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Abstrakt

1 Abstrakt

Chromatin remodelacni protein SmarcaS se ucastni fady bunécnych procest, které jsou
dualezité jak z hlediska vyvoje tkani, tak i z pohledu nadorové biologie. Mezi procesy, v priubéhu
kterych SmarcaS remodeluje chromatinovou strukturu, patfi naptiklad genova transkripce,
replikace a opravy poskozené DNA. Predpokladali jsme, Ze SmarcaS predstavuje esencidlni
molekulu pro modulaci chromatinu pfedevSim ve vyvojové Casnych a rychle se d¢licich
progenitorech tkani, u nichz se Casto objevuje 1 zvySenad hladina transkriptu této ATPazy.
Jednou z takovychto tkani je i1 krvetvorba. Pfedmétem predkladané disertacni prace je analyza
vlivu deplece Smarca5 na proliferaci a diferenciaci krvetvornych progenitori in vivo a zaroven
hledani mechanizm@ naruSeni jejich vyvoje. Pomoci ndmi vytvofeného mysiho modelu
s podminén€ deletovatelnou alelou (angl. ,conditional knockout) genu Smarcas
v krvetvornych kmenovych bunikach jsme zjistili, Ze deplece této ISWI ATPazy zplsobuje
akumulaci ¢asnych hematopoetickych protenitori a inhibici jejich maturace smérem do
erytroidni a myeloidni fady. Proerytroblasty vykazovaly dysplastické zmény a u podstatné
frakce bazofilnich erytroblastil se objevovala zastava bunééného cyklu na rozhrani fazi G2/M.
Ptedpoklddanym mechanizmem pozorovanych zmén se ukdzala byt aktivace stresové drahy
proteinu p53, kterd je obvykle asociovana s neopravenym poskozenim DNA. Studium delece
genu Smarca5 specificky v progenitorech lymfocytt také potvrdilo citlivost této bunééné linie
ke ztraté¢ chromatin remodela¢nich aktivit zajiStovanych proteinem Smarca5. Vysledkem byla
zéstava vyvoje na urovni velmi ¢asnych T- a B-bunéénych stadii a, podobné jako v ptipadé
erytroblastil, i aktivace drahy proteinu p53. Nakiizenim nulové alely genu 7rp53 do mysi
s deleci Smarca5 jsme ovSem nezjistili vyrazné zlepSeni fenotypu, a domnivame se proto, Ze
aktivace této signalni drdhy neni primarni pfiinou zéastavy bunécného cyklu postiZzenych
vyvijejicich se lymfocytl. Nejvice viditelné zmény byly pozorovany v expresnim profilu
nezralych T-lymfocytd, ktery vykazoval znamky vyvojového opozdéni. Maturovanéjsi stadia
exprimovala vyvojove ¢asné transkripty a zaroven nebyla schopna indukce exprese transkriptt
specifickych pro diferencované buniky. Data tedy naznacuji, Ze gen Smarca5 hraje roli
v nastaveni vyvojovée specifické genové exprese v ¢asnych stadiich vyvoje. Tuto eventualitu
jsme podobnéji studovali na Urovni geni, jejichz exprese je regulovana epigenetickym
regulatorem CTCEF. Zjistili jsme, ze SMARCAS facilituje vazbu proteinu CTCF do regula¢ni
oblasti genu SP/I/PU.1, kde spolecn¢ inhibuji expresi tohoto velmi dulezitého transkripéniho

faktoru krvetvorby. Domnivame se, Ze popsany mechanismus inhibice exprese genu SP/1/PU.1



Kli¢ova slova

muze prispivat naddorovym bunkdm akutni myeloidni leukémie k zablokovani jejich
diferenciace do myeloidni fady krvetvorby. V souhrnu naSe data ukazuji, ze remodelace
chromatinu zajistovana ISWI ATP4zou Smarca5 je nezastupitelna prakticky na vSech irovnich
hematopoézy od kmenovych bun€k a z nich odvozenych nadorti az po termindln¢ diferencovana

stadia.

2 Klicova slova

chromatin, krvetvorba, Smarca5, Snf2h, p53, AML, CTCF, ISWI
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3 Abstract

Chromatin remodeling protein Smarca5 participates on many cellular processes, which are
important for tissue development and tumorigenesis. Among these processes utilizing ATPase
activity of Smarca5 belong also transcription, replication and DNA repair. We hypothesized
that Smarca5 represents essential molecule for chromatin modulation primarily at early
developmental stages at the level of fast-dividing progenitors of many origins, in whose the
ATPase is highly expressed. To such tissues may belong also hematopoiesis, in which the
Smarca5 has highest expression. The subject of my doctoral thesis is therefore analysis of the
effect Smarca5 depletion on proliferation and differentiation of hematopoietic progenitors in
vivo and a search for mechanisms behind the resulted developmental defects. We utilized
conditionally knockout allele of Smarca5 in blood precursors to study in a mouse model how
depletion of the ISWI ATPase causes accumulation of earliest progenitors inhibited from
further maturation to erythroid and other myeloid lines. The proerythroblasts became dysplastic
and the majority of basophilic erythroblasts ceased cycling around the G2/M stage. An expected
mechanism for observed changes appeared the activation of stress pathway of protein p53 that
is often associated with unrepaired DNA damage. Analysis of Smarca5 deletion in progenitors
of lymphocytes also revealed that this lineage is very sensitive to loss of chromatin remodeling
activities of Smarca5. We also observed that a block of development in very early T and B cell
stages, similarly to erythroblasts, also resulted in an activation of p53. By mating a null allele
of Trp53 into our mouse model of Smarca5 conditional deletion we observed a very mild
improvement of the phenotype. We therefore concluded that activation of p53 signaling
pathway is not a major determinant of cell cycle arrest of Smarca5-null lymphocytes. Most
prominent were changes in the expression profile of immature T lymphocytes that were
markedly developmentally delayed as exemplified by the expression of earliest transcripts that
were not silenced while transcripts belonging to more mature stages were not induced. These
data thus strongly suggest that Smarca5 plays significant roles in setting the developmentally-
specific gene expression pattern. This possibility we next explored further in detail to study
genes regulated by a major epigenetic transcription factor called CTCF. We found that
SMARCAS regulates recruitment of CTCF on DNA near SPI/PU.I gene to temporally repress
its expression during myelopoiesis. We think that this mechanism might be hijacked by acute
myeloid leukemia cells in blocking the myeloid differentiation pattern of gene expression. In

conclusion our data revealed that the ISWI ATPase Smarca5 has substantial yet not known



Keywords

indispensable roles in early hematopoietic and lymphoid development to guide gene expression

of differentiation control.

