zlomi na DNA a apoptéoze bunék. Kontinudlnim zvySovani
koncentrace proteinu v bunkach vedlo taktéz ke vzniku poskozeni DNA, které ale u nékterych
bun¢k vyustilo v nadorovou transformaci (Sheu, Guan et al. 2010). Dalsim z faktorQ
spojovanych s nadorovym onemocnénim je Tip5 (podjednotka komplexu NoRC). Bylo
zjisténo, zZe buiiky deficientni na protein Tip5 rychleji proliferuji a mohou vykazovat zndmky
nadorové transformace (Guetg, Lienemann et al. 2010). Nové publikovana studie dokazuje
roli proteinu Tip5 v karcinomu prostaty, zde je piekvapivé naopak zvysena hladina proteinu
Tip5 spojovana s horsi prognézou onemocnéni (Gu, Frommel et al. 2015).

Protein Smarca5 hraje pravdépodobné roli 1 v hematologickych malignitach. Vysledky
ziskané v na$i laboratofi ukazuji, ze pacienti s akutni myeloidni leukémii (AML) vykazuji
zvySené hladiny proteinu Smarca5 v CD35 pozitivnich hematopoetickych progenitorech. Dale
bylo zjisténo, ze u pacienti s AML je exprese proteinu Smarca5 zvysena béhem celého
prubéhu hematopoézy. U zdravych jedincl je protein Smarca5 exprimovan pouze ve velmi
¢asném stadiu vyvoje a pak jeho exprese klesa, v CD34 pozitivnich buiikach zdravych jedinct

je hladina proteinu Smarca5 neznatelnd. U pacientt, ktefi dosahli kompletni hematologické
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remise, doslo ke snizeni exprese proteinu Smarca5 béhem hematopoézy (Stopka, Zakova et al.
2000). Z popsanych vysledki vyplyva, ze chromatin remodelaéni faktory, spolu s proteinem
Smarca5 mohou hrat vyznamnou roli v riiznych naddorovych onemocnénich. Tyto role zatim
nebyly pfili§ detailné prozkoumany. K jejich lepSimu pochopeni by mohl pfispét i vyvijeny

mysi model s indukovatelnou nadprodukci proteinu Smarca5.

4.3 Mysi modely pro protein Smarca$

Pro protein Smarca5 bylo uz v minulosti vyvinuto nékolik mySich modeld, které¢ bych
Vv této kapitole rada popsala. Jako prvni bych zminila klasicky dele¢ni model (anglicky knock-
out), ktery byl vytvofen mym Skolitelem. Pomoci tohoto modelu bylo zjisténo, ze protein
Smarca5 je esencialni pro brzky embryonalni vyvoj. Mlad’ata s genotypem Smarca5-/- se
nerodi. Heterozygotni mySi Smarca5+/- se rodily v normalnim mendelovském poméru, byly
zivotaschopné a nevykazovaly zadné fenotypové zmény. Pro dal$i studium byly izolovany
blastocysty z heterozygotnich mysi. Kultivaci té€chto blastocyst bylo zjisténo, ze blastocysty
s genotypem Smarca5-/- podléhaly po 48 hodinach kultivace apoptoze a hynuly. Casové tento
udaj odpovida 5-7 dnu embryonalniho vyvoje, kdy dochazelo k ithynu Smarca5-/- embryi
(Stopka and Skoultchi 2003). Pro protein Smarca5 byly dale vytvofeny celkem tii modely,
které oba vznikly pouhou bodovou zaménou v DNA sekvenci pro tento protein, tyto mutace
vedly k nekonzervativni zaméné aminokyseliny ve velmi konzervované sekvenci helikazové
domény proteinu. U vSech tfi modelu se nerodila mlad’ata s mutaci na obou alelach a byl tedy
pozorovan podobny jev jako u klasického dele¢niho modelu popsaného vyse.
Nekonzervativni zdména aminokyseliny pravdépodobné zptlisobila $patné sbaleni proteinu,
ktery pak nemohl vykonavat své funkce (Chong, Vickaryous et al. 2007) a (Daxinger, Harten
etal. 2013).

Pro protein Smarca5 byly v nasi laboratofi také vytvofeny kondicionalni dele¢ni mysi
modely. Jednim znich je model, u kterého dochéazi k deleci v bunkach, které exprimuji
molekulu CD2, tedy v mysich B a T-lymfocytech. Model je zminovan a blize popisovan
V této praci, viz kapitoly 5.9 a 7.2. Dalsim kondiciondlnim delecnim modelem je mysi model,
u kterého dochézi k deleci proteinu Smarca5 ve vSech hematopoetickych buiikach. Vlivem
pusobeni Cre rekombinazy pod promotorem Vavl (anglicky Vav guanine nucleotide
exchange factor 1) dojde k deleci exonu 5 Smarca5 genu a posunu ¢teciho ramce, tim padem
nedochézi ke vzniku zddného funk¢niho proteinu. U tohoto mys$iho modelu bylo pozorovano,

7¢ embrya s deleci proteinu Smarca5 umiraji 18,5 dni embryonalniho vyvoje. Uz v 13,5 dni
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embryonalniho vyvoje maji anemicky fenotyp, mensi vzrist a také je patrné selhani vyvoje

jater. Publikace popisujici tento mysi model je aktualn¢ v recenznim fizeni.

4.4 Remodelace chromatinu ve vyvoji T a B-lymfocytu

Imunitni systém obsahuje adaptivni slozku, kterd ma schopnost u¢inné rozeznavat velké
mnozstvi pro organismus znamych i neznamych epitopl, napf. epitopy patogend, ale i
poskozenych bunék vlastniho téla. Tato schopnost je zajiStovana produkci obrovského
mnozstvi velmi specifickych receptort, které jsou vytvareny zejména T a B-lymfocyty. Je
potfeba zminit, ze vSechny tyto receptory lymfocytli jsou nejprve testovany na schopnost
rozeznat antigen jako takovy a zarovenl na schopnost neaktivovat autoreaktivni odpovéd'.
Lymfocyty z tohoto diivodu musi projit slozitym procesem maturace, kdy napft. v piipadé T-
lymfocyti je odstranéno az 98% bunék s ,,nevhodnymi“ receptory béhem pozitivni a
negativni selekce v thymu. Béhem vyvoje B-lymfocyti v kostni dieni a prekurzort T-
lymfocyt v thymu dochazi k V(D)J rekombinaci, tedy pfeskupovani gent pro podjednotky T
a B bunécnych receptort. Pravé proces V(D)J rekombinace da vzniknout Sirokému repertoaru
odlisnych TCR a BCR, které pak lymfocytim umozni rozeznavat rozlicné epitopy. Samotnou
V(D)J rekombinaci zajistuji v lymfocytech rekombinazy RAGI a RAG2 (anglicky
Rekombination activating gene 1/2). Proces maturace receptorti pro T a B lymfocyty je ale
proteiny v¢etné chromatin remodelaénich komplexd, shrnuto v (Dege and Hagman 2014).

T-lymfocyty se vyviji ze spole¢ného lymfoidniho progenitoru, ktery putuje krevnim
feCistém z kostni diené¢ do thymu. Prvotni vyvojova stddia progenitort T-lymfocytd
(thymocytd) rozliSujeme na tzv. dvojité negativni (DN), ktera neexprimuji CD4 ani CD8
kostimula¢ni molekulu. Podle exprese povrchovych molekul CD25 a CD44 1ze DN stadium
vyvoje thymocytl rozd€lit na Ctyfi dal$i podstadia (DN1, DN2, DN3 a DN4), shrnuto v
(Ceredig and Rolink 2002). V DN3 stadiu dochazi k aktivaci RAG1 a RAG2 rekombinaz a
preskupeni gent pro tézky retézec TCRP (Hoffman, Passoni et al. 1996). Po pieskupeni genu
TCRP ve fazi DN3 zapocne exprese tzv. pre-TCR receptoru, tedy prvotniho antigenniho
receptoru slozené¢ho z podjednotek TCRPB a nahrady za TCRa podjednotku - pre-TCRa.
Receptor pre-TCR (pfedev$im jeho podjednotka TCRp) je v tzv. B-selekci testovan na
schopnost pfenosu signalu do nitra buniky. Pouze uspésné selektované DN3 thymocyty mohou
dale expandovat a vstoupit do stadia DN4 (viz obrazek 4-5). Thymocyty DN4 stadia ziskavaji
dalsim vyvojem ob¢ kostimula¢ni molekuly (CD4 a CD8) a ptechazi do tzv. dvojité
pozitivniho (DP) stadia. DP thymocyty zacinaji pfeskupovat gen TCRa, ktery koduje lehky
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fetézec antigenniho receptoru a nasledné podléhaji negativni a pozitivni selekci v kortexu
thymu. V zavislosti na afinité jejich antigenniho receptoru k MHC glykoproteintim I. nebo II.
tiidy, thymocyty ztraci expresi jedné z kostimulacnich molekul a ptechazi do tzv. single
pozitivniho (SP) stadia, kdy exprimuji pouze CD4 (pomocné Th) nebo CD8 (cytotoxické T-
lymfocyty) molekulu (viz obrazek 4-5).
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Obrazek 4-5: Vyvojova stadia thymocytl. V DN stadiu thymocyty neexprimuji CD4 ani CD8
molekulu, toto stadium mlzZeme podle exprese povrchovych molekul CD25 a CD44 rozdélit
na stadia DN1-4. Thymocyty ndsledné prechazi do DP stadia, kdy exprimuji CD4 i CD8 a poté
do SP stadia, ve kterém exprimuji pouze CD4 nebo CD8. V obrazku jsou pod jednotlivymi
stadii vypsané povrchové molekuly, které tato stadia exprimuji (+) nebo neexprimuji (-) a
podle kterych je Ize rozlisit. Pod Sipkami je vyznaceno, kdy probihaji jednotliva stadia V(D)J

rekombinace.

Vyvoj B-lymfocyti probihd v kostni dfeni ze spolecného lymfoidniho progenitoru.
Béhem vyvoje B-lymfocyti rozliSujeme nékolik stadii — pro-B stadium, kde zacina VDJ
rekombinace tézkého fetézce imunoglobulinu; pre-Bl stadium, u kterého probehla VDJ
rekombinace tézkého fetézce a ve kterém se testuje schopnost t€zkého fetézce pienaset signal
do bunky; pre-B2 stadium, pro které charakteristické DJ rekombinace genu pro lehky fetézec,
shrnuto v (Melchers, ten Boekel et al. 2000) (viz obrazek 4-6). DalSim vyvojovym stadiem je
nezraly B-lymfocyt, ktery jiz exprimuje funkéni BCR a podléhé pozitivni a negativni selekci.
Nezraly B-lymfocyt nasledné vycestovava z kostni diené do sekundarnich lymfoidnich
organd, kde po interakci s antigenem na antigen prezentujicich buitkach mize byt stimulovan

k dalsi maturaci (viz obrazek 4-6).
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Obrazek 4-6: Vyvojova stadia B-lymfocytl. Vyvoj od pro-B az k zralému B-lymfocytu, pod
obrazkem jsou popsana jednotliva stddia a vypsany povrchové molekuly, které tato stadia
exprimuji (+) ¢i neexprimuji (-) a podle kterych je lze rozlisit. Pod Sipkami je vyznacéeno, kdy
probihaji jednotliva stadia V(D)J rekombinace. Vyvoj od pro-B, pres pre-B1 a pre-B2 az
k nezralému B-lymfocytu probihd v kostni dreni. Maturace B-lymfocytd pak probiha

v sekundarnich lymfoidnich organech.

Chromatin remodelacni faktory hraji pro maturaci lymfocyti zdsadni roli. Nejpodrobnéji
jsou v tomto ohledu u savcii popsany pouze dva chromatin remodelacnich faktory a to Brgl a
Mi-2B. Jako prvni bych zminila transkripcni aktivator Brgl, ktery je ¢lenem SWI/SNF
podrodiny SWI2/SNF2 ATPéz. Ve studii provedené na mySim modelu s homozygotni deleci
faktoru Brgl bylo pozorovano, Ze dochdzi k vyvojovému bloku thymocyti pfi pfechodu z tzv.
dvojité negativni faze (DN) do CD4 a CD8 dvojité pozitivni (DP) faze (Gebuhr, Kovalev et
al. 2003). K podobnému zavéru dosli i autofi dalsi studie provedené na Brgl deficientnich
mysich. Zde byl pozorovan nejen vyvojovy blok v pfechodu mezi z DN do DP faze, ale i dalsi
vyvojové anomalie piitomné uz v diivéjsich stadiich - DN1 az DN3 (Chi, Wan et al. 2003).
Druhym prozkoumanym chromatin remodela¢nim faktorem je Mi-2p, jinak také znamy jako
CHD4 (anglicky Chromodomain helicase DNA binding protein 4). Tento faktor se nachazi
Vv komplexu NuRD (anglicky Nucleosome remodeling deacetylase) a je clenem CHD
podrodiny SWI2/SNF2 ATPaz. Ve studii provedené na mysim modelu s deleci proteinu Mi-
2B byl pozorovan vyrazny pokles poctu DP thymocytii a narist poctu CD8+ thymocyta
(Williams, Naito et al. 2004). Autofi studie se domnivaji, Ze remodelac¢ni faktor Mi-2p je
pravdépodobné nezbytny pro vyvoj CD4+ T-lymfocytl. Déle bylo zjisténo, ze se protein Mi-

2B vaze na transkripéni enhancer genu pro CD4 molekulu, kde se pravdépodobné tcastni
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aktivace exprese této kostimulaéni molekuly (Williams, Naito et al. 2004). Faktor Mi-2f také
zvySuje expresi genu pro CD4 molekulu tim, Ze se muZe ucastnit deacetylace histonovych
proteint v oblasti jeho transkripéniho silenceru (Naito, Gomez-Del Arco et al. 2007). Dalsi
studie doklada vliv proteinu Srg3 (jedna z podjednotek SWI/SNF chromatin remodela¢niho
komplexu) na vyvoj B-lymfocyti. U mySi sdeleci proteinu Srg3 v hematopoetickém
progenitoru byl pozorovan vyvojovy blok pti ptechodu z pro-B do pre-B faze vyvoje B-
lymfocyta (Choi, Ko et al. 2012).