4 Keywords
Chromatin, Hematopoiesis, Smarca5, Snf2h, p53, AML, CTCF, ISWI
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Seznam zKratek

5 Seznam zkratek

ACF

AML
ATP
bp
BrdU

Brgl

cDNA
CHD

Chd4

CLL

CTCF
Cre/LoxP

DLBCL
DMSO
DN

DNA
DP

EdU

FACS
FL

Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteintt Smarca5 a Acfl (ATP-
utilizing Chromatin Assembly and Remodeling Factor)

Onemocnéni krvetvorby (Akutni myeloidni leukémie)

Adenosin trifosfat

Part bazi (base pair). Oznacuje pocet nukleotidii v sekvenci DNA.

Analog tymidinu, ktery se inkorporuje do DNA v prubéhu S faze bunééného cyklu
(5-bromo-2'-deoxyuridin)

ATP- zavisly chromatin remodelacni factor, ktery patii do proteinové rodiny
SWI/SNF

Komplementarni (complementary) DNA k mRNA

Nazev jedné z podrodin patficich do proteinové rodiny SWI2/SNF, jinak také
oznacovana jako Mi-2 (Chromodomain and Helicase-like Domain)

Na ATP zavisly chromatin remodelacni factor, ktery patii do proteinové rodiny CHD
(Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4)

Hematologické onemocnéni (Chronic Lymfoid Leukemia)

Transkrip¢ni faktor (CCCTC-binding factor)

Jedna se o technologii umoznujici specificky rekombinovat sekvencné oznacené
useky DNA. V piipad¢ napt. delece genu je nutné nejprve dany gen (nebo n&jaky
zjeho protein kodujicich exontl) na jeho zacatku a konci molekuldrné oznacit
vlozenim tzv. loxP mist. Tyto 34bp dlouhé sekvence jsou nésledné rozeznany
rekombinazou Cre a rekombinovany. Pokud sekvence loxP mist je ¢tena ve stejném
sméru, pak usek mezi témito misty bude vystépen. Pokud sekvence loxP mist budou
vici sobé v obracené orientaci, nedojde k vyStépeni oznaceného useku DNA, ale
pouze k jeho pfevraceni viici plivodni orientaci.

Hematologické onemocnéni (Diffuse Large B-cell Lymphoma)

Dimetylsulfoxid

Dvojité negativni stadia thymocytii. Pro tato ¢asnd vyvojova stadia thymocyti je
typicka nizka nebo zadna povrchova exprese koreceptorovych molekul CD4 a CD8
Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

Dvojité pozitivni stadium thymocytt. Buiiky tohoto vyvojového stadia exprimuji na
svém povrchu soucasné ob¢ koreceptorové molekuly CD4 a CD8

Analog tymidinu, ktery se inkorporuje do DNA v prubéhu S faze bunééného cyklu
(5-ethynyl-2'-deoxyuridin)

Fluorescencné-aktivované tiidéni bunék (Fluorescence Activated Cell Sorting)

Hematologické onemocnéni (Folicular Lymphoma)
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gDNA
GFP
HSC
ChIP
CHRAC

INO8O0

Lp.
ISWI

LSK

MCL
MDS
MEL

MLP
MM
MPP
mRNA
NHEJ

NoRC

OCI-M2

PBS

PCR
PHD

Genomicka deoxyribonukleova kyselina

Zeleny fluorescenci protein (Green Fluorescent Protein)

Krvetvorna kmenova burika (Hematopietic Stem Cell)

Chromatinova Imunoprecipitace

Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteini Smarca5, Acfl,
CHRAC-15 a CHRAC-17 (Chromatin Accessibility Complex)

Oznaceni proteinové podrodiny katalytickych podjednotek SWI2/SNF2 na ATP
zavislych chromatin remodelacnich komplexu (Inositol Requiring 80)
Intraperitonealni

Nazev jedné zpodrodin patficich do proteinové rodiny SWI2/SNF2. Nazev
podrodiny je odvozen podle spole¢ného orthologu proteini Smarca5 a Smarcal v D.
melanogaster (Imitation Mating Type Switch)

Velmi ¢asné vyvojové stadium krvetvorby. Jedna se predev§im o buiiky kostni diené
poptipade fetalnich jater, které jsou negativni na liniové specifické markery (Lin") a
pozitivni na povrchové molekuly Sca a c-Kit (Lin'Sca‘c-Kit"). Toto stadium
obsahuje krvetvorné¢ kmenové bunky schopné obnovit krvetvorbu u vhodnych
recipientd.

Hematologické onemocnéni (Mantle Cell Lymphoma)

Onemocnéni krvetvorby (Myelodysplasticky syndrom)

Bunécna linie, ktera byla odvozena ze slezin mysi infikovanych virem FV-P (Friend
erythroleukemia virus). Jedna se o linii mySich leukemickych proerytroblastt
(Mouse Erythroleukemia Cells)

Vyvojové stadium krvetvorby (Multilymfoidni progenitor)

Hematologické onemocnéni (Multiple Myeloma)

Vyvojové stadium krvetvorby (Multipotentni progenitor)

Mediatorova (messenger) ribonukleova kyselina

Mechanizmus oprav dvojfetézcovych zlomi na DNA (Non-Homologous End
Joining)

Komplex remodelujici chromatin, ktery se skladd z proteint SmarcaS a Tip5
(Nucleolar Remodeling Complex)

Bunécéna linie, kterd byla odvozena z pacienta s diagnostikovanou erytroleukémii
(AML-M6). Toto onemocnéni vzniklo u tohoto pacienta sekundarn¢ z MDS.
Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Vazebnad doména proteind umoziujici interakci s methylovanymi lysiny histont

(Plant Homeodomain)

12



Seznam zKratek

PU.1

RAG

RNA

rRNA

RSF

RT-qPCR

SATBI

siRNA

Smarcal

Smarca5

Snf2h
Snf21
SWI/SNF

TCR
Tip5
Trp53
TSS

URE

Vavl

Transkrip¢ni faktor. Produkt genu SPI/I. Jeden z hlavnich regulatori myeloidniho a
B-lymfocytarniho vyvoje

Jedna se o geny, které koduji enzymy ucastnici se preskupovani gend pro
imunoglobulinovy receptor B-lymfocytli a T-bunécny receptor v prubéhu jejich
vyzravani (Recombination-activating Genes)

Ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

Ribozomalni ribonukleova kyselina

Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteinti Smarca5 a Rsf-1
(Remodeling and Spacing Factor)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce z reverzné transktibované mRNA
(Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction)

Special AT-rich sequence Binding protein 1

Small Interfering RNA

Faktor remodelujici chromatin zavisly na ATP, ktery tvoti katalytickou podjednotku
ISWI komplexti (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator
of Chromatin, Subfamily a, Member 1)

Faktor remodelujici chromatin zavisly na ATP, ktery tvoti katalytickou podjednotku
ISWI komplexti (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator
of Chromatin, Subfamily a, Member 5)

viz. Smarca5 (Sucrose Nonfermenting 2 Homolog)

viz. Smarcal (Sucrose Nonfermenting 2 Like)