Je tedy zfejmé, ze chromatin remodelacni komplexy hraji vyznamnou roli ve vyvoji T a
B-lymfocytd. Vzhledem k vySe popsanym funkcim proteinu Smarca$5 jsme pfedpokladali, Ze i
tento protein muize hrat roli pfi chromatinovych remodelacich spojenych s vyvojem T a B-
lymfocyth. Diky popsané roli proteinu Smarca5 béhem oprav dvouietézcovych zlomi DNA
mechanismem NHEJ (anglicky Non-homologous end joining), jsme piedpokladali jeho
ptimou ucast na V(D)J rekombinaci. Opravy DNA pomoci NHEJ jsou jednim z mechanismut
zvySovani variability béhem V(D)J rekombinace. O roli proteinu SmarcaS béhem vyvoje
lymfocytti vime v soucasnosti jen velmi malo. Naptiklad pomoci in vitro studie bylo zjisténo,
ze protein SmarcaS muze zajistit snazsi ptistup rekombinazam RAGI a RAG2 k DNA a tim
umoznit V(D)J rekombinaci (Patenge, Elkin et al. 2004). Nase laboratoi se zabyva studiem
chromatin remodela¢niho faktoru Smarca5. Pro cely studia tohoto remodelacniho faktoru in
vivo, byl v nasi laboratofi vytvofen mys$i model s podminénou (kondicialni) deleci genu
Smarcab. Projekt, jehoz jsem se v prubéhu svého magisterského studia ucastnila, vyuziva
pravé tento mysi model ke studiu funkce proteinu Smarcad ve vyvoji thymocytl a snazi se

zodpoveédét neékteré vyse zminéné otazky (viz kapitola 7.2).
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5 Materialy

5.1 Technické vybaveni

Amaxa Nucleofector Il (Lonza)

Analytické vahy ALJ 220-4 (KERN)

Automatické pipety BioPette autoclavable (Labnet)
Blotovaci sestava (Bio-Rad)

Centrifuga 5415D (Eppendorf)

Centrifuga 5417R (Eppendorf)

Centrifuga 5804R (Eppendorf)

Cryo Tube 20 (TPP)

Cytometr BD FACS Cantoll (BD Biosciences)
Fotoaparat Canon G12 (Canon)

Hematologicky analyzator BC-5300Vet (Mindray)
Horizontalni elektroforéza HE33 (Hoefer)
Inkubéator Orbital Shaker (Gallenkamp)

Inkubétor TCH 100 (Laboratorni ptistroje Praha)
Inzulinové sttikacky na jedno pouziti (Chirana)
Kultiva¢ni 6/12/24/96-well (Orange Scientific)
Kultivaéni lahve, povrch 75 cm? (Orange Scientific)
Kultivacni misky, primér 10 cm (Orange Scientific)
Laminarni box Telstar BiollA (TELSTAR)
Magneticky micha¢ Heating Magnetic Stirrer (Velp Scientifica)
Mastercycler Gradient (Eppendorf)

Meétic pH/mV/Temp PL-600 (EZDO)

Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

Mikroskop IX71 (Olympus) s piezo-zaostfovaci platformou NanoScanZ (Prior Scientific) a
CCD kamerou Clara DR328G (Andor)

Mini Rocker-Shaker PMR-30 (Grant-bio)
Molekularni sitko 40 um (BD Biosciences)

Mr. Frosty Freezing Container (Thermo Scientific)
Parni sterilizator Sterimat Plus (BMT Medical Technology)
Pipetboy Fastpette Plus (Labnet)

PVDF membrana (Bio-Rad)
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Sérologické pipety 5/10/25 ml (TPP)

Sonikator Bioruptor Standard UCD-200 (Diagenode)
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Stolni centrifuga Spectrafuge mini (Labnet)

Termoblok AccuBlock digital dry bath (Labnet)

Termoblok Thermomixer comfort (Eppendorf)

Termostat s atmosférou CO, Forma Direct Heat (Thermo Scientific)
Termostat TCH 100 (Laboratorni pfistroje Praha)
UV-transluminator T2202 (Sigma-Aldrich)

Vertikalni elektroforéza (Bio-Rad)

Vodni lazet NB9 (NUVE)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)

Zkumavky (15 a 50 ml) Centrifugal OrTubes (Orange Scientific)
Zkumavky 1,75 ml Snap Cap Micro Tube (BioCentrix)

Zkumavky na bakteridlni kultury 10 ml Deltalab (Biogen)
Zkumavky na PCR 0,2 ml Thin Wall PCR 8-Strip Tubes (BioCentrix)

5.2 Chemikalie

4x Laemmli sample buffer (Bio-Rad)

6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific)

10x Long PCR Buffer + MgCl, (Thermo Scientific)
10x PCR Buffer (Sigma-Aldrich)

30% Acrylamide/Bis roztok (Bio-Rad)

Agarose | (Amresco)

Albumin, from bovine serum (BSA) (Sigma-Aldrich)
APS (Amonium persulfate) (Sigma-Aldrich)

Betain (Sigma-Aldrich)

B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

Carbenicillin (Sigma-Aldrich)

Deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich)

Diethylether (Penta)

Dimetylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth GmbH)
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose 1x (Sigma-Aldrich)
dNTPs mix 10 mM (Biogen)
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EDTA disodium salt dihydrate (Riedel-deHaén)
ESGRO mLIF (EMD Millipore)

Ethanol absolutni (Penta)

Ethidium bromid (EtBr) (Amresco)

Fenol (Sigma-Aldrich)

Fetal Bovine Serum (Hyclone)

Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich)

Gelatin from porcine skin, Type A (Sigma-Aldrich)
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas)
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas)

Geneticin G418 (Sigma-Aldrich)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Amresco)

Chloroform (Penta)

Isopropanol (Penta)

KnockOut DMEM 1x (Sigma-Aldrich)

KnockOut Serum Replacement (Sigma-Aldrich)
L-glutamine 200 mM (Sigma-Aldrich)

LB Broth, Miller (Luria-Bertani) (Amresco)

LB Broth with agar (Lennox) (Sigma-Aldrich)

MEM Non-essential amino acid solution 100x (Sigma-Aldrich)
Methanol (Penta)

Nonidet P40 (NP-40) (Affymetrix)

PBS - Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 10x (Sigma-Aldrich)
Penicilin-Streptomycin 100x (Gibco)

Pierce ECL Plus Westen Blotting substrate (Thermo Scientific)
Precision Plus Protein Standarts Dual Color (Bio-Rad)
SDS (Sodium dodecyl sulfate) (Amresco)

S.0.C. Medium (Invitrogen)

TEMED (Sigma-Aldrich)

Transfer pufr 10x (Bio-Rad)

Tris Hydrochloride (Amresco)

Trizma base (Sigma-Aldrich)

Trypsin (0,25%) EDTA 1x (Sigma-Aldrich)

25



Tween 20 (Amresco)

5.3 Protilatky

Protilatky na pritokovou cytometrii
Primarni protilatky

anti-B220(klon: RA3-6B2)-biotin (Biolegend)
anti-B220 (klon: RA3-6B2)-FITC (Biolegend)
anti-CD4(klon: GK1.5)-biotin (eBioscience)
anti-CD4 (klon: RM4-5)-FITC (Biolegend)
anti-CD4 (klon: GK1.5)-PerCP (Biolegend)
anti-CD3¢ (klon: 145-2C11)-biotin (Biolegend)
anti-CD8(klon: 53-6.7)-APC (Biolegend)
anti-CD8(klon: 53-6.7)-biotin (eBioscience)
anti-CD16/CD32 (klon: 93) (Biolegend)
anti-CD24 (klon: 30-F1)-PE (Biolegend)
anti-CD25 (klon: PC61)-PE (Biolegend)
anti-CD43 (klon: S7)-FITC (BD Biosciences)
anti-CD44(klon: IM7)-FITC (Biolegend)
anti-CD45 (klon: 30-F11)-Pe/Cy7 (Biolegend)
anti-CD117(c-Kit, klon: 2B8)-BV421 (BD Biosciences)
anti-Gr-1 (klon: RB6-8C5)-biotin (Biolegend)
anti-Ly-51(klon: 6C3)-AF647 (Biolegend)
anti-Mac-1 (klon: M1/70)-biotin (BD Biosciences)
anti-Nk1.1(klon: PK136)-PE/Cy7 (Biolegend)
anti-Ter119 (klon: Ter-119)-biotin (Biolegend)
Sekundarni protilatky

Streptavidin-PE/Cy7 (Biolegend)
Streptavidin-PerCP (Biolegend)

Protilatky na western blot

Primarni protilatky

anti-Smarca5 (krali¢i polyklonalni) (Bethyl)

anti-FLAG (kralic¢i polyklonalni) (Cell Signaling Technology)
anti-Actin (mysi, klon: AC-15) (Abcam)
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Sekundarni protilatky
anti-mouse-HRP conjugate (Jackson ImmunoResearch)

anti-rabbit-HRP conjugate (Jackson ImmunoResearch)

5.4 Enzymy

Long PCR enzyme mix (Thermo Scientific)
JumpsStart Taq DNA polymerase (Sigma-Aldrich)
T4 DNA Ligase (Thermo Scientific)

BamHI (Thermo Scientific)

Sacl (Thermo Scientific)

Nhel (Thermo Scientific)

Sall (Thermo Scientific)

Fsel (New England BioLabs)

9.5 Roztoky a média
1000x EtBr
0,5 mg EtBr (ethidium bromid) bylo rozpusténo v 1 ml ddH,0.

70% ethanol
36,46 ml 96% EtOH byl za stalého michani fedén sterilizovanou ddH,O do vysledného

objemu 50 ml.

2,5 M Betain
2,93 g betainu bylo rozpusténo v 10 ml ddH,O.

5 M NaCl
5,84 g NaCl bylo rozpusténo ve 100 ml ddH,O.

Neutralizovany fenol

20 ml fenolu bylo smichano s 20 ml 100 mM Tris-HCI (pH=7,5) v50 ml zkumavce a
dukladné zvortexovano. Zkumavka byla obalena hlinikovou folii a vlozena na 24 hodin do
lednice. Po rozdéleni tekutin je spodni, organicka faze, neutralizovany fenol. Je moZno odsat

vétSinu horni vodné faze.
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1 M Tris-HCI (pH=6,8/7,5/8/8,8)
12,11 g Trizma base bylo rozpusténo v 50 ml ddH,O a upraveno pH piidanim HCI na
pozadovanou hodnotu. Poté byl roztok doplnén ddH,O do 100 ml. Sterilizovano v parnim

sterilizatoru Sterimat Plus (121°C, 20 min).

10% SDS
50 g SDS (dodecylsulfat sodny) bylo rozpusténo v 500 ml ddH,O. Sterilizovano Vv parnim

sterilizatoru Sterimat Plus (121°C, 20 min).

0,5M EDTA (pH=8)

73,06 g EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) byla rozpousténa ve 400 ml ddH,O, za
stalého michani byl pfidavan NaOH do doby, neZ roztok dosdhl pH=8. EDTA pfi pH niZS§im
nez 8 nerozpousti. Poté co doslo k uplnému rozpusténi, byl roztok doplnén ddH,O do 500 ml.

Sterilizovano v parnim sterilizatoru Sterimat Plus (121°C, 20 min).

10% APS
50 g APS (persulfat amonny) byl rozpustén v 500 ml ddH,O. Sterilizovano v parnim

sterilizatoru Sterimat Plus (121°C, 20 min).

Inhibitory proteaz : Complete proteinase inhibitor cocktail (Roche, 11697498001)
Dv¢ tablety byly rozpustény v 1 ml ddH,O (PBS) a piidany do pufrt v fedéni 1:100 tésné

pted jejich pouzitim.

Zivné médium pro bakterie

12,5 g LB Broth bylo rozpusténo v 500 ml dH,O a sterilizovano v parnim sterilizatoru
Sterimat Plus (121°C, 20 min). Pfed pouzitim bylo do média ptiddno antibiotikum
carbenicillin tak, aby vyslednd koncentrace antibiotika v médiu ¢inila 50 pg/ml. Skladovano
pii 4°C.

Zivny agar pro bakterie

7 g LB Broth with agar bylo rozpusténo v 200 ml dH,O a sterilizovano v parnim sterilizatoru
Sterimat Plus (121°C, 20 min). Pfed pouzitim bylo do média ptiddno antibiotikum
carbenicillin tak, aby vyslednéd koncentrace antibiotika v médiu Cinila 100 pg/ml. Skladovéano

pii 4°C.
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Tkanova voda
Tkanova voda byla ptipravena sterilizaci ddH,O Vv parnim sterilizatoru Sterimat Plus (121°C,

20 min). Skladovana pii 4°C.

1x PBS
K 500 ml tkanové vody bylo ve sterilnich podminkach ptidano 55,5 ml 10x PBS. Skladovano
pti 4°C.

Inaktivované FBS

FBS bylo inaktivovano 30 minut pii 56°C ve vodni lazni. Zamrazeno a skladovéano pii -20°C.

ESC médium s mLIF
Do 50 ml ESC média bylo ve sterilnich podminkach pipetovano 5 pl mLIF (107 U/ml),
vysledna koncentrace mLIF v médiu ¢inila 1000 U/ml. Skladovano pii 4°C.

0,1% gelatin
0,5 g gelatinu bylo rozpusténo v 500 ml ddH,0O a sterilizovano v parnim sterilizatoru Sterimat

Plus (121°C, 20 min). Skladovano piti 4°C.

ESC médium vysledna koncentrace
KnockOut DMEM 1x 500 ml

KnockOut Serum Replacement 90 ml 15%
L-glutamin (200 mM) 6 ml 1%
Penicilin-Streptomycin (100x) 6 ml 1%
Neesencialni aminokyseliny (100x) 6 ml 1%
B-merkaptoethanol 4,2 pl 10" M

ESC médium s FBS vysledna koncentrace
KnockOut DMEM 1x 500 ml

Inaktivované FBS (Hyclone) 90 ml 15%
L-glutamin (200 mM) 6 ml 1%
Penicilin-Streptomycin (100x) 6 ml 1%
Neesencialni aminokyseliny (100x) 6 ml 1%
B-merkaptoethanol 4,2 ul 10" M
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MEF médium vysledna koncentrace

DMEM 1x 500 ml

Inaktivované FBS (Sigma-Aldrich) 60 ml 10%
Penicilin-Streptomycin (100x) 6 ml 1%
Neesencialni aminokyseliny (100x) 6 ml 1%
B-merkaptoethanol 42 ul 10* M
Zamrazovaci ESC médium 2x vyslednd koncentrace
Inaktivované FBS (Hyclone) 12 ml 80%

DMSO 3ml 20%
Zamrazovaci MEF médium 2x vysledné koncentrace
DMEM 1x 6 ml

Inaktivované FBS (Sigma-Aldrich) 6 ml 40%

DMSO 3ml 20%

RIPA Buffer (+EDTA) vysledna koncentrace
10% SDS (s inhibitory protedz) 1ml 0,1%

NP-40 1ml 1%

10% deoxycholat sodny 5mil 0,5%

0,5 M EDTA (pH=8) 0,4 ml 2 mM

1 M Tris-HCI (pH=8) 5mi 50 mM

5 M NacCl 3ml 150 mM
ddH20 84,6 ml celkem: 100 ml
Pufr TE vysledna koncentrace
1 M Tris-HCI (pH=7,5) 1ml 10 mM

0,5 M EDTA (pH=8) 0,2 mi 1 mM

ddH,0 doplnéni do 100 ml celkem: 100 ml

Sterilizovano v parnim sterilizatoru Sterimat Plus (121°C, 20 min).
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1x Pufr TBS (pH=7.5) vysledna koncentrace

Tris 6,05 g 50 mM
NaCl 8,76 g 150 mM
ddH,0 doplnéni do 1000 ml celkem: 1000 ml

Sterilizovano v parnim sterilizatoru Sterimat Plus (121°C, 20 min).