Oznaceni proteinové podrodiny katalytickych podjednotek SWI2/SNF2 na ATP
zavislych chromatin remodelacnich komplexi (Mating Type Switch/Sucrose
Nonfermenting)

Bunécény receptor T-lymfocytt (T-cell Receptor)

Protein vyskytujici se spolu se SmarcaS v komplexu NoRC (Transcription
Termination Factor 1 (Ttf1) — Interacting Protein 5)

Nazev mysiho genu (Transformation Related Protein 53)

Misto transkrip¢niho pocatku (Transcription Start Side)

Regulacni oblast, kterd fidi transkripci genu SPI/I/PU.1 (Upstream Regulatory
Element)

Jedna se o gen, ktery je exprimovany velmi ¢asné v krvetvorbé a ve vétSiné
vyvojovych stadii. Tento gen kdduje tzv. faktor vyménujici GTP (Guanine

Nucleotide Exchange Factor - GEF)
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Seznam zKratek

V(D)

WICH

WSTF

wt

Oznacuje genové useky, které koduji variabilni ¢asti imunitnich receptorti B- a T-
lymfocytl. Tézky ftetézec imunoglobulinu B-lymfocyti a B-podjednotka TCR
obsahuji genové useky VDJ. Lehky fetézec imunoglobulinu B-lymfocytd a a-
podjednotka TCR obsahuji VI tseky (V- variability; D- diversity; J- joining)
Komplex remodelujici chromatin, ktery se sklada z proteintt Smarca5 a WSTF
(WSTF-ISWI Chromatin Remodeling Complex)

Protein vyskytujici se spolu se Smarca5 v komplexu WICH, gen pro tento
transkripéni faktor je jednim z deletovanych genti u Williamsova syndromu
(Williams Syndrome Transcription Factor)

Genovy produkt (protein) nemutované alely. Jedinec s pivodnim fenotypem.

(Wild Type)

14
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6 Literarni prehled

6.1 Uvod

Krvetvorba je mnohostupiiovity proces, na jehoz pocatku je hematopoetickd kmenova
burika se schopnosti bud’ obnovovat samu sebe ¢i diferenciovat a vytvaret progenitory funkéné
odlisnych krevnich elementl jako jsou napf. erytrocyty, trombocyty, myelocyty a lymfocyty.
Pro maturaci hematopoetickych progenitori do jednotlivych krevnich elementi je
charakteristické, ze se aktivuji linioveé specifické genové exprese a dochazi k dynamickym
zménam komplexu DNA, proteint a t¢Z RNA celkové oznacované jako chromatin. Piedpoklada
se, Zze naruseni spravné regulace chromatinové struktury, tedy odhalovani a zahalovani ur¢itych
sekvenci DNA, hematopoetickymi kmenovymi bunikami a progenitory mize vést az
k nastaveni nevhodné genové exprese vyustujici v nddorovou transformaci a to v podstaté na
kterémkoliv stupni vyvoje krevnich bunck. Soucasné studie naznacuji, ze se nadorovych i
vyvojové asociovanych zmén struktury chromatinu mize Ucastnit i faktor chromatinové

ptestavby: ISWI ATPéaza Smarca5 (1, 2).

V nésledujicich odstavcich bude nejprve popsdn vyznam chromatinové struktury a jeji
regulace proteinem Smarcad v kontextu riznych biologickych dé&jti na urovni bunky (napft.
replikace, transkripce, opravy DNA). Poté budou zminény unikdtni mysi modely s deleci genu
Smarca5 a jeho interakénich partnert, které se vyuzivaji pro popis tkanové specifickych funkci
chromatin remodela¢nich komplext. Stru¢né bude nastinéna krvetvorba u mysi a v zavéru
literarniho ptehledu se objevi ptehled nadorovych onemocnéni, s jejichz patogenezi je ISWI

ATPaza Smarca5 asociovana.

6.2 Chromatinova struktura a mechanizmy jeji remodelace

Dvousroubovicovd molekula DNA se nachazi v jadie eukaryotni bunky v interakci
s vazebnymi proteiny a spole¢né s nimi vytvarfi strukturu chromatinu. Tato struktura umoZznuje
vtésnat 1 nékolik metrii dlouhy polynukleotidovy fetézec genomu do jadra eukaryotni bunky o
velikosti jednotek mikrometrii. Vyznamny podil na uspofadani DNA do struktury chromatinu
maji histonové proteiny, které spoletné¢ s DNA vytvaii zékladni jednotku této struktury —
nukleozoém. Je potfeba zminit, Ze chromatinova struktura neni pouze staticky utvar tvofeny
nukleozomy, jeZ kondenzuji a uchovavaji DNA v jadfe. Jednd se o velice dynamickou

strukturu, kterd se miiZe ménit napt. s pribéhem bunééného cyklu, kdy v ptipad€ bunééneho
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déleni pozorujeme kondenzaci mitotickych chromozomii a nasledné¢ jejich segregaci do
dcefinych bun¢k. Obecné pozicni zmény nukleozomtl na vldkné DNA mizeme pozorovat i v
promotorovych oblastech gentl, kde tyto lokalni zmény chromatinové struktury mohou souviset
se zménami genové exprese. VSechny bunécné procesy v jadie jako naptiklad transkripce,
replikace a opravy DNA probihaji ve struktufe chromatinu a existuji lokalni i globalni
mechanismy, které mohou tuto strukturu ménit.