Transfer pufr vyslednd koncentrace

Transfer pufr 10x 100 ml 1x

Methanol 200 ml 20%

10% SDS 10 ml 0,1%

ddH,0 doplnéni do 1000 ml celkem: 1000 ml

10% polyakrylamidovy running gel

dH,O 2,58 ml
1,5M Tris/HCI (pH=8,8) 1,7 ml
10% SDS 67 ul
Polyakrylamidovy gel 30% 2,22 ml
10% APS 67 pl
TEMED 7 ul

5% polyakrylamidovy stacking gel

dH,O 2,5ml
0,5M Tris/HCI (pH=6,8) 450 pl
10% SDS 36 ul
Polyakrylamidovy gel 30% 600 pl
10% APS 36 ul
TEMED 3,6 ul

5.6 Komerc¢ni soupravy

DNeasy Blood and Tissue Kit (Quigen)

High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid)

GenElute HP Plasmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich)
Mouse ES Cell Nucleofector Kit (Lonza)

Presto Max Gel/PCR Kit (Geneaid)
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5.7 Pouzity software

CorelIDRAW Graphics Suite X7 (CoreIDRAW)
FACSDiva software v.6.1 (BD Biosciences)
FlowJo software (LLC)

ImageJ (open source project)

Prism v.5 (GraphPad)

Vector NTIv.10 (Life Technologies)

5.8 DNA vektory

pBluescript SK+ (Stratagene)

1 (+) origin
" (138-444 bp)

ampicilinova rezistence

(1976-2833 bp) - a-fragment B-galaktosidazy

| (463-816 bp)
P e & ;‘: | (653-760 bp)
~ . BamHI (720 bp)
]‘ N Sacl (760 bp)

~

lac promotor
(817-938 bp)

puC oriQin
(1158-1825 bp)

Plasmid p15-6-20

Plasmid p15-6-20 obsahuje homologni ramena k Rosa26 lokusu a byl navrzen tak, aby
do n&j bylo mozné ligovat DNA vektor slouzici k homologni rekombinaci do Rosa26 lokusu.
Dale tento plasmid obsahuje rezistenci vici antibiotikim neomycin/kanamycin a ampicilin.
Plasmid p15-6-20 také obsahuje sekvenci pro fluorescencni protein tdTomato ohrani¢enou
LoxP misty, sekvenci pro tento protein je tedy mozné vystépit plisobenim Cre rekombindzy.
Plasmid p15-6-20 byl ziskan darem z laboratofe Vladimira Kofinka, Ph.D., Ustav molekularni
genetiky, AV CR.
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MSCV2.2 fragment

Fragment MSCV?2.2 obsahuje kodujici sekvenci proteinu hSMARCAS s proteinovou
znackou FLAG na C-konci proteinu a IRES sekvenci. Fragment byl ziskan z laboratoie prof.
A. 1. Skoultchiho, Albert Einstein College of Medicine, NY.

FLAG tag
BamHI (123 bp) Sall (3345 bp)
Sall (78 bp) CDS hSMARCAS IRES

4 _

MSCV 2.2 fragment
4185 bp

5.9 Organismy

Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells (Invitrogen)

Chemicky kompetentni bakterie kmene E. coli. Genotyp: F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 recAl endAl hsdR17(r, m") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A

ElectroMAX DH10B Cells (Invitrogen)
Elektrokompetentni bakterie kmene E. coli. Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG

MySi embryonalni kmenové bunky

Pluripotentni mysi embryonalni kmenové buiiky, linie R1. Tato linie byla vytvofena
v roce 1993 v laboratoii Adrase Nagyho. Embryonalni butiky byly derivovany z blastocyst z
chinchilla 129/Sv samic, které byly kiizeny s agouti 129/Sv-CP samci. Vytvotfena linie R1
ma samci genotyp XY. Mysi chiméry vytvofené s vyuzitim ESC linie R1 maji barvu srsti

agouti (Nagy, Rossant et al. 1993).

MySi model podminéné deletovatelné alely genu Smarca5b v CD2 exprimujicich buiikach
Tento mysi model byl vytvoren kifizenim dvou mySich modelii a to mys$iho modelu

s podminéné deletovatelnou alelou genu Smarca5"™

a my$itho modelu exprimujicitho Cre
rekombindzu (exprese je fizena promotorem genu hCD2). Expresor Cre rekombinazy fizeny
hCD2 promotorem nese transgenni sekvenci hCD2-iCre (promotor a LCR (anglicky Locus
Control Region) lidského genu pro CD2 molekulu) ndhodné inkorporovanou do oblasti genil

kodujicich barvu srsti. Vlivem toho maji mysi s genotypem hCD2-iCre+/- barvu srsti agouti.
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Mysi kmene hCD2-iCre jsou fertilni a krom¢ zmény barvy srsti nevykazuji zadné fenotypové
zmény. Mysi transgenni model hCD2-iCre byl zakoupen z Jacksonovy laboratofe (The
Jackson Laboratory - Stock No. 008520, Bar Harbor, Maine, USA). Mysi model s podminéné
aktivovatelnou deleci alely genu Smarca5"™ byl vytvofen v naSi laboratofi a umoziuje
tkanoveé specifickou deleci genu Smarca5. Sekvence genu Smarca5"™ obsahuje dvé LoxP
mista v intronu 4 a 5. Vlivem plsobeni Cre rekombinazy dojde k vyStépeni exonu 5, ktery
koduje helikazovou doménu proteinu Smarca5, a zaroven dojde k posunu ¢teciho ramce, (viz
obrazek 5-1). Po vystépeni exonu 5 tedy nedochazi ke vzniku funkéniho proteinu Smarca5.

5f|ox/f|0x

Mysi s genotypem Smarca jsou fertilni a nevykazuji zadné fenotypové zmény a maji

¢ernou barvu srsti.

KiiZzeni dvou vySe popsanych modelt dalo vzniknout modelu s podminéné

5f|ox

deletovanou alelou genu Smarca v CD2 exprimujicich bunikach. Mysi maji genotyp

Smarca5"™"**hCD2-iCre+/- a dochdzi u nich vlivem ptsobeni Cre rekombindzy k fizené

5f|0x

deleci ¢asti genu Smarca (viz vyse) ve vSech CD2 exprimujicich bunkach. Vlivem toho

prekurzory B a T-lymfocyti a také NK buiky. Popsany model je tedy vhodny ke studiu
funkei proteinu Smarca5 pfi vyvoji téchto bunék. Samice s genotypem Smarca5""*hCD2-

iCre+/- vykazuji snizenou fertilitu, samci jsou pln¢ fertilni.

LoxP 5LoxP 78 9

Smarca5"% 1)y D1 I i
4 6 78 9
Smarca53€! | | } | i |

LoxP

Obrazek 5-1: Delece exonu 5 genu Smarca5 vlivem plsobeni Cre rekombinazy. V intronech
kolem exonu 5 se nachazi LoxP mista, kterd jsou rozeznavana Cre rekombindzou. To
umoziuje vystépit cely exon 5, ¢imzZ uskutecni zkraceni kédujici sekvence genu Smarca5 a
zaroven posune jeho Cteci ramec. Rekombinovana alela neprodukuje Zadny funkéni protein

Smarcab.
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6 Metody

6.1 Priprava transgenniho DNA vektoru
Transformace kompetentnich bunék DH5a

Zkumavka s 25 ul zamraZzené (-80°C) bakterialni suspenze byla umisténa do ledové
lazn¢ a pozvolna rozmrazena. K rozmrazené kultute bylo pipetovano 10 ng plasmidové DNA
a sm¢s byla Spickou Setrné¢ zamichdna. Takto pripravend bakteridlni suspenze byla
inkubovana na ledu po dobu 30 minut. Poté byl proveden tepelny Sok ve vodni 1azni bez
ttepani a to pii 42°C po dobu 20 sekund. Suspenze byla umisténa na 2 minuty zpét na led a
poté¢ bylo pfidano 250 ul S.0.C. media pfedehfatého na pokojovou teplotu. Bakterie byly
nasledné inkubovéany v tfepacce 1 az 2 hodiny pi1 37°C a 225 rpm. Pak byla bakteridlni
suspenze rozetiena na piredehtaté (37°C) misky s zivnym agarem a antibiotikem (carbenicillin
100 pg/ml) a to ve dvou riznych objemech 50 pl a 200 pl. Petriho misky s vysetymi
bakteriemi byly inkubovany pies noc ve 37°C. Druhy den byly z misek vypichnuty bakterialni
kolonie pro nasledné vyuziti. Misky se zbylymi koloniemi byly skladovany ve 4°C.

Elektroporace kompetentnich bunék DH10B

Zkumavka s 25 pl zamrazené (-80°C) bakterialni suspenze byla umisténa do ledové
lazn€ a pozvolna rozmrazena. K rozmrazené kultute bylo pipetovano 50 ng plasmidové DNA
a smés byla Spickou Setrné zamichéna. Suspenze byla nasledné opatrné piepipetovana do
elektroporacni kyvety, tak aby nevznikly bubliny, a elektroporovana (2 kV, 200 Q, 25 uF).
Poté¢ byla suspenze piepipetovana do zkumavky s 250 pl S.O.C. media ptedehiatého na
pokojovou teplotu. Bakterie byly nadsledné inkubovany v tfepacce 1 az 2 hodiny pti 37°C a
225 rpm. Pak byla bakteridlni suspenze rozetiena na ptedehiaté (37°C) misky se Zivnym
agarem s antibiotikem (carbenicillin 100 pg/ml) a to ve dvou riiznych objemech 50 pl a 200
pl. Petriho misky s vysetymi bakteriemi byly inkubovany ptes noc ve 37°C. Druhy den byly
z misek vypichnuty bakterialni kolonie pro nasledné vyuziti. Misky se zbylymi koloniemi

byly skladovany pii 4°C.

Minipreparace plasmidové DNA z bakterialni suspenze

Pro ziskani bakteridlni suspenze byly transformované bakteridlni kolonie pomoci
sterilni Spi¢ky vypichnuty z misek se zivnym agarem nebo z bakterialni konzervy a ptfeneseny
do predem ptipravenych zkumavek se 6 ml zivného média s pfidanym antibiotikem

(carbenicillin 50 pg/ml). V tomto médiu byly bakterie inkubovany v termostatu pfes noc pii

35



37°C a 225 rpm. Druhy den byla z bakteridlni suspenze izolovana plasmidovda DNA a to
pomoci komer¢niho kitu ,,High-Speed Plasmid Mini Kit*“ (Geneaid) a pfi izolaci DNA bylo
postupovano podle pokyna vyrobce. Koncentrace DNA pak byla méfena pomoci pfistroje

NanoDrop Spectrophotometer ND-100 (Thermo Scientific).

Midipreparace plasmidové DNA z bakterialni suspenze

Z piedem pfipravené bakterialni suspenze o objemu 6 ml (viz vyse) byly 2 ml
ptepipetovany do Erlenmeyerovy banky se 100 ml zivného média s antibiotikem
(carbenicillin 100 pg/ml). Takto ptfipravend bakteridlni suspenze byla nasledné inkubovana
ptes noc pii 37°C a 225 rpm. Druhy den byla z bakteridlni suspenze izolovdna plasmidova
DNA a to pomoci komeréniho kitu ,,GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kit“ (Sigma-Aldrich).
Pii izolaci DNA bylo postupovano podle pokyni vyrobce. Koncentrace DNA pak byla
meéfena pomoci piistroje NanoDrop Spectrophotometer ND-100 (Thermo Scientific).

Zamrazovani bakterialnich konzerv

K ptipraveé bakteridlnich konzerv byla pouzita bakteridlni suspenze s kulturou ve fazi
exponencialniho ristu. Do kryozkumavky se Sroubovacim vickem bylo pieneseno 0,8 ml
bakterialni suspenze a 0,2 ml glycerolu (vysledna koncentrace glycerolu tedy €inila 20%).

Suspenze byla zvortexovéana a nasledné uloZena do -80°C.

Restrikéni Stépeni

Pouzité plasmidy byly Stépeny pomoci restrikénich endonukledz a to bud’ enzymu
BamHI a Sacl nebo Nhel a Sall. Stépeni témito dvojicemi restrikénich enzymi bylo
provedeno  podle ndvodu  ziskanému na  webovych  strankach  vyrobce:

https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-

scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html

Vysledny transgenni vektor hRSMARCAS-FLAG byl linearizovan enzymem Fsel podle
pokyni vyrobce. Po ukonceni Stépeni byla provedena teplotni inaktivace restrikénich enzymu

(65°C, 10 min).
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Ligace

Ligace fragmentt byla provedena pies noc pii 16°C za pouziti enzymu T4 DNA
Ligase. Reakce byly pipetovany podle pokynli vyrobce v molekularnich pomérech
vektor:inzert = 1:1/1:3/1:5. Pted transformaci ligace do bakterii byla provedena teplotni

inaktivace (65°C, 10 min).

Elektroforéza na agarézovém gelu

K rozd€leni malych fragmenti DNA o velikosti pod 1000 part bazi byl pouzivan
agarozovy gel o vysledné koncentraci agarozy 1,5%. Pro rozdé€leni fragmentl o velikosti nad
1000 part bazi byl pouzit gel s koncentraci agardézy 0,8%. Do agardézového gelu byl
v pribéhu jeho tuhnuti pfidan ethidium bromid (EtBr), tak aby vysledna koncentrace EtBr
¢inila 0,5 pg/ml. Podle velikosti ofekdvanych fragmenti byl na gel pipetovan standard
molekulovych hmotnosti — Gene Ruler 1kbp/100bp (Thermoscientific). Ke kazdému vzorku
DNA byl pfidan roztok 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) v poméru 1:5 vzhledem
k objemu vzorku a vzorky byly napipetovany do jamek v gelu. Elektroforéza probihala
v pufru TBE pfi napéti 40 V po dobu 2 a 2,5 hodiny. DNA na gelu byla nasledné zviditelnéna

pomoci transluminatoru o vinové délce 300 nm a gel vyfocen fotoaparatem Canon G12.

Izolace fragmenti DNA z agaro6zového gelu

Restrik¢éné §tépena DNA byla pipetovana na agarézovy gel s ethidium bromidem a
rozdélena v elektrickém poli (viz vySe). Poté byla DNA zviditelnéna pomoci transluminatoru
o vlnové délce 300 nm. Pozadované fragmenty byly vyfiznuty v co nejkratSim case spolu s co
nejmensim moznym mnozstvim gelu. DNA byla néasledné€ izolovédna s vyuzitim komeréniho
Kitu ,,Presto Max Gel/PCR Kit*“ (Geneaid). Pii izolaci DNA bylo postupovano dle pokynu
vyrobce. Koncentrace DNA pak byla méfena pomoci pfistroje NanoDrop Spectrophotometer

ND-100 (Thermo Scientific).

Fenol/chloroformova purifikace DNA

K vodnému roztoku DNA (500 ul) byl pfipipetovan stejny objem (500 pl) roztoku
chloroformu s neutralizovanym fenolem (pH=8) v pomé&ru 1:1 (fenol:chloroform). Zkumavka
se vzorkem byla nésledné vortexovana 30s na maximalni otacky a poté stocena pii pokojové
teploté¢ (5 minut, 16 000 g), pro oddéleni vodné a organické faze. Poté byla odebrana horni
vodna faze a prepipetovana do piedem piipravené zkumavky s chloroformem (500 pl).

Vzorek byl znovu vortexovan 30s na maximalni otacky a stoCen pii pokojové teploté (5
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minut, 16 000 g), pro oddéleni vodné a organické faze. Poté byla opét odebrana horni vodna
faze (500 pl) do predem ptipravené zkumavky a k ni bylo pfidano 400 pl isopropanolu. DNA
byla precipitovana 15 minut pfi pokojové teploté za obCasné¢ho ptfevraceni zkumavky pro
promichani roztoku. Néasledovala centrifugace 15 minut, 16 000 g, 4°C. Pak byl odebran
vSechen supernatant. K pelet¢ DNA bylo pfidano 500 pl 70% ethanolu a zkumavka byla
vortexovana 30 s na maximalni otacky tak, aby doslo k utrzeni pelety. Déle byl roztok DNA
centrifugovan 10 minut, 16 000 g, 4°C. Supernatant byl odebran a peleta DNA byla na
vzduchu susena 15-30 minut tak, aby se veskery ethanol odpafil. Nasledné byla peleta
rozpusténa v pozadovaném mnozstvi (napt. 50 ul) TE pufru. Koncentrace DNA byla zmétena
pomoci piistroje NanoDrop Spectrophotometer ND-100 (Thermo Scientific). Roztok DNA
byl nasledné skladovan pii -20°C.

Genotypovani bakterialnich kolonii pomoci PCR

Genotypovani bakterialnich kolonii nesoucich plasmid p15-6-20 hSMARCAS5-FLAG
pomoci metody PCR. Forward primer rozeznava sekvenci plasmidu pl15-6-20 a reverse
primer rozeznava sekvenci genu hSMARCADS.
Forward: 5" ACGAGGACCAAAGCCTTCAACACAG 3’ velikost produktu: 852 bp
Reverse: 5" TGACAGTCGACAACTTCCTGACTAGGGGAGGAGTAGAAGT 3

Rozpis PCR reakce: 1x Program cycleru:
10x PCR Buffer 2 ul 1) 94°C 3 min
dNTPs 2,5 mM 2 ul 2)94°C 20 s
DMSO 0,4 ul 3)58°C30s
2x10 puM Primer (1 pl kazdého) 1,2 ul 4) 72°C 1 min
JumpStart Taqg DNA Pol 0,2 ul 5) zpét na krok 2)
ddH,O 12,2 ul zopakovat 35x
DNA 2 ul 6) 72°C 10 minut
Celkem 20 ul

Sekvenace plasmidii
Pro sekvenaci bylo pouzito mnozstvi 100 ng plasmidu a 2 pmol primeru na reakci.
Celkovy objem jedné reakce ¢inil 8 ul. Samotna sekvenace probihala v Laboratofi sekvenace

DNA na Piirodovédecké fakulteé UK.
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Primery pouzité pro sekvenaci (v zavorce je napsano jakou sekvenci primer rozeznava, U genu
pro protein Smarca5 i od kterého paru bazi tohoto genu):

Forward:

5" ATTACCGACACCGTAGAACAGAGC 3" (hSmarca5 430 bp)
5" TCCCACATCTCCCCCTGAACC 3’ (pBSK_adaptor)

5" CCAGTCATAGCTGTCCCTCTTC 3" (RgPA terminator)

5" AGATGTGTTTAATTCAGCAGATGAC 3’ (hSmarca5 1092 bp)
5" GTCGAATTAAGGCTGATGTTGA 3" (hSmarca5 1202 bp)
Reverse:

5" CTCATCAATGTATCTTATCATGTCTG 3’ (PA terminator)

5" CATCTCTTGAATTCACTCATCCAG 3’ (mSmarca5 764 bp)

5" TCATCATTAAGGGATTCAGCTTC 3’ (hSmarca5 2486 bp)

5" TGGTAAATCCCTGTGTTAGAAGC 3’ (hSmarca5 2530 bp)

6.2 Kultivace embryonalnich kmenovych bunék
Piiprava misek pro kultivaci ESC

Mysi ESC byly kultivovany na gelatinizovanych kultiva¢nich miskach s mySimi
embryonalnimi fibroblasty (MEF). Tyto misky byly pfipravovany vzdy den dopfedu a to
nasledovné: v lamindrnim boxu byl na misky pomoci pipety nanesen 0,1% sterilni roztok
gelatiny v deionizované vodé v mnozstvi pfiméfeném kultivaénimu povrchu — 7 ml na misku
o priméru 10 cm. Miskami bylo lehce zamichano, aby se roztok rovnomérné rozprostiel po
celém dné. Takto byly misky ponechany 30-60 minut. Poté byl vSechen roztok gelatiny
z misek odsat a misky promyty ¢istym roztokem PBS. Na takto upravené misky byly vysety
mitoticky inaktivované mysi embryondlni fibroblasty tak, aby pokryly pfiblizné¢ 90% dna
misek. Misky byly nasledné opatrné pieneseny do inkubatoru (37°C, 5% CO,), kde byly
ponechany ptes noc. Druhy den bylo kultivaéni médium nahrazeno 10 ml ptredehiatého
(37°C) ESC média s mLIF (1000 U/ml). Na takto pfipravené misky byly nasledné vysévany
mysi ESC.

Kultivace embryonalnich kmenovych bunék

Mysi ESC byly kultivovany na gelatinizovanych miskach s mitoticky inaktivovanymi
mysimi fibroblasty (MEF) pfi teploté 37°C a 5% CO; a to v 10 ml ESC média s pfidanym
mLIF (1000 U/ml). Médium bylo ménéno kazdy den a kazdy druhy (maximalné tfeti den)
byly ESC pasazovany (viz nize). Bunky byly pasazovany vzdy na takovou plochu, aby po 48
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hodinach kultivace pokryvaly asi 80-90% kultivacniho povrchu. Veskera média a PBS byly

skladovana pii 4°C a pied pouzitim temperovana ve vodni lazni na 37°C.

Pasazovani mySich ESC

Misky s my$imi ESC a MEF byly pieneseny do laminarniho boxu, kde z nich bylo
odsato veskeré médium. Poté bylo na misky napipetovano predehtaté (37°C) PBS (6 ml na
misku o praméru 10 cm), miskami bylo velmi lehce zamichano a PBS odsato. Takto jsme se
zbavili zbytkt kultivacniho média, které by nasledné mohlo blokovat G¢inek trypsinu. Na
misky byl napipetovan roztok trypsinu o pokojové teploté (1 ml roztoku trypsinu na misku
0 priméru 10 cm). Poté byly misky vloZeny zpét do inkubatoru na ptiblizné 3 minuty, kazdou
minutu byly misky lehce zamichdny a sledovany pod mikroskopem. Ve chvili, kdy doslo
K uvolnéni vétSiny bun€k z kultivaéniho povrchu, bylo na misky v laminarnim boxu
pipetovano ESC médium s FBS (10 ml na misku o priméru 10 cm). Bunky byly pomoci
sérologické pipety resuspendovany a nésledné pieneseny do 15 ml zkumavky a stoceny 5
minut, 120 g, 4°C. Médium bylo slito a bunky resuspendovany v 3 ml (mnozstvi bylo
piipadné upraveno podle mnozstvi buné€k) ESC média. Nasledné byly buiiky pipetovany na
ptedem ptipravené misky s MEF a 10 ml kultivaéniho ESC média s mLIF.

Zamrazovani mysSich ESC

Misky s ESC byly oplachnuty PBS a bunky trypsinizovany a stoCeny viz vyse
(pasazovani). Poté byly buiky resuspendovany v odpovidajicim mnozstvi ESC média, ke
kterému bylo nasledné pfidano 2x zamrazovaci ESC médium v poméru 1:1 (ESC médium :
2x zamrazovaci ESC médium). Nésledné¢ bylo médium s buiikami pipetovano po 1 ml do
kryozkumavek. Z jedné misky o praméru 10 cm byly pfipraveny obvykle 2-3 konzervy tak,
aby bylo mozné bunky po rozmrazeni nasit na misku o priméru 10 cm. Konzervy byly
nasledné preneseny do Mr. Frosty pfedchlazeného na -20°C a nasledné€ vloZeny do -80°C. Pro

dlouhodobé¢ skladovani byly konzervy pieneseny nasledujici den do tekutého dusiku.

RozmraZovani mySich ESC a MEF

Konzervy mysich ESC nebo MEF byly umistény do vodni lazn¢ predehiaté na 37°C.
Kazdych 30 vtetin byly kryozkumavky kontrolovany a jakmile v nich doslo k rozmrazeni
vétsSiny média, byly pfeneseny do laminarniho boxu. Zde bylo médium s buiikami ze
zkumavek piepipetovano do piedem pfipravené zkumavky s 10 ml nového ESC média.

Kryozkumavky byly nasledné jesté proplachnuty 1 ml ESC média. Rozmrazené bunky byly
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stoceny 5 minut, 120 g, 4°C a médium bylo nésledné¢ slito. Peleta bunék byla resuspendovéana
v 1 ml ESC média s mLIF a buniky pieneseny na pifedem ptipravenou kultivacni misku s MEF
a 10 ml ESC média s mLIF (buniky byly rozmrazovany na 1 misku o primeéru 10 cm). Misky
s bunikami pak byly opatrné pfemistény do inkubatoru (37°C, 5% CO,).

Pro rozmrazovani MEF byl pouzit stejny postup, pouze bylo pouzito MEF médium a

buiiky byly vysety na gelatinizované misky (viz vyse).

Piiprava ozarenych MEF

Mysi embryonalni fibroblasty byly napéstovany v kultiva¢nich lahvich s povrchem
175 cm? do 3 az 4 pasdze (viz pasazovani). V téchto lahvich byly nasledné ozatovany
kobaltovym zaficem tak, aby byly vystaveny zdfeni odpovidajicimu 35 Gy, ¢imz doslo
K jejich mitotické inaktivaci. Nasledn¢ bylo z lahvi s ozafenymi bunikami odsato veskeré
kultiva¢ni médium a buniky byly trypsinizovany 3 ml roztoku Trypsin/EDTA. Ve chvili, kdy
doSlo k uvolnéni naprosté vétSiny bunék, bylo do lahvi pipetovano 25 ml MEF média.
Nasledné byly bunky pieneseny do 50 ml zkumavky a staéeny 5 minut, 120 g, 4°C. Poté byly
buniky resuspendovany v odpovidajicim mnozstvi MEF média, ke kterému bylo nasledné
pfidano 2x zamrazovaci MEF médium Vv poméru 1:1 (MEF médium : 2xX zamrazovaci MEF
médium). Suspenze bun¢k byla nasledné pipetovana po 1 ml do pfipravenych zamrazovacich
zkumavek. Bunky byly zamrazovany v takovém mnozstvi, aby bylo nasledné¢ mozné z 1
konzervy pokryt ptiblizné 90% povrchu dvou misek o priméru 10 cm (z jedné lahve o
povrchu 175 cm? plné porostlé buiikami byly obvykle vytvofeny 2 konzervy). Konzervy byly
nasledné preneseny do Mr. Frosty predchlazeného na -20°C a vloZeny do -80°C. Druhy den
byly konzervy pieneseny do tekutého dusiku.

6.3 Nukleofekce transgenniho vektoru do mysich ESC a genotypovani
Nukleofekce transgenniho vektoru do mySich ESC

Pted samotnou nukleofekci bylo nutné oddélit ESC od mrtvych bun¢k a MEF, coz
bylo provedeno nasledovné: nejprve byly builkky promyty roztokem cistého PBS a poté
trypsinizovany 2-3 minuty pifi 37°C (viz pasazovani). Po stoceni byla bunécnd peleta
resuspendovana v 10 ml ESC média a pfenesena na misku o priméru 10 cm, kterd nebyla
gelatinizovana. Misky s buiikami byly pfeneseny do inkubatoru, kde byly ponechany 30
minut. Béhem této doby dojde k ptfisednuti MEF, zatimco ESC budou stéle plavat v médiu. Po
30 minutach inkubace byl z misek sérologickou pipetou odsat veskery zbytek bunécné

suspenze a ta piepipetovana do nové 15 ml zkumavky. Bunécna suspenze byla stacena 5
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minut, 120 g, 4°C a vysledna peleta resuspendovana v 2 ml PBS (37°C). 10 ul bunécné
suspenze bylo pfeneseno na Biirkerovu komurku a uréena celularita suspenze. Dva miliony
bunék bylo z této suspenze pireneseno do nové zkumavky, bunky byly stoceny (5 min, 120 g,
4°C) a nasledné pouzity na nukleofekci. Pro nukleofekci byl vyuzit pfistroj Amaxa
Nucleofector Il (Lonza) spole¢n¢ s komeré¢né dodavanym kitem ,,Mouse ES Cell Nucleofector
Kit*“ (Lonza). Na jednu reakci bylo k pfipravené peleté dvou milioni bunék ESC pipetovano 5
ug linearizovaného DNA vektoru a vysledna bunééna suspenze dale doplnéna do celkového
objemu 100 pl roztokem "Mouse ES Cell Nucleofection Solution”. Buniky byly pfeneseny do
sklenéné nukleofek¢éni kyvety a elektroporovany podle standardniho programu A-023.
Okamzité¢ po nukleofekci byla buné¢na suspenze ptenesena pomoci Pasteurovy pipety do
piedem pfipravené zkumavky s predehtatymi 500 pl ESC kultivacniho média (37°C). Na
zavér byly bunky ze zkumavky piepipetovany na piedem piipravenou Petriho misku

S podpiirnou vrstvou buné¢k MEF s 10 ml ESC média s mLIF a pfeneseny do inkubatoru.