Nukleozém, zékladni jednotka chromatinu, nukleozom, je tvofen proteinovym jadrem
z histonovych molekul — H2A, H2B, H3, H4, které je obtoCeno pfiblizné¢ 147 pary
nukleotidovych bazi DNA (3). Pojici isek DNA, jenz propojuje dva sousedici nukleozémy se,
nazyva linker. Délka linkeru (od 10 do 90 nukleotidi) se miize dynamicky ménit napf.
v zévislosti na stupni diferenciace builky a odrazet tak funkéni stav chromatinu (4). Déle miize
byt tsek linkeru rozeznan histonem H1, ktery ma stabiliza¢ni efekt na uspotadani chromatinu
do vysSich stupiiti jeho organizace (5). Histony nukleozomového jadra mohou diky svému
vysokému obsahu bazickych aminokyselin zejména lyzinu a argininu prakticky bez zavislosti
na nukleotidové sekvenci interagovat se zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami DNA (3).
Kazdy z téchto histontl je tvofen globularni doménou a nestrukturovanym peptidem na N konci
molekuly (histony H2A a H2B maji také nestrukturované C konce). Tyto velice flexibilni
histonové ,,ocasky (angl. ,histone tails®), pfestoze nemaji usporddanou strukturu, obsahuji
podobn¢ jako globularni domény, bazické aminokyseliny, které mohou interagovat se zaporné
nabitou fosfatovou kostrou DNA a stabilizovat tak déle strukturu nukleozomu. V eukaryotnich
bunikdch pozorujeme Cetné enzymatické aktivity, které specificky posttranslaéné modifikuji
aminokyselinové zbytky histonovych ocaskd. Jednim z ptikladii takovéto posttranslacni
modifikace, kterou pozorujeme piedev§im v rozvolnéné struktuie euchromatinu napft. v jiz
zminénych promotorovych oblastech aktivné transkribovanych geni, je acetylace lyzinu (6).
Tato modifikace umoziuje odstinit kladny naboj aminokyseliny a narusit tak stabilitu vazby
histonu s DNA popf. mezihistonovych interakci. Dalsi pfikladem posttranslacni modifikace,
kterou miizeme pozorovat, jak v oblastech euchromatinu, a dale i v oblastech kondenzovang,
transkripéné neaktivni struktury heterochromatinu, je methylace. Tato modifikace lyzinu (popf.
argininu) neméni naboj aminokyseliny a je proto nepravdépodobné, aby jeji pifitomnost
v molekule peptidu méla vliv na interakce zaloZené na rozdilu v naboji. Vyznam methylace je
piedevSsim v oznaceni histonli pro vazbu nehistonovych proteini, které s sebou mohou do
specifického mista chromatinu pfinést dalsi enzymatické aktivity schopné remodelovat jeho
strukturu. Ukazuje se, Ze specifita rozeznani nehistonovymi proteiny je dosaZena piedevS§im

specifickym sledem posttranslacnich modifikaci, ktery je nékdy oznacovany jako ,.histonovy
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kod* (7). Do dnesni doby bylo popséano piiblizn€ 60 aminokyselinovych zbytkli podléhajicich
posttransla¢ni modifikaci s riznymi mechanizmy jejich ptsobeni na strukturu chromatinu a
vice jak 8 riznych druhti modifikaci — mimo acetylace a methylace jsou to napft. fosforylace
serinu a threoninu, ubiquitinace lysinu, citrulinace, ADP ribosylace a SUMOylace.
Posttranslacniho  modifikovani  histonovych ocaski je jednim ze zékladnich
mechanizmii regulace chromatinové struktury.

Vytvoteni nukleozomll a chromatinové struktury s sebou pfinasi problém piistupnosti
DNA ostatnim vazebnym faktoriim. Fyzickd pfitomnost histoni na vldkn¢ DNA a silna
interakce mezi histonovymi proteiny a DNA, omezuje schopnost vazebnych faktorti predevsim
rozeznat a vazat specifické sekvence DNA. Zékladni bunécné procesy, jez probihaji na
chromozomech jako napf. replikace, transkripce, opravy DNA a rekombinace, jsou proto velice
zavislé na lokalni chromatinové struktufe v mistech probihajiciho procesu. V eukaryotnich
buitkdch mlzeme pozorovat dva mechanizmy, jakym mohou buiiky ménit lokélni strukturu
chromatinu a tim i regulovat zakladni biologické procesy. Prvnim znich jsou zminéné
enzymatické aktivity schopné posttranslacni modifikace histont a regulace histonového kodu.
Druhy z mechanizmt zajistuji ATP zavislé chromatin remodelujici faktory, které pro pteruseni
nekovalentnich vazeb mezi DNA a histony vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP. Z popsanych
mechanizmii téchto faktori remodelovat chromatin je napf. schopnost odstrafovat,
destabilizovat, restrukturalizovat nukleozomy, dale pak nukleozomy de novo vytvaret (angl.
nucleosome assembly) nebo jimi pohybovat obéma sméry podél vldkna DNA (angl.
nucleosome sliding) (8). Schopnost remodelace chromatinu témto proteinim propljcuje
piredev§sim velice evolu¢né konzervovana helikdzova doména DEAD/H (Asp-Glu-Ala-
Asp/His), kterd umoznuje pro tuto ¢innost ziskavat energii z hydrolyzy ATP (funkce ATPazy).
Prvni zéstupce remodelacnich faktort s doménou DEAD/H byl objeven u kvasinek pii hledani
gend, jejichZ mutovani mélo vliv na tzv. pfepindni parovaciho typu (angl. Mating type
switching, SWI) a na rast kvasinek v prostfedi, kde pro n¢ hlavnim zdrojem uhliku byla
sachardza (angl. sucrose non-fermenting, SNF) (9). Tento protein dal posléze ndzev i celé
proteinové nadrodin€ chromatin remodela¢nich faktord - SWI2/SNF2. V soucasnosti tato
nadrodina ATP4z sestava ze Ctyt zakladnich podrodin (ISWI, SWI/SNF, CHD, INO&0), jejichz
zastupci se od sebe lisi predevsim sloZenim jednotlivych funkénich domén v molekule peptidu
(10, 11). V literarnim piehledu této prace se budu déle zabyvat pouze chromatin remodela¢nimi
faktory z (pod)rodiny ISWI, kdy nejprve popisi jejich biologické funkce na trovni buiky a

nasledné zminim vyznam ISWI proteind pro vyvoj tkdni a celého organizmu.
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6.3 ATPazy ISWI a jejich struktura

U savcli mizeme nalézt dva homology podrodiny ISWI a to geny Smarca5 a Smarcal,
které jsou orthology kvasinkovych gent Isw/ a Isw2 (12). Tyto ATPéazy maji velikost pfiblizné
122 kDa a sekvence aminokyselin, kterou jsou tvoieny, je mezi obéma molekulami téméf z
80% identicka. V blizkosti ATPazové domény lezi u téchto enzymi dva autoregulacni motivy,
které strukturné propojuji hydrolyzu ATP s posunem DNA (NegC) a inhibuji hydrolyzu ATP
(AutoN) v ptipad¢, ze ISWI protein neni v interakci s chromatinem (13). Autoregula¢ni motivy
tak slouzi ISWI ATPazam piedevSim pro zvySeni specificity a spradvnému nacasovani
hydrolyzy ATP. Proteiny ISWI dale charakterizuji C-koncové lokalizované domény HAND,
SANT (Swi3 Ada2 N-CoR TFIIIB) a SLIDE (SANT-like ISWI domain), které slouzi k
rozeznani substratu a pro protein-proteinové interakce. Tyto domény napiiklad umoznuji vazbu
s nestrukturovanymi konci histoni H3 a H4 a usnadiiuji interakci s DNA vazanou
v nukleozomech i mimo n¢ viz. obrdzek ¢.1 (14-16). Dalsi vlastnosti HAND-SANT-SLIDE
domén je, ze umoziuji ISWI ATP4zam interagovat s riznymi nekatalytickymi vazebnymi

partnery, s nimiz vytvari tzv. chromatin remodela¢ni komplexy.