Genotypovani mySich ESC

Pro izolaci DNA z mysich ESC bylo vyuzito komeréniho kitu ,,DNeasy Blood and
Tissue Kit“ (Quiagen) a bylo postupovdno podle pokynti vyrobce. Primery pouzité pro
genotypovani ESC (forward primer rozeznava sekvenci Rosa26 lokusu v genomické DNA a
reverse primer rozeznava zaéatek transgenni sekvence, tedy sekvenci tdTomato):
Forward 2: 5" GTGTCTCTTTTCTGTTGGACCCTTACCT 3’
Reverse 2: 5 AAAAAGAAGAAGGCATGAACATGGTTAG 3" velikost produktu: 3400 bp

Primery pouzité pro genotypovani ESC po deleci tdTomato (multiplexni reakce):

Forward: 5" AGCACTGGAAATGTTACCAAGG 3’ (rozeznava sekvenci na konci kratkého
homologniho ramene k Rosa26 lokusu)

Reverse: 5" GCCGCCTTTGTTGCTGCTGTTG 3’ velikost produktu: 567 bp
(tento primer rozeznava sekvenci, ktera nasleduje po sekvenci genu tdTomato, K tvorbé
produktu PCR dochazi tedy pouze pii vystépeni sekvence genu tdTomato — pozitivni kolonie)
Reverse: 5" CTCCTCGCCCTTGCTCACCA 3’ velikost produktu: 401 bp
(tento primer rozeznava sekvenci na zacatku genu tdTomato, pokud dochazi k tvorbé

produktu PCR, nedoslo k vystépeni sekvence pro protein tdTomato — negativni kolonie)
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Rozpis PCR reakce: 1x
10x Long PCR Buffer + MgCl, 2ul
dNTPs 2,5 mM 2 ul
DMSO 1 ul
2,5 M Betain 8 ul
2x10 pM Primer (1 pl kazdého) 2 ul
Long PCR enzyme mix 0,2 ul
ddH,0O 2,8 ul
DNAESC 2l
Celkem 20 ul

Genotypovani mysich chimér

Program cycleru:

1) 94°C 3 min

2)94°C 20 s

3)61°C30s

4) 68°C 3 min + 1 s/cyklus
5) zpét na krok 2)
zopakovat 40x

6) 68°C 10 min

Primery pouzité pro genotypovani chimér (forward primer nased4d na konec sekvence genu

hSmarca5 a reverse primer rozeznava sekvenci pGK promoter):
Forward: 5" ACGAGGACCAAAGCCTTCAACACAG 3

velikost produktu: 852 bp

Reverse: 5" TGACAGTCGACAACTTCCTGACTAGGGGAGGAGTAGAAGT 3’

Interni pozitivni kontrola:

Forward: 5" AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 3’
Reverse: 5" GGAGCGGGAGAAATGGATATG 3’

Rozpis PCR reakce: 1x

10x PCR Buffer 2ul
dNTPs 2,5 mM 2ul
DMSO 0,4 ul
2x10 uM Primer (1 pl kazdého) 1,2 ul
JumpStart Tag DNA Pol 0,2 ul
ddH,O 12,2 ul
DNA 2 ul
Celkem 20 ul
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velikost produktu: 603 bp

Program cycleru:
1) 94°C 3 min
2)94°C 20 s
3)58°C30s

4) 72°C 1 min

5) zpét na krok 2)
zopakovat 35x

6) 72°C 10 minut



Western blot

Mysi ESC (2-3 miliony bunék) byly trypsinizovany (viz vyse), pfeneseny do 15 ml
zkumavky a sta¢eny 5 minut, 120 g, 4°C. Poté bylo slito veskeré médium a peleta bunék byla
resuspendovana v 5 ml PBS a opét stacena 5 minut, 120 g, 4°C. PBS bylo slito a buniky byly
resuspendovany ve 100 pul RIPA pufru s pfidanymi inhibitory proteaz. Poté byly bunky
lyzovany 10 minut na ledu a nésledné sonikovany 1 s, amplituda 50%, pfti teploté pulzu 20 °C
(maximalni teplota = 37°C). Pfi sonikaci byla 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavka s burikami
umisténa v lazni s ledem. Sonikované bunécné lyzaty byly staceny 30 minut, 10 000 g, 4°C.
Supernatant byl pfenesen do novych zkumavek, které byly umistény na ledu. Koncentrace
proteinu Vv roztoku byla méfena pomoci Bradfordovy eseje. Ze vzorkid bylo odebrano takové
mnozstvi roztoku, které odpovidalo 50 a 100 pg proteinu. K tomuto objemu bylo poté pfidano
2,5 ul 4x Laemmli sample buffer (v poméru 1:10 s f-merkaptoethanolem) a vzorky byly
doplnény do objemu 10 ul RIPA pufrem. Proteiny v lyzatech byly denaturovany 5 minut,
95°C, vytemperovany na pokojovou teplotu a staceny 1 minutu, 14 000 g, pfi pokojové
teploté. Vzorky byly naneseny na 10% polyakrylamidovy (PAA) gel, spolu se standardem
molekulovych hmotnosti proteint (6 pl). Elekroforéza probihala 90 minut pii napéti 120V. Po
ukonceni elektroforézy byl PAA gel promyt v Transfer pufru. PVDF membrana byla
aktivovana ponofenim na 15 s do 100% methanolu a poté promyta v Transfer pufru. Nasledné
byl sestaven ,,sandwitch* na blotovani (katoda, filtra¢ni papir, PAA gel, PVDF membrana,
filtra¢ni papir, anoda). Blotovani probihalo 50 minut pfi 100 V, za stdlého michani pufru na
chlazeni blo¢kem (-80°C). Po ukonéeni blotovani byla PVDF membrana promyta v Tranfer
pufru a nasledné blokovana 1 hodinu v 10% mléce v TBS + 0,1% Tween. Membrana byla po
blokovani 3x promyta roztokem TBS + 0,1% Tween. Poté byla membrana inkubovana Vv
roztoku primarni protilatky rozpusténé ve 2% mléce v TBS + 0,1% Tween pii 4°C ptes noc.
Veskeré inkubace probihaly na ,kyvacce® (anglicky shaking platform). Druhy den byla
membrana 3x promyta v TBS + 0,1% Tween a nasledn¢ inkubovana 10 minut pfi pokojové
teplot¢ v TBS + 0,1% Tween. Poté byla membrana inkubovéna se sekundarni protilatkou
v roztoku 2% mléka v TBS + 0,1% Tween pii 4°C po dobu 1 hodiny. Membrana byla 3x
promyta v TBS + 0,1% Tween. Pro detekci signalu byla vyuzita ECL
(elektrochemiluminiscen¢ni) reakce. Membrana byla inkubovana 1 minutu pii pokojové
teploté v Pierce ECL Plus Westen Blotting substrate (Thermo Scientific). VSechen piebyte¢ny
pufr byl nasledné opatrné odsat pomoci bunié¢ité vaty a membrana byla umisténa do kazety na
vyvolavani filmu a na ni byl umistén film. Nasledn¢ byl film exponovan a vyvolan ve

fotokomofe.

44



6.4 Pritokova cytometrie
Izolace mySich organu a priprava bunécné suspenze

Mysi byly nejdiive pomoci inhala¢ni anestezie (ether) uvedeny do umé¢lého spanku a
nasledné usmrceny cervikélni dislokaci. Organy (thymus a slezina) byly co nejrychleji po
usmrceni vypreparovany a premistény ve zkumavkach na led. V téchto zkumavkach byly
zvazeny na analytickych vahach. Nasledné byly homogenizovany za pouziti sklenéného
pistového homogenizatoru v 1 ml pfechlazené¢ho roztoku PBS s BSA (0,2%). Homogenizator
byl pifed a po kazdém pouziti promyt 70% ethanolem a destilovanou vodou. Ziskana
jednobunécénd suspenze byla jesté tfikrat protaZzena inzulinovou injekéni stiikackou pro
odstranéni shluki bun¢k a poté umisténa na led. Pro izolaci kostni dfené¢ byly z mysi
vypreparovany femur a tibia z obou zadnich koncetin. Kostni dieni byla nasledné vyplachnuta
1 ml pfedchlazeného PBS s BSA (0,2%) za pomoci inzulinové injekéni stiikacky. Celularita
bunéénych suspenzi (thymus, slezina, kostni dieft) byla méfena pomoci hematologického

analyzatoru BC-5300Vet (Mindray).

Barveni buné¢né suspenze

Buné¢na suspenze byla po celou dobu prace umisténa na ledu a na promyvani bylo
pouzivano ledové vychlazené PBS s BSA (0,2%). Z bunécné suspenze byl odebran takovy
objem, ktery odpovidal mnozstvi 2 milionli bun¢k a byl pfepipetovan do predem piipravenych
zkumavek na pritokovou cytometrii $3 ml PBS s BSA (0,2%). Zkumavky byly kratce
zvortexovany a stoceny 5 minut, 350 g, 4°C. Poté byl slit supernatant a peleta buné¢k byla
vortexovanim resuspendovana ve zbylém objemu (ptiblizn¢ 100 pl). K bunééné suspenzi bylo
pipetovano 0,5 ul protilatky Fc-block pro zablokovani Fc receptord. Po 10 min inkubaci na
ledu byl k bunééné suspenzi pipetovan piipraveny mastermix primarnich protilatek, se
kterymi byla suspenze inkubovana 20 minut na ledu. Nasledné¢ byly do zkumavek
pripipetovany 3 ml PBS s BSA (0,2%) a zkumavky lehce zvortexovany a stoceny 5 minut,
350 g, 4°C. Supernatant byl slit a builkky resuspendovany ve zbylém objemu (100 pl).
Kbunééné suspenzi byla nasledné pipetovana sekundarni protilatka, se kterou byla
inkubovéna 20 minut na ledu. Nasledovalo opét pfipipetovani 3 ml PBS s BSA (0,2%), lehké
zvortexovani a stdceni 5 minut, 350 g, 4°C. Supernatant byl slit a bunky resuspendovany
v 500 pl PBS s BSA (0,2%). Bun&éna suspenze byla piefititrovana pres 40 pm molekularni
sitko (BD Biosciences). Samotné méfeni probihalo na pfistroji BD FACSCanto Il (BD
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Biosciences). Kompenzace signali a analyza dat pak byla provedena v softwaru BD
FACSDiva (BD Biosciences) a FlowJo software (FlowJo, LLC).
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7 Vysledky
7.1 Vyvoj mySiho modelu s indukovatelnou expresi proteinu Smarca5

7.1.1 Vytvoieni DNA vektoru pro homologni rekombinaci

Jednim zcilt této diplomové prace bylo vytvofit mysi model sftizenou aktivaci
nadprodukce proteinu Smarca5 v buiikach. Vytvofeni mySiho modelu je nékolikastupniovy
proces, ktery vtomto ptipadé¢ vyzadoval nejprve klonovani DNA konstruktu (anglicky
targeting construct) pro genetické modifikovani embryonalnich kmenovych bunék (ESC)
pomoci homologni rekombinace. V této praci byl zvolen pro klonovani DNA konstruktu
bezpromotorovy vektor pl5-6-20, do kterého byla Vv nékolika krocich ligovaina cCDNA
proteinu hSMARCAS (viz obrazek 7-1). Vektor p15-6-20 obsahuje 5° kratké a 3" dlouhé
homologni rameno umoznujici integraci transgenni kazety do lokusu Rosa26. Lokus Rosa26
je specificky tim, Zze je konstitutivné exprimovan prakticky vSemi buiikami téla, ale jeho
preruseni (napt. integraci DNA konstruktu) nema vliv na fenotyp mysi (Zambrowicz,
Imamoto et al. 1997). Této skuteCnosti bylo vyuzito i pfi navrhovani vektoru pl5-6-20.
Vektor p15-6-20 obsahuje mezi zminénymi homologiemi mimo jiné koédujici sekvenci pro
fluorescencni protein tdTomato a vzhledem k absenci eukaryotniho promotoru ve vektoru je
tento fluorescencni protein exprimovan pouze po jeho spravné integraci do genomu. Exprese
fluorescenéniho proteinu tdTomato je tedy spousténa teoreticky pouze zendogenniho
promotoru Rosa26 lokusu a slouzi pro pozitivni selekci klontt mysSich ESC. Sekvence pro
fluorescenc¢ni protein tdTomato ma v DNA vektoru jesté¢ dalsi vyznam a to zabranit expresi
genu, ktery se nachazi za nim. V nasem pfipad¢ to byl pravé gen hSMARCAS. Aby bylo vitbec
mozné spustit expresi genu nachazejiciho se za tdTomato, byla do sekvence vektoru vlozena
jesté dveé LoxP mista kolem kodujici sekvence pro tento fluorescenéni protein. Sekvenci pro
protein tdTomato je diku tomu mozné tkanoveé specificky odstranit vlivem pusobeni Cre
rekombindzy. Dalsi kddujici ¢asti tohoto vektoru, ktera slouzi pro pozitivni selekci, je kazeta
umoznujici bunkam rezistenci k antibiotiku neomycinu. Vektor p15-6-20 byl tedy vybran
z hlediska popsanych charakteristik pro klonovani DNA Kkonstruktu s indukovatelnou expresi
proteinu hSMARCAS5.
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LoxP LoxP
s P> PEIEIDY > T
Obrazek 7-1: Schéma transgenniho DNA vektoru. Vektor obsahuje homologni ramena
k Rosa26 lokusu na 5" konci (R26 Short Arm) a na 3" konci (R26 Long Arm). Dale pak obsahuje
sekvenci fluorescen¢niho proteinu tdTomato ohraniCenou LoxP misty, kterou je moiné
vystépit pomoci Cre rekombinazy. Za touto sekvenci se nachdzi cDNA pro lidsky protein

hSMARCAS a neomycinova rezistence.

DNA konstrukt pro homologni rekombinaci do mysich ESC, byl sestaven v zasad¢ ze
dvou casti a to z vektoru p15-6-20 a sekvence cDNA (kodujici DNA, anglicky coding DNA)
pro lidsky protein hSMARCAS, tato lidska kodujici sekvence proteinu je z 97,4% homologni
k mysi sekvenci pro protein Smarca5. Sekvence cDNA pro protein hSMARCAS s
proteinovou znackou pro odliSeni od endogenniho proteinu (FLAG) byla vyStépena z vektoru

MCSV2.2 za pomoci restrikénich endonukleaz Sall a BamHI (viz obrazek 7-2).

MSCV2.2 (BamHI, Sall)

hSMARCAS5-FLAG

Obrazek 7-2: Foto 0,8% agardzového gelu po probéhlé elektroforéze: Fragment MSCV2.2
Stépeny restrikénimi endonukledzami BamHI a Sall. Ocekavané fragmenty: 5125 bp, 3228 bp
(hSMARCAS5-FLAG), 1376 bp, 51 bp. Bilym obdélnikem je vyznacen fragment hSMARCAS5-

FLAG, ktery byl vyrezavan.

Vystépend sekvence cDNA hSMARCAS-FLAG byla nésledné¢ klonovana do
upraveného plasmidu pBluescript SK+ (Stratagene). Tento krok navic musel byt zvolen
z divodu zachovani spravné orientace CONA hSMARCAS ve vysledném DNA vektoru a
zaroven pro ziskani restrikéniho mista Nhel na 3" konci jeho sekvence DNA. Plasmid

pBluescript SK+ byl nejprve otevien restrikénimi enzymy Sacl a BamHI a pies tyto dvé
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restrikéni mista byl do plasmidu zaligovan adaptor s nasledujici sekvenci: 5’
CGCTAGCTGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTT

CG 3’ (3’-Sacl-Nhel-FRT-BamHI-5"). Tim doslo k pfidani zminéného restrikéniho mista pro
enzym Nhel do plasmidu pBluescript SK+. Pro ovéfeni integrace adaptoru bylo provedeno
Stépeni vysledného plasmidu restrikénim enzymem Nhel (viz obrazek 7-3). Vysledny plasmid

byl transfekovan do bakterii pomoci teplotniho Soku.