6.4 Chromatin remodelacni komplexy, které obsahuji ATPazy ISWI
Remodelaéni komplexy, které obsahuji ATPazu z podrodiny ISWI jsou obvykle
heterodimery viz. tabulka ¢.1. Protein SmarcaS muize byt soucasti az sedmi remodelacnich
komplexti — jmenovit¢ ACF (ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor),
CHRAC (chromatin accessibility complex), WICH (Williams syndrome transcription factor-
imitation switch), B-WICH, RSF (remodeling and sparing factor), NoRC (Nucleolar
remodeling komplex) a Smarca5-kohezinovy komplex. Protein Smarcal byl nalezen jako
soucast dvou remodelacnich komplext - NURF (Nucleosome remodeling factor) a CERF
(CECR2-containing remodeling factor). V soucasnosti se ukazuje, Zze vzhledem k vysoké mife
podobnosti obou ISWI proteinil, mohou tyto ATPazy zfejmé interagovat se stejnymi vazebnymi
partnery a mohou tvofit podobné remodela¢ni komlexy (17). Tuto hypotézu podporuje
pozorovani v mysich testes, kde protein Cecr2 pfednostné vytvari remodela¢ni komplex CERF
se Smarca5 (18). Existuje ptedpoklad, ze zastoupeni jednotlivych remodela¢nich komplext
v buiice je dan predevSim individudlni mirou exprese ISWI ATPaz a jejich nekatalytickych
vazebnych partneril (17). A tak napiiklad v mysich testes, kde je gen Smarca5 exprimovan ve
vyrazné vyss§i mife nez gen Smarcal (12), pravdépodobné budeme pozorovat vyssi relativni

zastoupeni remodelac¢nich komplext CERF obsahujicich protein Smarca$ oproti Smarcal.
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Funkci vazebnych partneri v remodelacnich komplexech je predevSim stimulovat,
regulovat nebo dale ménit substratovou specifitu ISWI ATPazy (19). Naptiklad nekatalytické
podjednotky z proteinové rodiny BAZ (Bazla/Acfl, Bazlb/Wstf a Baz2a/Tip5), které
interaguji s proteinem SmarcaS skrze podoblast jeho domény SLIDE zvanou AID (ACF
interacting domain) (20), obsahuji ve své molekule jest¢ PHD finger doménu a bromodoménu
(viz. obrazek ¢.1). Tyto motivy schopné rozeznat posttranslaéni modifikace histonti déle
roz$ifuji schopnost ISWI proteind ,,¢ist* histonovy kod a zaroveil jim umoziuji ménit jejich
chromatinovou lokalizaci a uc¢ast v odlisSnych biologickych procesech (21). Diky vazebnym
partneriim tak mohou ISWI proteiny zastavat rtizné biologické role, které se odviji od toho,
s jakou partnerskou molekulou jsou momentalné v komplexu. Mezi hlavni bunééné procesy,
kterych se ISWI komplexy ucastni, a které budou do vétsi podrobnosti probrany v nésledujicich
odstavcich, jsou regulace transkripce, replikace DNA, opravy poSkozené DNA, a udrzovani

globalni struktury chromozoml.

Composition of the known mammalian ISWI complexes.

Complex ISWI (gene/ Non-catalytic interacting partners (gene/
protein) protein)

ACF Smarca5/Snf2h Bazla/Acf-1

CHRAC Smarca5/Snf2h Bazla/Acfl; Chracl/Chracl5; Pole3/
Chracl7

NoRC Smarca5/Snf2h Baz2a/Tip5

RSF Smarca5/Snf2h Rsf1/Rsf-1

WICH Smarca5/Snf2h Baz1b/Wstf

SNF2H-cohesin Smarca5/Snf2h Rad21, SMC1/3, SA1/SA2, and proteins of
NuRD complex proteins

CERF Smarcal/Snf2] Cecr2/Cecr2

NURF Smarcal/Snf2l Bptf/Bptf; Rbbp7/RbAp46; Rbbp4/RbAp48

Tabulka ¢.1: Tato tabulka obsahuje seznam doposud znamych chromatin remodelacnich
komplexa, které obsahuiji katalytickou podjednotku z rodiny ISWI (bud protein SMARCAS nebo
SMARCA1). Interakcni partnefi ISWI proteinl vtéchto komplexech, jsou vyjmenovany
v pravém sloupci. Pfevzato z publikace (22).

19



Literarni prehled

AutoN NegC HAND-SANT-SLIDE
svez (1 0 b |
SNF2L B PHO finger B wac
. BromodomainD AT-hook
Interacting QO saz I waxz
partners @ oor

Acf1 162 kDa
BPTF. l m I:.] 350 kDa
CECR2 DU .] |1so kDa
Tip | [11@ OIT TTO TN M]z0k0a
wsTe W@ 0 MN Jno

Rsf1 D I |154 kDa

Obrazek ¢.1: Schematické znazornéni proteint z rodiny ISWI (horni ¢ast) a jejich interakénich
partner(l z proteinové rodiny BAZ (dolni ¢ast). ISWI proteiny SMARCAS5 (SNF2H) a SMARCA1
(SNF2L) maji z 80% stejnou sekvenci aminokyselin a obsahuji identické funkéni proteinové
domény. Regula¢ni motivy AutoN a NegC slouZi pfedevsim k inhibici hydrolyzy ATP (AutoN) a
inhibici ATP zavislé translokace (NegC) v ptipadé, Ze neni ISWI ATPaza v kontaktu se svym
substratem (13). Evolu¢né konzervovana ATPazova doména a HAND-SANT-SLIDE motivy jsou
také vyobrazeny. Struktura partnerskych protein( z rodiny BAZ (Bazla/Acfl, Bazlb/Wstf a
Baz2a/Tip5) a jejich pfibuznych molekul je ukdzana vdolni ¢asti obrazkd vcetné jejich
molekuldrnich velikosti. BAZ domény slouzi pro interakci s ISWI ATP4zami. Bromodoména je
vazebny motiv, ktery slouZi pro rozezndni acetylovanych lyzin na nestrukturovanych koncich
histon( (23). U PHD finger (Plan homeodomain) domén se predpokladd, Ze zprostifedkovavaji
kontakt s dalSimi proteiny a v koordinaci s bromodoménou zfejmé umoZnuji rozeznani
histonovych modifikaci napf. H4K16Ac (20, 24, 25). WAC motiv je nutny pro efektivni vazbu
BAZ-ISWI komplex(i na DNA (26). AT-kotva a DDT domény také pravdépodobné usnadnuji
partnerskym molekuldm ISWI ATPaz vazbu k DNA (27). Obrazek prevzat z publikace (22).

6.5 Role proteini ISWI v regulaci transkripce

Diferenciace progenitorti je doprovazena velkymi zménami v genové expresi, kdy se
umlcuji geny typické pro ¢asny vyvoj a soucasné se spousti exprese tkanoveé-specifickych gent
charakteristickych pro terminalné diferenciovana stadia. Témto zméndm v genové expresi vzdy
pfedchazi i1 lokdlni zmény chromatinové struktury na Urovni jednotlivych gend. Moderni
metody sekvenace DNA fragmentil ziskanych metodou chromatinové imunoprecipitace (ChIP-
seq) naznacuji, Ze Ucast ISWI proteinlt v lokélni regulaci exprese mize byt jednou z jejich
hlavni funkci. Tato metoda byla poprvé vyuzita k celogenomovému urceni mist vazby ISWI
proteinti u zvifecich modeld octomilky a mysi (28, 29). Bylo zjisténo, Ze v ptipad¢ octomilky

se protein ISWI (na rozdil od savct, u kterych se vyskytuji dva ISWI proteiny, méa octomilka
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pouze jeden homolog) objevuje ptfedevSim v oblastech koédujicich gent (925 mist z 1176
identifikovanych) a to preferencné v mistech jejich regulacnich oblasti ptiblizné 300 bp za
transkripénim startem (29). Podobné vysledky byly dosazeny i u mysi. Témet 60% vSech mist
genomu, ve kterych se savci ortholog ISWI (protein Smarca5) vyskytoval, tvofily genové
oblasti a z toho vice jak polovinu tvofily jejich promotory (28). Statisticky nejvyznamnéji se
pak protein Smarca5 vazal do sekvence, kterd odpovidala vazebnému konsenzu transkripéniho
faktoru CTCF (35% vSech mist) (28). Jak uz bylo nastinéno v pfedchozim odstavci, chromatin
remodelac¢nim faktorim obvykle schéazi vnitini schopnost rozeznat specifické sekvence DNA.
Do mist jejich potieby jsou pak cileny sekvencné specifickymi DNA vazebnymi proteiny nebo
postransla¢nimi modifikacemi histonii. Biochemické studie na lyzatech bun¢k HeLa ukazaly,
ze je protein SMARCAS schopen vazat se na di- a tri-methylované histony H3 na lyzinu 4 (30).
Také u partnerskych molekul proteini ISWI byla prokazana schopnost vézat modifikaci
H3K4Me3 svoji PHD finger doménou (komplex NURF) a dale acetylaci H3K16Ac svoji
bromodoménou (komplex NoRC) (25, 31, 32). Popsané histonové modifikace se objevuji
predevsim na 5” konci transkripéné aktivnich gent (7), coz dale podtrhuje vyznam chromatin
remodelacnich komplexti ISWI v regulaci transkripce a ziejmé& 1 vysvétluje jejich pfitomnost
v oblastech kolem transkripcnich starti.

Jakym zptuisobem, ale chromatin remodelacni faktory (pod)rodiny ISWI reguluji
genovou expresi? V regulaci genové exprese (at’ uz inhibi¢ni nebo aktivacni) se zfejme vyuziva
jejich vlastnost posouvat nukleozomy podél vldkna DNA napf. v promotorovych oblastech, kde
pozi¢ni zmény nukleozoml piimo souviseji s transkripéni aktivitou genl (33). DalSim
zpusobem, jak mohou tyto komplexy regulovat genovou expresi, je heterochromatinizovat
DNA sekvence (34), jejichz exprese by byla pro buiiku nepotfebnd nebo nezddouci a
heterochromatinovou strukturu dale udrzovat (35-37). Nejpodrobnégji byla role v regulaci
transkripce popsana u komplextt ACF, WICH, NoRC a NURF (obrazek ¢.2). Poznatky tykajici
se téchto komplexti budou v nasledujicich odstavcich podrobné rozepsany.

Komplex ACF tvofi dvé podjednotky — katalytickou cast tvoii protein Smarca5 a
nekatalytickou protein Acfl/Bazla (38). Obvykly zpiisob, kterym se studuje funkce chromatin
remodelacnich komplexli v buiikdch je pozorovani rozdilii mezi kontrolni buné¢énou linii a
stejnou linii po depleci ISWI ATPazy nebo jejiho interakéniho partnera. Napiiklad u
farmakologicky aktivované mysi linie T bunécného lymfomu EL4, byla po depleci proteinu
Smarca5 pozorovana zvySend hladina mRNA pro interleukin-2 (IL-2), IL-5, IL-13 a IL-17A
(39). Deplece Smarca$5 dale vyvolala snizeni transkriptu pro IL-3, coZ miiZe naznacovat vyznam

tohoto proteinu v aktivaci a soucasné i represi linioveé specifické genové exprese. Autofi této
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prace dale ukazali, ze ve studovanych genech se protein Smarca5 vyskytuje spolecné
s vazebnym partnerem Acfl a odvodili, ze spole¢ny komplex obou proteini (komplex ACF)
ziejme piimo reguluje expresi zminénych cytokinti (39). Komplex ACF se déle ucastni regulace
gentl, jejichZz exprese je reprimovana korepresorem jadernych receptort N-CoR (angl. the
nuclear receptor corepressor) (40, 41). Korepresor N-CoR interaguje s jadernymi receptory II.
tiidy (napf. receptor pro thyroidni hormon nebo vitamin D3) v dobé&, kdy pfislusny receptor
postrada svoji molekulu ligandu a aktivné blokuje transkripci jeho responzivnich genti. Ukazuje
se, ze do promotoru reprimovanych gent pfinasi N-CoR spolecné s histonovou deacetylazou 3
(HDAC3) i chromatin remodela¢ni faktor Smarca5 a jeho partnerskou molekulu Acfl (40, 41).
Oba proteiny (Smarca$5 i Acfl) zde pomahaji udrzovat transkripéné represivni stav chromatinu,
protoze v piipadé¢ jejich deplece se indukuje exprese gend reprimovanych proteinem N-CoR.
Podobné i1 navazani molekuly ligandu na jaderny receptor doprovazi uvolnéni proteinu Acfl
(komplex ACF) z promotorovych oblasti reprimovanych gentll a objevuji se zmény ve struktuie
chromatinu, jez souvisi s aktivni transkripci (41). Chromatin remodelacni komplex ACF se tedy
ucastni aktivace a represe strukturnich geni a muze byt spusténa signaly pfichazejici z vné
buiiky (napt. hormonaln¢).

Komplex WICH tvofi dvé podjednotky — katalytickou ¢ast tvoii ATP4za Smarca5 a
nekatalytickou protein Wstf/Baz1b (42). Tento chromatin remodelacni komplex hraje dul roli
ve vytvafeni a udrzovani struktury heterochromatinu (viz. dale). Pokud je ,,adrzba“
hetrochromatinové struktury v disledku ztraty WICH komplexu naruSena, dochazi k deregulaci
exprese mnoha strukturnich gend. Piikladem miiZe byt prace, ve které autoti pouzili k inaktivaci
genu WSTF nukledzu fizovanou s DNA vazebnou doménou zinkového prstu (angl. ZNF-
nuclease) (37). Delece genu WSTF u studovanych bunék RPE1 (imortalizovana linie
epitlidlnich bungk retiny) vyvolala signifikantni zmény v expresi pfiblizn¢ 515 transkripil (z
celkem 45tis). Tato expresni data naznacila, ze remodela¢ni komplex WICH je ziejme soucasné
aktivatorem 1 represorem transkripce, protoZe ze zminénych 515 transkripti jich 173 bylo
zvyseno a 342 snizeno (37).