Obrazek 7-3: Foto 1,5% agardzového gelu po probéhlé elektroforéze: Ovérovaci Stépeni
plasmidu pBluescript SK+ po ligaci s adaptorem pomoci restrikéni endonukledazy Nhel.
Ocekavané fragmenty: 1142 bp, 1008 bp, 808 bp. Vsechny ovéfované kolonie nesou spravny

plasmid.

Plasmid pBluescript SK+ s adaptorem byl nasledné §tépen restriktdzami Sall a BamHI
a pres tato restrikéni mista do néj byla zaligovana sekvence pro protein hSMARCAS-FLAG.
Produkt ligace byl transfekovan do bakterii pomoci tepelného Soku. Popsany mezi produkt
klonovani pBluescript SK+ hSMARCAS5-FLAG byl nasledné Stépen restrikénimi enzymy
Nhel a Sall a pfes tato restrik¢éni mista byl ligovan do vektoru pl15-6-20 (fragment DNA
vyuzity K ligaci viz obrazek 7-4). Vzhledem Kk problémuim s transformaci ligace DNA vektoru
do chemokompetentnich bunék DHSo musela byt ligacni reakce do bakterii elektroporovana
(konkrétné zvolen kmen elektrokompetentnich bakterii DH10B).
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pBluescript SK+ hSMARCAS-FLAG (Nhel, Sall)

Obrazek 7-4: Foto 0,8% agardzového gelu po probéhlé elektroforéze: Plasmid pBluescript
SK+ hSMARCAS-FLAG byl stépen pomoci restrikénich endonukleaz Nhel a Sall. Ocekavané
fragmenty: 3277 bp (hSMARCAS5-FLAG), 2165 bp, 1246 bp, 919 bp, 718 bp. Cernym
obdélnikem je vyznacen fragment hSMARCAS5-FLAG, ktery byl vyfiznut a pouzit pro ligaci do
plasmidu p15-6-20.

Za pomoci PCR bylo ovéteno 22 kolonii a z nich 18 vyslo pozitivnich (viz obrazek 7-
5). Spravnost sekvence vysledného DNA vektoru byla ovéfena restrikéné a sekvenaci
plasmidu. Mapa vysledného plasmidu (viz obrazek 7-6). Kompletni postup pro péstovani
bakterii, izolaci DNA, restrik¢ni $tépeni, ligace a sekvenace je popsan v kapitole 6.1. Vychozi
vektor byl nasledné pro zvySeni efektivity homologni rekombinace linearizovan pomoci
restriktazy Fsel poté piecistén a zakoncentrovan pomoci fenol-chloroformové extrakce a

nukleofekovan do mysich ESC.
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Genotypovani plasmidu p15-6-20 hSMARCAS5-FLAG

1000 bp I e e S T
500 bp I

1000 bp [ ——

500 bp

Obrazek 7-5: Foto 1,5% agardzového gelu po probéhlé elektroforéze: Vysledek PCR reakce
provedené pro ovéreni ligace fragmentu hSMARCAS5-FLAG do plasmidu p15-6-20. Velikost
produktu PCR reakce je 852 bp. Z celkem 22 kolonii je 18 pozitivnich.

Ampicilinova rezistence ROSA26 short arm

v By LoxP
tdTOMATO
LoxP
6-20 hSMARC Nl
015-6- MARCAS e

23694 bp
CDS hSMARCAS

d Sall

FRT
PGK promotor
~ Neomycinova/Kanamycinova rezistence
FRT
Obrazek 7-6: Plasmid p15-6-20 hSMARCAS5-FLAG. Plasmid obsahuje homologni ramena

\
ROSA26 long arm

k Rosa26 lokusu (ROSA26 short/long arm), sekvenci pro fluorescencni protein tdTomato
ohrani¢enou LoxP misty, kédujici sekvenci (CDS) pro protein hSMARCAS, ampicilinovou a

neomycinovou/kanamycinovou rezistenci.

51



7.1.2 Nukleofekce transgenniho vektoru do mySich ESC

Integrace vektoru do specifického mista genomu mysich ESC (v naSem piipadé do
Rosa26 lokusu) vyzaduje vneseni DNA konstruktu do buné¢ného jadra. Pro tento ucel byl
vybran systém od firmy Lonza - Amaxa Nucleofector Il jako pomérné efektivni a pro nasi
laboratof nejdostupnéjsi systém pro vnaseni DNA do bun¢k. Postup kultivace mysich ESC in
vitro a popis samotné nukleofekce DNA vektoru pomoci systému Amaxa je v detailu popsan
v kapitole 6.3. Nasledujici den po nukleofekci byla zapodata pozitivni selekce
nukleofekovanych bunék pomoci antibiotika geneticinu ve vysledné koncentraci 200 pg/ml
vV médiu.

Priblizn¢ po tydenni Kultivaci bunék v médiu s geneticinem byly zcela patrné kolonie
mysich ESC, které vznikly z jednoho klonu uspésné elektroporované kmenové bunky. Tyto
kolonie byly dale analyzovany pod fluorescencnim mikroskopem na expresi ¢ervené¢ho
fluorescenéniho proteinu tdTomato (obrazek 7-7). Pouze pozitivni kolonie na tento
fluorescenéni protein byly vypichnuty a jednotlivé pfeneseny na 96-jamkovou desticku. Zde
byly tyto kolonie trypsinizovany 100 ul roztoku Trypsin/EDTA a ptfeneseny na dalsi pfedem
pfipravenou 96-jamkovou desticku s podptrnou vrstvou bunék MEF. Po nékolika dnech
expandovani jednotlivych klond bunék ESC, byla testovana spravna integrace vektoru do

genomu mysich ECS za pomoci PCR (viz kapitola 6.3 a obrazek 7-8).

Obrazek 7-7: Kolonie mysich embryonalnich kmenovych bunék. Vlevo dole vidime pozitivni
kolonii produkujici cerveny fluorescencni protein tdTomato a vpravo nahofe vidime

negativni kolonii, kterd zadny fluorescencni protein neprodukuje. Zvétseni 100x.
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Obrazek 7-8: Foto 1,5% agardézového gelu po probéhlé elektroforéze: Vysledek PCR
reakce provedené pro ovéreni integrace vektoru do genomu mysich ECS. Velikost produktu

PCR reakce je 2400 bp. Pozitivni vySel jeden klon (buriky narostlé z jedné kolonie) ESC.

U kolonii ESC, kde byla potvrzena spravna integrace transgenniho DNA vektoru
pomoci PCR, byla dale ovéfovana jejich schopnost spustit expresi transgenniho proteinu
hSMARCAS5-FLAG. Z popsaného duvodu byl do mysich ESC za pomoci systému Amaxa
Nucleofector vnesen plasmid pGK-Cre. Tento plasmid je schopen v mysich ESC exprimovat
enzym Cre rekombinazu, tedy enzym, ktery rozeznava LoxP mista a deletuje DNA sekvenci,
jez se mezi témito misty nachazi. Z vyse popsaného jsem piedpokladala, Ze by mélo dochazet
Kk rozeznani LoxP mist umisténych kolem kodujici sekvence pro ¢erveny fluorescenéni protein
tdTomato, k vystépeni této sekvence a spuSténi exprese proteinu hSMARCAS-FLAG.
Odstranéni kodujici sekvence pro tdTomato se projevuje ztratou fluorescencniho signalu.
Proto nékolik dni po nukleofekci byly ESC kolonie kontrolovany pod fluorescenénim
mikroskopem. Z kolonii, u kterych doslo ke ztraté exprese proteinu tdTomato, byly vytvoreny
proteinové lyzaty a znich nasledné méfena mira exprese proteinu hSMARCAS5-FLAG
pomoci metody western blot (viz obrazek 7-9). Klony ESC, u kterych byla potvrzena
schopnost spustit expresi proteinu hSMARCAS5-FLAG, byly pouzity pro injekci do

blastocyst, viz dale.
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pGK-Cre pGK-Cre
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Obrazek 7-9: Western blot — membrany s vizualizaci proteint z mysich ESC protilatkami proti
proteinu Smarca5 a proteinové znacce FLAG. Protilatka proti B-aktinu byla vyuzita jako
pozitivni kontrola a zaroven jako kontrola nandsky vzorku na gel. U kolonii, kterym byl
injikovan plasmid pGK-Cre (+), exprimujici Cre rekombinazu, miZeme sledovat pfitomnost

proteinu hSmarca5-FLAG.

7.1.3 Injekce ESC do mysich blastocyst

Injekce in vitro upravenych ESC do blastocyst patii mezi zakladni pfistupy pro
vytvofeni geneticky upraveného mysiho jedince. ESC bunky jsou odvozené z vnitini bunécéné
hmoty (anglicky ,,inner cell mass®“) mysich blastocyst. Diky tomu muze dojit k zaclenéni
geneticky pozménénych ESC do vnitini bunééné hmoty. Injekce modifikovanych ESC do
mysich blastocyst probihala v tomto projektu v servisni laboratofi vedené doc. Sedlackem na
Ustavu molekularni genetiky, AV CR. Pokud doslo k Gispé$nému zaclenéni implantovanych
ESC do vyvijejici se blastocysty, vznikla chimérni mys, tedy mys, kterd ve svém téle nesla
bunky odli$nych jedinci. Modifikované mysi ESC kmene R1 byly injikovany do blastocyst
odlisného mysiho kmene - C57BL/6. Je potieba zminit, ze vybér odlisnych mySich kment
nebyl ndhodny. Jednim z divodli vybéru obou kmentl byla mimo jiné jejich odlisnost v barve
srsti tak, aby bylo mozné rozpoznat stupein chimérismu na zakladé barvy srsti. Srst chiméry,
ktera se vytvofila z bunék ptivodem z linie ESC R1 mé¢la barvu agouti (Nagy, Rossant et al.
1993) a srst ptivodem z linie C57BL/6 byla Cerné barvy. Mira zastoupeni agouti ¢i Cerné
barvy srsti pak nepfimo naznacila i miru chimérismu narozeného jedince. Prvni série injekei
do blastocyst vedla ke vzniku pouze jedné mysi s mirou chimérismu pftiblizné 80% (viz
obrazek 7-10). U vzorku tkané odebrané z této mysi byla za pomoci PCR ovétena piitomnost
transgenniho vektoru (viz kapitola 6.3). U této chimérni mySi byla nésledné testovana
schopnost pienosu pozadovaného genetického znaku (v nasem ptipadé hSMARCAS
transgenu) na potomstvo. Tento pfenos je zavisly na schopnosti injikovanych ESC vytvofit
gonady schopné produkce funkénich terminalnich bunck. Ze vSech narozenych potomku této

mySi vSak nebyl zadny, ktery by nesl transgen. Z popsaného divodu byla provedena druha
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série injekci, ze které vzniklo 9 chimér, znichZz 6 mélo potvrzeny pozadovany genotyp
v odebrané tkani (viz obrazek 7-11). Momentalné jsou tyto mySi chiméry kiizeny a v

souc¢asnosti nebyl potvrzen pfenos genotypu na potomstvo.

Obrazek 7-10: Mysi chiméra (samec) s ovéfenym pozadovanym genotypem, tedy pfitomnym

transgennim vektorem hSMARCAS a pfiblizné 80% chimérismem.

chiméra 1
chiméra 2
chiméra 3
chiméra 4
chiméra 5
chiméra 6
chiméra 7
chiméra 8
chiméra 9
+ kontrola
- kontrola

1000 bp

2

v
!
!
!
.
.
.

Smarca5 transgen 852 bp
500 bp

1000 bp

interni pozitivni kontrola 603 b
500 bp d P

Obrazek 7-11: Foto 1,5% agardézového gelu po probéhlé elektroforéze: Genotypovani mysich
chimér pomoci PCR. Velikost PCR produktll je 852 bp pro Smarca5 transgen a 603 bp pro

interni pozitivni kontrolu. Bylo genotypovano 9 chimér a pozitivni a negativni kontrola.
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7.2 Vyznam proteinu Smarca5 ve vyvoji T a B-lymfocyti

Tato ¢ast diplomové prace je vénovana ¢asti projektu, na kterém jsem se osobn¢ podilela
v prubéhu svého magisterského studia. Projekt se zabyva studiem vyznamu proteinu Smarca5
pro vyvoj lymfocytl a vyuziva mysi model delece tohoto genu v bunécnych liniich s aktivnim
promotorem CD2 (u mysi jsou to nejdiive thymocyty a prekurzory B lymfocytl). Vysledky
studia jsou momentalné zpracovavany do podoby manuskriptu a budou slouzit jako zaklad
pro dalsi studium kombinovaného genotypu tohoto mysiho modelu kondicialni delece genu
Smarca5b s transgennim modelem, jez pripravuji a ktery byl popsan v piedeslé kapitole. Tato
kapitola ma predevsim za cil zdkladnim zplisobem popsat fenotyp mysi s kondicidlni deleci
SmarcaS v lymfocytech a za pouziti metod pritokové cytometrie nalézt ta vyvojova stadia,
jejichz vyvoj byl mutaci narusen.

Mysi model kondicialni delece genu Smarca5 v lymfocytech vyuziva modifikovanou
alelu genu s dvéma LoxP misty integrovanymi do intronti 4 a 5. Tuto alelu je mozné ¢aste¢né
deletovat pomoci Cre rekombinazy a vyStépit tak exon 5, ktery koduje evolucné
konzervovanou helikdzovou doménu proteinu Smarca5. Po vystépeni exonu dojde nejen ke
zkraceni kodujici sekvence o sekvenci helikazové domény ale zaroven k posunu cCteciho
ramce, ¢imz je zabranéno vzniku funk¢éniho proteinu Smarca5. Vzhledem k tomu, ze klasicky
knock-out genu je letalni (Stopka and Skoultchi 2003), bylo nutné zvolit tkanové specificky
expresor v nasem piipadé hCD2-iCre (de Boer, Williams et al. 2003), ktery umoznil
inaktivovat gen Smarca5 v prekurzorech T a B lymfocyti. Vice podrobnosti o tomto mysim
modelu je knalezeni v kapitole 5.9. Cilem kiizeni obou mysich kmenl bylo ziskat
experimentéalni jedince s genotypem Smarca5 >"™*hCD2-iCre+/- a kontrolni jedince
s genotypem Smarca5""™ Do viech experimentt byli vzati pouze mladi jedinci ve véku 6-7
tydnt, protoze s vys$§im veékem dochdazi k involuci (zanikani) thymu a tim i ke snizeni jeho
bunécnosti. Z organd, které jsem analyzovala, se jednalo predevSim o primarni a sekundarni
lymfoidni organy (thymus, slezina a kostni dfen) ve kterych fyziologicky dochazi k expanzi a
maturaci jednotlivych lymfocytarnich stadii.