Z analyz bunécného extraktu bun¢k HeLa bylo zjisténo, Ze komplex WICH interaguje s
dal$imi Sesti molekulami [faktorem sestfihu RNA - proteinem Sf3b155/SAP155, RNA
helikdazou II/Gua, transkripénim faktorem Mybbpla (Myb-binding protein la), enzymem
ucastnicim se oprav DNA - proteinem CSB (Cockayne syndrome protein B) a protoonkogenem
Dek] za vzniku mnoha-podjednotkového komplexu o molekularni hmotnosti 3 MDa, jez autofii
nazvali B-WICH (43). Komplex B-WICH byl nalezen v oblasti genli pfepisovanych RNA
polymeréazou III kodujicich 5S rRNA a 7SL RNA. Data této prace naznacuji, ze chromatin
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remodelacni aktivita komplexu B-WICH mé stimula¢ni funkci pro transkripci geni
prepisovanych touto polymerdzou (43). Dalsi prace ukazaly, ze se mize B-WICH ucastnit
regulace transkripce ribozomalnich genti (rDNA) (44). Komplex B-WICH byl objeven
v promotorové 1 kodujici oblasti 45S RNA, kde asocioval s RNA polymerazou I. Podobné¢ jako
v ptipadé¢ RNA pol. III prepisovanych gent i zde pravdépodobné funguje jako stimulator
transkripce (44). V souhrnu, ISWI ATPaza Smarca5 mtze v komplexu WICH, podobné¢ jako
v komplexu ACF, regulovat transkripci strukturnich genii pepisovanych RNA polymerazou II
(37), zaroven ale mtize slouzit jako aktivator (a represor soucasné viz. dale) nestrukturnich genti
piepisovanych RNA polymerazou III a I zfejmé v diisledku metabolickych potieb bunky.

Dalsim chromatin remodelacnim komplexem, ktery je schopen regulovat transkripci
rDNA je proteinovy komplex NoRC. Komplex NoRC je slozeny ze dvou podjednotek Smarca5
a Tip5/Baz2a. Piivodné byl tento komplex objeven v kolokalizaci s transkripénim faktorem, jez
je specificky pro jadérko — proteinem UBF (angl. upstream binding factor) (45). Data
naslednych praci ukazala, Ze komplex NoRC hraje v regulaci transkripce rDNA (45S RNA)
opacnou ulohu nez komplex B-WICH, tedy jako represor transkripce (46). Mechanizmem této
genové represe je vytvoreni kodu typického pro heterochromatin napt. hypoacetylace histoni
H4, methylace DNA, methylace histonu H3 na lyzinu 9 (H3K9) v promotorech geni rDNA
(25, 33, 46). Ukazalo se, ze protein Tip5 vyzaduje pro vazbu do promotorovych oblasti IDNA
acetylovany histon H4 na lyzinu 16 (H3K16Ac), ktery rozeznava svoji bromodoménou (25).
Protein Tip5 pak do mist promotoru pro rDNA pfinasi chromatin remodela¢ni faktor Smarca$,
DNA methyl transferazy (DNMT1 a DNMT?3) a histonové deacetylazy (HDAC1), které dale
pomahaji vytvofit transkripéné neaktivni formu chromatinu (25). Epigenetické umlcovani
exprese rDNA gend komplexem NoRC je také doprovazeno posunem nukleozomii do pozic,
které nejsou vyhodné pro spusténi transkripce (33). NoRC je tedy komplex transkripcné
inhibi¢ni a k umlcovani exprese rDNA vyuziva jednak svoji chromatin remodela¢ni aktivitu a
dale pak schopnost nepfimo ménit epigenetickou informaci uloZenou v postransla¢nich
modifikacich histon a methylaci DNA.

Komplex NURF se sklada ze c¢tyf podjednotek — ATPazy Smarcal, nekatalytické
podjednotky Bptf (angl. Bromodomain PHD finger transcription factor) a dvou proteint
asociovanych s proteinem retinoblastoma (RbAP48/46) (47). Studie vyuzivajici metodu DNA
sekvenovani pro studium celogenomové distribuce nukleozomii ukazuji, Ze delece genu Bptf
v makofazich octomilky vyvold nukleozomalni translokace v oblastech genovych enhancert,
insulatorti a transkrip€nich startd transkripéné aktivnich genti (48). Ukazuje se, ze komplex

NUREF je do regula¢nich oblasti genl pfinasen spolecné s dilezitymi transkripcnimi faktory.
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Podobné jako v ptipadé ATPazy Smarca5 se protein Bptf (komplex NURF) vyskytuje
v oblastech rozeznavanych transkripénim faktorem CTCF a kohezinem, kde spole¢n¢ s t€émito
proteiny ziejm¢ pomaha regulovat tkanove specifickou genovou expresi (49). Dalsi prace
ukazuji, ze protein Bptf interaguje s transkripénim faktorem c-Myc v promotorovych oblastech
jeho responzivnich genli a poméhd mu aktivovat jeho transkripéni program (50). V souhrnu,
chromatin remodela¢ni komplexy podrodiny ISWI jsou vyznamnymi regulatory genové

exprese a to jak strukturnich, tak i protein nekddujicich genti.

RNAP Il RNAP II
transcription transcription

DNA replication/repair

Obrazek ¢.2: Schematické zndzornéni chromatin remodelacnich komplexd proteinové rodiny
ISWI. Diagram rozdéluje jednotlivé ISWI komplexy podle jejich bunécné funkce do tfech
kategorii: 1) komplexy, které se ucastni oprav DNA a jeji replikace, 2) komplexy, které reguluji
transkripci protein kodujicich gend RNA polymerdzou Il a 3) komplexy, které se ucastni
regulace exprese genl transkribovanych RNA polymerdzami | a lll. Pfevzato z (51).