V experimentalni ¢asti jsme se nejprve zamefili na to, zdali neni deleci genu Smarca5
narufen vyvoj thymu. Prvotni analyza mysi s genotypem Smarca5""*hCD2-iCre+/-
ukazala vyrazné zmenSeni velikosti thymu a s ni spojené sniZzeni hmotnosti (z 60 mg na
ptiblizn¢ 12 mg) a celularity (z pfiblizné 200 milioni na 10 milionti bun€k) tohoto organu
oproti kontrole (viz obrazek 7-12). Data z histopatologického vySetfeni nasledné ukazala

vyrazné zmény v morfologii thymu, pfedev§im naruseni kortikomeduladrni architektury, které
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naznacovalo, ze protein Smarca5 ziejmé hraje diilezitou roli ve vyvoji thymocytl (viz obrazek

7-13).

Velikost thymu Hmotnost thymu Celularita thymu
Smarca sﬂox/ﬂox 90+ 300+
Smarca5™’"”  CD2-iCre+/- %
@ 250-
70
60+ @g“ 2004
e =
é 50+ )_g
P S 150
§ 40 2
g g
£ 5] & 100-
20
-1 50
@ Smarca5flox/flox 104
) Smarca5flox/flox CD2iCre+/- o o

Obrazek 7-12: Rozdil ve velikosti, hmotnosti a celularité thymu u kontrolnich mysi

Smarca5" " (&erné) a myéi s genotypem Smarca5 ™" hcD2-iCre+/- (bile).

Thymus (fez):

Smarca5™"™ Smarca5™"*hCD2-iCre+/-

medula

1 mm
—

Obrazek 7-13: Rez lalokem thymu kontrolni mysi (vlevo), mGZeme pozorovat strukturu
kortexu a meduly. Vpravo je fez thymem mysi s genotypem SmarcaSﬂ"X/ﬂoxhCDZ-iCre+/—,
ktery je charakterizovdn hypoplazii a narusenou kortikomedularni architekturou. Histologie
thymu byla provedena v laboratofi histopatologie v Centru fenogenomiky, BIOCEV, Vestec u

Prahy.
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Vyvoj thymocytl je mimo jiné charakterizovan bunéfnou expanzi a diferenciaci
bunék, kterou doprovazi zmény v expresi specifickych povrchovych antigent. Pro
podrobnéjsi analyzu vyvoje thymocyt v brzliku jsme zvolili metodu pratokové cytometrie
(viz kapitola 6.4), pomoci které je mozné rozliSit na zakladé diferencialni exprese
povrchovych antigenti jednotliva vyvojova stadia. Thymocyty byly barveny fluoroforem
znaCenymi protildtkami proti kostimulacnim molekuldm CD4 a CDS8. Tyto protilatky
umoznily rozliSit nezrald dvojit€¢ negativni (DN), vice maturovana dvojité pozitivni stadia
(DP) a vyvojové nejpokrocilejsi tzv. ,,single” pozitivni stadia exprimujici pouze jednu
z analyzovanych povrchovych molekul (viz obrazek 7-14). Pomoci protilatek proti
molekulam B220 (B lymfocyty), Macl (makrofagy), Gr-1 (granulocyty) a Nk1.1 (NK buiiky)
byly zanalyzy vyloueny vSechny ostatni populace bun¢k jiné nez T-lymfocytarni
prekurzory. U mysi s genotypem Smarca5"*"™hCD2-iCre+/- byl patrny pomé&rny naréist DN
populace thymocytl (z pfiblizné 6% na 66%) a zarovenn pokles DP thymocytl (z ptiblizné
75% na 20%) oproti kontrolnim mySim. Déle byl patrny i pokles CD4 pozitivnich thymocyt
(z ptiblizné 13% na 3,5%). VySe popsané vysledky z pritokové cytometrie byly piepocitany
na absolutni pocet thymocytli, pro ziskéni jasnéj$i predstavy o velikosti pozorovaného
vyvojového defektu. Mysi s genotypem Smarca5 " ™*hCD2-iCre+/- mély vyrazné nizi
celkovy pocet DP thymocytli oproti kontrolam, z ptiblizné 110,3x10° bunek na 2,7x10°.
Vyrazny byl také pokles v po¢tu CD4+ thymocytil z 13,5x10° na 0,2x10° a CD8+ thymocytl
z49x10° na 0,2x10°. Podet DN thymocytd byl naopak u mysi s genotypem
Smarca5"™"*hCD2-iCre+/- mirn& vys§i (4,9x10° bungk) oproti kontrolni mysi (4,2x10°
bung¢k) (viz obrazek 7-15). Tato data nam naznacila, ze delece genu Smarca5 ziejme ovliviiuje

diferenciaci DN bun¢k do DP vyvojového stadia.
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Smarca5™’™ Smarca5™/™ CD2iCre

1 CD4 DP 1 CD4 DP
10° < 13,1% 74,6%| 10° = 3,44% 20,4%

Obrazek 7-14: Analyza vyvoje thymocytll pomoci pritokové cytometrie. Vlevo je zobrazen
normalni vyvoj thymocytl u kontrolni mysi — thymocyty prechdazi z DN do DP faze a nasledné
do jednotlivych SP fazi tedy CD4+ nebo CD8+. Vpravo je zobrazen defektni vyvoj u mysi

s genotypem Smarca5 **hcD2-iCre+/-.

Absolutni pocet thymocytu

Bl Smarca5"/1ox
3 Smarca5™ "% cD2iCre+/-

Pocet bunék
s

eSS
Obrazek 7-15: Absolutni pocet thymocytll. Zvysledkl ziskanych pomoci priatokové
cytometrie byl vypocitan absolutni pocet thymocytl. Pocty bunék jednotlivych populaci u

5flox/flox

kontrolnich mysi s genotypem Smarca jsou vyznaceny ¢ernymi sloupci. Pocty bunék

jednotlivych populaci s genotypem Smarca5ﬁ°X/ﬂ°XhCDZ-iCre+/— jsou vyznaceny bilymi sloupci.
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V dalsi casti projektu jsme si polozili otdzku, zda k pozorovanému defektu vyvoje
thymocytl nedochazi jiz v pribé¢hu DN stadia. K tomuto presvédceni nas vedla informace, Ze
Cre rekombinaza je u hCD2-iCre mysi exprimovana prakticky uz ve stadiu DN3 (de Boer,
Williams et al. 2003). Podobné jako v piipadé vice maturovanych thymocytt, kde se stiidaveé
aktivuje a nasledné umlcuje exprese kostimula¢nich molekul CD4 a CDS, je mozné i u dvojité
negativnich thymocyti pozorovat zmény exprese ne¢kterych povrchovych antigent, predevsim
CD44 a CD25. CD44 je adhezivni molekula (konkrétné jeden z receptorti pro kyselinu
hyaluronovou) a pravdépodobné hraje roli pti migraci prekurzori T-lymfocytd do thymu
(Wu, Kincade et al. 1993). Molekula CD25 je jednou z podjednotek (a-fetézec) receptoru pro
interleukin-2, coz je cytokin nezbytny pro vyvoj T-lymfocyti (Sakaguchi, Sakaguchi et al.
1995). Podle diferencidlni exprese antigenu CD44 a CD25 mizeme DN bunky rozdélit na
Ctyf1 rizna stadia tzv. DN1 az DN4. V DNI fazi thymocyty povrchové exprimuji molekulu
CD44, ale jsou negativni pro molekulu CD25. V DN2 stadiu za¢inaji thymocyty exprimovat
ob¢ molekuly CD44 a CD25. Dalsim postupnym vyvojem vsak thymocyty pozitivitu pro oba
antigeny ztraci a to nejprve pozitivitu pro molekulu CD44 antigen (DN3 stadium) a nasledné i
pozitivitu pro molekulu CD25 (DN4 stadium).

Abychom byli schopni dale analyzovat ptipadny vyvojovy defekt vyvoje DN thymocyti,
zvolili metodu pritokové cytometrie s pouzitim fluoroforem znacenych protilatek mimo jiné
proti antigenim CD44 a CD25 (Laurent, Bosco et al. 2004) (viz obrazek 7-16) Pomoci
protilatek proti molekulam CD4, CDS, B220, Mac-1 (makrofagy), Gr-1 (granulocyty), Nk1.1
(NK bunky), CD3 (maturované T-lymfocyty) a Ter119 (erytrocyty) byly z analyzy vysledkt
vylou€eny ostatni populace mimo sledovanych DN thymocytl. Metoda priitokové cytometrie
ukazala, 7 u mysi sgenotypem Smarca5""*hCD2-iCre+/- je vidsét vyrazny narGst
pomérného zastoupeni DN3 populace (z ptfiblizn€ 69% na 93%) a zaroven pokles DN4
populace (z pfiblizné 26% na 2,5%) oproti kontrolnim myS$im. Po pfepocteni procent na
absolutni poSty méla populace DN3 u mysi s genotypem Smarca5"™"*hCD2-iCre+/-
v priméru vice bundk oproti kontrole (4,5x10° oproti 3,4x10°), ale populace DN4
zaznamenala az Sesti nasobny pokles bunécnosti (z ptiblizné 0,6x10° na 0,1x10° bungk, viz
obrazek 7-17). Stadia DN1 a DN2 také zaznamenala ubytek poctu bunék, ten vSak nebyl tak
vyrazny jako v piipads populace DN4 (pokles u DN1 z piiblizng 0,03x10° na 0,01 x10° a u
DN2 z0,21x10° na 0,19x10° bungk). Popsana data ndm naznalovala, e pravdépodobng

delece genu Smarca5 stoji za vyraznym poklesem bunék ve stadiu DN4.
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Obrazek 7-16: Analyza vyvoje DN thymocytl pomoci pritokové cytometrie. Vlevo je

zobrazen fyziologicky vyvoj u kontrolni mysi, pomoci povrchovych molekul CD25 a CD44 jsou

rozliSena stadia DN1-4 (viz obrazek 7-9). Vpravo je zobrazen defektni vyvoj u mysi

s genotypem Smarca5" " hcp2-icre+/-.

Absolutni pocet DN thymocytt

Poéet bunék (x10°)

0.0
AN 9 D D
FTFFS

Bl Smarca5"/1ox
3 Smarcas5™™°x cD2iCre+/-

Obrazek 7-17: Absolutni pocet DN thymocytl. Z vysledkd ziskanych pomoci pritokové

cytometrie byly vypocitany absolutni pocty thymocytl ve fazich DN1-4. Poclty bunék

jednotlivych populaci u kontrolnich myéi s genotypem Smarca5 " jsou vyznageny &ernymi

sloupci. Potty bun&k jednotlivych populaci s genotypem Smarca5™™"*hcD2-iCre+/- jsou

vyznaceny bilymi sloupci.
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Jak jiz bylo zminéno, k aktivaci promotoru hCD2 dochazi u mysi také v prekurzorech B-
lymfocyta (de Boer, Williams et al. 2003). Dale nas proto zajimalo, zdali delece Smarca5
bude mit podobné negativni vliv na vyvoj této bunécné populace jako na vyvoj thymocytt.
Prekurzory B-lymfocytl se na rozdil od thymocyti vyviji v kostni dfeni ze spole¢ného
lymfoidniho progenitoru. Od ostatnich bun¢k kostni dfené¢ mohou byt odliSeny piitomnosti
molekuly B220 na jejich povrchu, kterd se objevuje jiz v ranych fazich jejich diferenciace.
Dalsi diilezitou molekulou pro zakladni odliSeni jednotlivych vyvojovych stadii B lymfocytt
je molekula CD43, ktera je exprimovana ve stadiu pro-B a jeji exprese se snizuje s maturaci
do stadia pre-B (Hardy, Carmack et al. 1991). Molekula CD43 (leukosialin) je typicka
povrchova molekula hematopoetickych progenitortt (Vodyanik, Thomson et al. 2006). V dalsi
fazi projektu jsme se proto zaméiili na analyzu exprese povrchovych antigeni CD43 a B220
na buikach kostni dien€ pomoci pritokové cytometrie. Do panelu protilatek byla zatfazena 1
protilatka rozeznavajici molekulu CD45, ktera je exprimovana vSemi leukocyty a slouzila pro
odstranéni erytrocytd, jejich prekurzort a krevnich desticek z analyzy. Ziskané data ukazuji,
7e my3i s genotypem Smarca5"™M*hCD2-iCre+/- vykazuji vyrazny pokles v zastoupeni pre-
B lymfocytd (z ptiblizné 37% na 1,2%) a zarovein mirny nardst v poétu pro-B lymfocytl (z
priblizn¢ 6,3% na 8,6%) oproti kontrolnim mysim (viz obrazek 7-18). Tato data naznacuji, ze
chromatin nemodelac¢ni faktor Smarca5 je dulezity pro diferenciaci a vyvoj progenitort B-

lymfocytl, pfedevsim pre-B stadia.

62



Smarca5™/™ Smarca5™"™ CD2iCre

B220
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CD43 CD43

Obrazek 7-18: Analyza vyvoje B-lymfocytll pomoci prGtokové cytometrie. Vlevo je

znazornéno normalni rozloZeni populaci pro-B a pre-B lymfocytl u kontrolni mysi a vpravo u
my&i s genotypem Smarca5 " hCD2-iCre+/-. Jednotlivé populace jsou rozlig¢eny na zakladé
exprese molekul B220 a CD43. Uvedena procenta zndzorfuji pomér bunék v dané oblasti

vici vsem CD45 pozitivnim burikdm (leukocytlim).

V posledni casti projektu jsme se zaméfili na vliv delece genu Smarca5 na pocty
perifernich T a B lymfocytd. Jednim z organti, kde jsou obé populace lymfocyti vyrazné
zastoupeny, jsou sekundarni lymfoidni orgdny mimo jiné slezina. V téchto organech dochazi
za fyziologickych podminek k setkani lymfocytli s antigenem a k jejich dalS$i maturaci
poptipad¢ aktivaci. Zajimalo nas tedy, zda budeme pozorovat u mysi s genotypem
Smarca5 "™ hCD2-iCre+/- rozdily v po¢tu téchto bunéénych linii ve slezing. Nejprve jsme
ur¢ili celularitu organu a zjistili, Ze doslo v porovnani s kontrolou k tbytku poétu splenocytt
V priaméru z pfiblizné 130 mil na 50 mil (viz obrazek 7-19). Za pomoci pritokové cytometrie
jsme analyzovali zastoupeni lymfocyt ve slezin¢ a zjistili vyrazny pokles CD4 (pfiblizné z
27x10° na 4x10° bungk), CD8 (pfiblizn& z 15x10° na 3x10° bun&k) single pozitivnich
populaci T-lymfocytl stejné tak i poctu pokles B-lymfocytd (pfiblizné z 81x10° na 9x10°
bun¢k) (viz obrazek 7-19). Vyslednd data naznacuji, ze delece SmarcaS mé vliv na kumulaci

poptipad¢ maturaci perifernich lymfocytti v sekundarnich lymfoidnich organech.
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Celularita sleziny Absolutni pocet lymfocytu ve sleziné
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Obrazek 7-19: Celularita sleziny (graf vlevo) a zastoupeni lymfocytl ve sleziné (graf vpravo) u

kontrolnich my3%i s genotypem Smarca5™"

(Cerné) oproti mysim s genotypem
SmarcaSﬂOX/ﬂo"hCD2-iCre+/- (bilé). Povrchové molekuly CD4 a CD8 jsou typické pro single

pozitivni periferni T-lymfocyty a molekula B220 pro B-lymfocyty.
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8 Diskuse

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zapojit se do tymu védeckych pracovnikil
v oblasti vyvojové biologie chromatin remodelac¢nich mechanizmti a pfispét k pochopeni
funkci jednoho z klicovych enzyml Smarca5. Proto jsme se rozhodli vyvinout mysi model
s indukovatelnou expresi proteinu Smarca5, ktery by umoznil studium funkci tohoto
chromatin remodela¢niho faktoru ve stavu indukované nadprodukce. Vlivem plsobeni Cre
rekombindzy bude mozné u vyvijeného mysiho modelu indukovat (tkanové specificky)
expresi proteinu Smarca5 a tim zvysit chromatin remodelacni aktivitu v jadie a pozorovat jeji
dusledky. Tento projekt jako vedlejsi cil nabizi moznost tvorby transgenniho proteinu s
proteinovou znackou FLAG. Pomoci této proteinové znacky lze odlisit transgenni protein od
endogenniho a dale jej vyuzit i pro separacni ucely ke studiu proteinu Smarca5 a jeho
komplext v tkanoveé specifickém kontextu. Diky proteinové znaéce FLAG je mozné zjistit
lokalizaci transgenniho proteinu SmarcaS v jadie buné¢k a piipadné i porovnani s lokalizaci ¢i
mnozstvim endogenniho proteinu Smarca5. Nabizi se moznost zkiizeni vyvijené¢ho
transgenniho modelu s popsanym kondiciondlné dele¢nim modelem pro protein Smarca$
(genotyp Smarca5"/"™*hCD2-iCre+/-, viz kapitola 5.9 a 7.2). Tento model exprimuje Cre
rekombindzu pod CD2 promotorem (u mysi tedy v T a B-buiikach a jejich prekurzorech),
vlivem ¢ehoz u néj dochazi k ¢aste¢né deleci sekvence pro protein Smarcab a zamezeni
vzniku funkéniho proteinu. Pokud by byl tento model kiizen s vyvijenym modelem, doslo by
zaroven v CD2 exprimujicich buinikach ke spuSténi exprese transgenniho proteinu
hSMARCAS-FLAG. Takovy model by tedy v buikach, které exprimuji molekulu CD2,
exprimoval pouze protein h\SMARCAS5-FLAG, zatimco endogenni protein by byl deletovany.
Takovy model by nasledné umoznil studium zachrany fenotypu pavodniho modelu
s genotypem Smarca5"*/"™hCD2-iCre+/-. Dale by bylo mozné studiem tohoto modelu zjistit,
zda lidsky protein hSMARCAS bude plnit stejné funkce jako mysi protein Smarca5. Lidska a
mys$i DNA sekvence proteinu je z 97,4% identicka a struktura proteinu Smarca5 je velmi
konzervovana, predpoklad tedy je, Ze tyto dva homologni proteiny plni totoznou funkci. Tuto
hypotézu bude mozné diky navrZzenému kombinovanému modelu otestovat.

Vyvijeny mySi model s indukovatelnou nadprodukci hSMARCAS umozni také
modelovat situaci popsanou u pacienti S akutni myeloidni leukémii (AML) v kapitole 4.2. U
pacientti s AML v akutni fazi byla pozorovana exprese proteinu SmarcaS béhem celého
prubéhu hematopoézy, na rozdil od zdravych jedincli, u kterych je protein Smarca5

exprimovan pouze v ¢asném stadiu vyvoje bun¢k a pak jeho exprese klesa (Stopka, Zakova et
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al. 2000). Pokud bude vyvijeny mysi model (s transgennim proteinem hSMARCAS5-FLAG)
kiizen s expresorem Cre rekombinazy v hematopoetickych burikach (napt. pod promotorem
Vavl) bude mozné modelovat situaci nalezenou u pacientd s AML, tedy nadmérnou expresi
proteinu Smarca5 béhem celého pribéhu hematopoézy. Takovy model pak umozni 1épe
porozumét této problematice a bude mozné sledovat, zda pouhd nadmérna exprese proteinu
Smarcab povede k nadorové transformaci hematopoetickych bunék.

Konkrétni postup pii vyvoji mysSiho modelu s transgennim proteinem hSMARCAS-
FLAG je uveden v prvni ¢asti kapitoly Vysledky. Vytvoteny DNA vektor pro homologni
rekombinaci byl vlozen do Rosa26 lokusu mysich ESC. Takto upravené ESC byly injikovany
do mysich blastocyst, coz vedlo ke vzniku celkem 10 chimér, zatim ale nebyl potvrzen pienos

pozadovaného genotypu na potomstvo.

Druha cast vysledki byla vénovéana studiu vlivu proteinu Smarca5 na vyvoj T a B-
lymfocytii. K tomuto uelu byl vyuzit mysi model s genotypem Smarca5"™"*hCD2-iCre+/-,
u kterého dojde k castecné deleci genu SmarcaS v bunikach exprimujicich CD2 molekulu.
K ¢astecné deleci genu dojde vlivem pilisobeni Cre rekombindzy exprimované prave pod
promotorem pro molekulu CD2. Vlivem delece dojde nejen ke zkraceni sekvence, ale také
posunu ¢teciho ramce, v bunikdch pak neni exprimovan Zadny funkéni protein SmarcaS.
Molekula CD2 je u mysi exprimovana jiz v prekurzorech T a B-lymfocyti. Bylo pozorovano,
7e mysi s genotypem Smarca5"/"**hCD2-iCre+/- maji vyrazn& mensi thymus — piiblizn& 5x
mensi hmotnost a 20x mensi celularitu oproti kontrolnim mysim, coz naznacuje urcity
vyvojovy defekt tohoto orgdnu. Z vysledki histologického vySetteni thymu vyplyva, ze i
architektura tohoto organu je alterovana, struktura meduly a kortexu, kterou muzeme
pozorovat u kontrolnich mysi, neni znatelna u mysi s genotypem Smarca5">"*hCD2-iCre+/-
. Vyvojovy defekt thymu naznaCuje moznost problému vyvoje thymocytid. U mysi
s genotypem Smarca5 ™" *hCD2-iCre+/- byl pozorovén priblizné sedmnéctinasobny pokles
V absolutnim poctu thymocytt oproti kontrolnim mysim. Také bylo pozorovano, Ze se vétSina
téchto thymocytl nachdzi v DN fazi, konkrétn¢ DN3, naproti tomu kontrolni mysi maji
vétsSinu thymocytl v DP fazi. Z namétenych dat byl patrny vyvojovy blok pii prechodu z DN3
do DN4 faze vyvoje thymocyti u mysi s genotypem Smarca5"/"™hCD2-iCre+/-. Z dat
naméfenych v nasi laboratofi vyplyva, ze k tplné deleci proteinu Smarca5 dochdzi praveé
v DN3 fazi a tato udalost tedy koreluje s pozorovanym vyvojovym blokem.

K podobnému vysledku vedly studie provedené na mySim modelu, u kterého dochazi

k deleci proteinu Brgl v thymocytech. Chromatin remodelacni faktor Brgl patii do podrodiny
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SWI/SNF ATP4z. U mysiho modelu pro protein Brgl doSlo k ¢aste¢né deleci a posunu
¢teciho ramce proteinu vlivem ptsobeni Cre rekombinazy exprimované pod promotorem Lck
kinazy, ktery je specificky pro T-lymfocyty. Vlivem toho neni protein Brgl v thymocytech
exprimovan. Céste¢na delece sekvence genu Brgl probiha uz vDNI1 vyvojové fazi
thymocytli, k Gplné deleci vSak dojde az ve fadzi DN4. Mysi sdeleci proteinu Brgl
v thymocytech (tBrgl-/-) maji vyrazné mensi thymus, ktery ma az 20x niz8i celularitu oproti
kontrolnim mySim. Také postradaji kortiko-meduldrni architekturu thymu a v tomto organu se
u nich nachazi zvySené mnozstvi apoptotickych bun€k. U tBrgl-/- mysi byl pozorovan
vyvojovy blok pii ptechodu z DN4 do DP faze, tedy ve fazi kdy dojde ke kompletni deleci
proteinu Brgl (Gebuhr, Kovalev et al. 2003) a (Chi, Wan et al. 2003). Vysledky uvedené
v téchto studiich ukazuji, ze delece proteinu Brgl v thymocytech vede k velmi podobnému
fenotypu jako u delece proteinu Smarcab.

Dal8im chromatin remodelac¢nim faktorem, u néhoz byla studovana jeho funkce ve vyvoji
thymocytt je protein Mi-2p, ktery je ¢lenem podrodiny CHD SWI2/SNF2 ATPaz. Studie byla
provedena na kondicionalné dele¢nim mySim modelu, u kterého dojde vlivem piisobeni Cre
rekombindzy (exprimovana pod promotorem Lck kinazy) k deleci proteinu Mi-2p
v thymocytech. Caste¢nou deleci je mozné sledovat uz v DN stadiu, ale k upIné deleci dojde
az v SP stadiu. U tohoto mysiho modelu byl pozorovan vyvojovy defekt thymu, organ byl
mensi a mé&l mensi celularitu oproti kontrolnim. Déle byl pozorovan vyrazny pokles po¢tu DP
thymocytl a tomu imérny nartst po¢tu CD8+ thymocytii. Studie doklada, ze protein Mi-2f3 je
nezbytny pro vyvoj CD4+ thymocyti a také hraje pravdépodobné roli pii vyvoji thymocytl
obecné — byly pozorovany dil¢i vyvojové bloky v DN stadiich thymocytti. Dale bylo zjisténo,
ze se protein Mi-2f vaze na CD4 enhacer a rekrutuje sem histonovou acetyldzu, coz
podporuje tvrzeni, Ze je tento protein dulezity pro vyvoj CD4+ thymocyti (Williams, Naito et
al. 2004). V navazujici studii bylo ukazano, ze se protein Mi-2f vaze na CD4 silencer a
pravdépodobné ho umlcuje (Naito, Gomez-Del Arco et al. 2007). Uvedené studie dokladaji,
7e 1 chromatin remodelacni faktor Mi-2f hraje roli pii vyvoji thymocytii.

V této diplomové praci jsem se dale zaméfila na vyvoj B-lymfocyti. U popisovaného
modelu s genotypem Smarca5""*hCD2-iCre+/- dochazi k deleci proteinu Smarca5 nejen
v prekurzorech T-lymfocytt, ale také v prekurzorech B-bun€k. Zuvedenych vysledki
vyplyva, ze i u B-lymfocytli dochazi vlivem delece proteinu Smarca5 k vyvojovému bloku a
to na urovni prechodu z pro-B do pre-B faze. U mysi s genotypem Smarca5"/"™hcD2-
iCre+/- mlzeme sledovat pokles pomérného poctu pre-B lymfocytl z ptiblizné 37%

(kontrolni mys) na 1%. Dale byl sledovan pokles poctu lymfocytd ve slezing, tedy
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sekundarnim lymfoidnim orgédnu. Zde miZeme pozorovat piiblizné sedmindsobny pokles
V poctu CD4+ a pétinasobny pokles v poctu CD8+ T-lymfocytt, dale mizeme vidét piiblizné
devitinasobny pokles v poctu B-lymfocytlh ve srovnani s kontrolnimi mySmi. Z téchto dat
vyplyva, ze 1 pocty lymfocyti v periferiich jsou pozménéné. Protein Smarca5 hraje
vyznamnou roli nejen ve vyvoji T-lymfocyti, ale také B-lymfocytii a pozorované vyvojové
bloky maji vliv i na pocet lymfocytl v sekundarnim lymfoidnim organu (slezing).

Podobny fenotyp byl popsan u mysiho kondicionalné dele¢niho modelu pro protein Srg3
(anglicky Swi3-related gene). Protein Srg3 spolu s dal$imi tvoii chromatin remodela¢ni
komplex SWI/SNF, dalsi z podjednotek tohoto komplexu je také zminovany protein Brgl.
Mysi model s kondicionalni deleci proteinu Srg3 byl navrzen tak, aby doslo k vystépeni
exonu 4 genu Srg3 Vv hematopoetickém progenitoru vlivem piuisobeni Cre rekombinazy a
zamezeni vzniku funkéniho proteinu. U mysi s genotypem Srg-/- byl pozorovan pokles poctu
B-lymfocytl Vv kostni dfeni a slezin¢ a to ptiblizné na polovinu oproti kontrolnim mysim.
Dale byl pozorovan vyvojovy blok pti ptechodu z pro-B do pre-B faze vyvoje B-lymfocytu.
Bylo zjisténo, Ze pro-B bunky s deletovanym proteinem Srg3 exprimovaly snizené mnozstvi
Ragl a Rag2 rekombinaz a nebyly schopné dokoncit VDJ rekombinaci tézkého fetézce BCR
(Choi, Ko et al. 2012). Z popsanych vysledki vyplyva, ze i protein Srg3 hraje vyznamnou roli
ve vyvoji B-lymfocytd.
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9 Zavér

Byl vytvofen DNA vektor pro homologni rekombinaci do Rosa26 lokusu. Vektor
obsahuje sekvenci pro fluorescenc¢ni protein tdTomato, kédujici sekvenci proteinu
hSMARCAS5, neomycinovou rezistenci a homologni ramena k Rosa26 lokusu na 57 i
3" konci. Vlivem ptsobeni Cre rekombinazy dojde K vystépeni sekvence pro protein
tdTomato a spusténi exprese proteinu h\SMARCAS.

Vytvoteny transgenni vektor byl uspésné€ nukleofekovan do mysich ESC. U bunék
byla potvrzena schopnost deletovat sekvenci genu tdTomato a spustit expresi proteinu
hSMARCADS.

Modifikované ESC byly injikovany do mySich blastocyst a bylo vytvofeno zatim
celkem 10 mysich chimér s potvrzenym pozadovanym genotypem (tzn. pfitomnosti
transgenniho vektoru). Zatim nedoslo k pfenosu genotypu na potomstvo.
Pravdépodobné bude nutné zopakovat injekce do blastocyst, piipadné i nukleofekce
vektoru do ESC.

U mysiho modelu s genotypem Smarca5""*hCD2-iCre+/- byl pozorovan defektni
vyvoj thymu a vyvojovy blok ve vyvoji thymocyti, konkrétné pii piechodu z DN3 do
DN4 faze. V DN3 fazi dochazi k deleci genu pro protein Smarca5. Dale byl pozorovan
vyvojovy blok ve vyvoji B-lymfocytu pii pfechodu z pro-B do pre-B stadia.

Z vysledkl uvedenych v této préaci vyplyva, ze protein Smarca5 hraje zasadni roli ve

vyvoji T a B-lymfocyta.
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