6.6 ISWI komplexy v remodelaci chromatinu v pribéhu replikace DNA
Replikace je proces, ktery vyuziva aktivitu chromatin remodelacnich komplexti nejen pro
snaz§i pruchod replika¢niho apardtu skrze strukturu chromatinu, ale také pro zdvojeni
epigenetické informace mezi ob€ nové vznikajici vldkna DNA. Epigeneticka informace ukryta
v posttranslacnich modifikacich histonovych N-koncii a v rozmisténi nukleozomii na DNA
musi byt replikovana podobné jako geneticka informace, aby byla zachovana liniové specificka

exprese gend, diferenciacni status buniky a integrita genomu (52). Procesu replikace se ucastni
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chromatin remodela¢ni komplexy ACF a WICH (obrazek ¢.2) a oba komplexy v ném maji
ziejm¢ odliSnou ulohu. Naptiklad snizeni exprese proteini ACF1 a SMARCAS v buiikach
HeLa zpomaluje jejich bunéény cyklus a inhibuje replikaci vysoce kondenzovanych oblasti
chromatinu predevsim centromer v pozdni ¢asti S faze bunécného cyklu (53). Zajimavé je, ze
po aplikaci  hypometylacniho  ¢inidla  5-aza-2-deoxycytidinu,  ktery  castecné
,.dekondenzuje* heterochromatin téchto oblasti, dochdzi ke zruseni inhibice replikace. Popsana
data naznacuji, ze je komplex ACF v mistech probihajici replikace dulezity ptfedevSim pro
otevirani vysoce kondenzovanych heterochromatinizovanych sekvenci DNA (53).

Komplex @~ WICH se  podobn¢ jako  komplex  ACF  objevuje v
heterochromatinu pericentromerickych oblasti v dobé, kdy jsou tyto oblasti replikovany tedy
v pribéhu stfedni, pozdni a velmi pozdni S faze bunécného cyklu (42, 54). Experimenty
v bunikach HeLa ukdzaly, ze do mist replikace je komplex WICH cilen skrze piimou vazbu
s helikdzou PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (54). Umlceni exprese proteinu WSTF
v experimentadlni  bunééné linii vedlo ke globdlnimu nabohaceni chromatinu
heterochomatinovym proteinem 1 (HP1) a histonovymi modifikacemi, které jsou specifické pro
heterochromatin  (napt. H3K9Me3, H3K27Me2). Vzhledem ktomu, Ze popsana
globalni heterochromatinizace byla pozorovana az po replikaci, autofi usuzovali, ze komplex
WICH slouzi ptedev§im ke kopirovani a udrzovéani oteviené struktury chromatinu noveé
replikované DNA (54).

Protein Smarca5 (pfisluSnost ke zminénym chromatin remodelacnim komplextim nebyla
popsana) se zfejme Ucastni 1 remodelace chromatinové struktury v oblasti replikacnich pocatkt
v prubéhu G1 faze bunécného cyklu (55). Bylo ukdzano, Ze je tato ATP4za do mist replikacnich
pocatki pfinaSena proteinem Cdt1 (Cdc10-dependent transcript 1) a svoji remodela¢ni aktivitou
zde usnadiiuje nasedani MCM (minichromosome maintenance) proteind pro efektivni vznik
pre-replikacniho komplexu. Autoti dale pozorovali (podobné jako u komplexi ACF a WSTF)
zpomaleni S faze bunétného cyklu po depleci Smarca5 (55). Pfitomnost proteinu Smarca5 byla
dale prokazana i v ptipad¢ virovych (herpes simplex virus 1) nebo z virti odvozenych (Epstein-
Barr virus) replikacnich poc¢atki a deplece této ATPazy ve virem infikovanych buiikach vedla
ke snizeni intracelularniho mnozstvi virové DNA a proteinii (56, 57).

V souhrnu vyse popsané prace ukazuji, Ze tilloha proteinu Smarca5 a ISWI remodela¢nich
komplexti v procesu replikace muze byt mnoha uroviiovd. Od regulace pfistupnosti
chromatinové struktury replikaénimu aparatu, po ucast ve vytvoreni pre-replikacniho komplexu
v mistech pocatkl replikace, az po obnovu chromatinové struktury a epigenetické informace

nasledné po replikaci.

25



Literarni prehled

6.7 Vztah proteinti komplexii ISWI k opravam DNA

Vzhledem k nutnosti bunék uchovadvat a pienaSet geneticky materidl v nezménéné
podobé do dalsich generaci, vyvinuly se v evoluci mechanizmy schopné rozeznat, oznacit a
opravit poskozeni DNA. Souhrnné se tyto mechanizmy oznacuji jako odezva na piitomnost
poskozené DNA v buiice (angl. DNA damage response - DDR). Pro DDR je zcela zasadni, aby
byla remodelaci zajiSténa piistupnost chromatinové struktury v misté poskozeni DNA napf.
signalnim molekuldm, jez oznaci misto poSkozeni a nasledné mechanizmiim, které¢ poskozené
misto na DNA opravi. Remodelace chromatinu se vSak uplatiiuje i po usp€sSném opraveni mista
poskozené DNA, kdy je nutné chromatinovou strukturu vratit do pivodniho stavu a regenerovat
epigenetickou informaci (58). Protein SMARCAS5 a jeho vazebni partnefi byli studovani
predev§im v opravach dvouvldknovych zlomi DNA, které jsou zajistovany dvéma
enzymatickymi drahami — homologni rekombinaci (HR) a spojovanim nehomolognich koncli
DNA (NHEJ; angl. nonhomologous end-joining). Obou procesii oprav poSkozeni DNA a
celkové DDR se ucastni stovky molekul. Vztahy jednotlivych molekul ¢i mechanismy jejich
vzajemného fungovani jsou velice slozité a nelze se s nimi vzhledem k limitovanému prostoru
tohoto literarniho ptfehledu dopodrobna zabyvat. Popis ISWI komplexi v DDR proto bude
omezen pouze na obecné informace, které se k nim vztahuji.

Autofi vétSiny soucasnych publikaci, ktefi se zabyvaji studiem komplexi ISWI
v opravach poskozené DNA popisuji, ze lidské bunécné linie vykazuji po depleci ATPazy
SMARCAS ¢i jejich interakEnich partnerit ACF1 a RSF1 vyraznou citlivost ke genotoxickému
stresu (59-63). PotlaCeni exprese zminénych proteinti zpiisobuje vyraznou citlivost bunck
k dvouvldknovému preruseni DNA (vyvolané napf. rentgenovym zatfenim ¢i bleomycinem) v
disledku inhibice mechanizmi, které tato poskozeni opravuji (59-63). Ukazuje se, ze se ISWI
komplexy ucastni oprav DNA piimo. Metodami fluorescenéni mikroskopie, které umoznuji
studovat buné¢nou lokalizaci proteintl a jejich dynamiku in vivo, bylo opakované ukazano, zZe
se podjednotky ISWI komplexi (napt. proteiny ACF1, SMARCAS a SMARCA1) akumuluji
v mistech dvouvlaknovych zlomi spoleéné s dalsimi molekulami DDR a to velmi rychle,
v fadech desitek vtefin po indukci poskozeni (62, 64). Jakou funkci v opravach DNA ISWI
komplexy zastavaji? Publikace popisuji, ze se zminénému naruSeni mechanizmt oprav DNA
po depleci podjednotek ISWI komplexii dd4 v mnoha ptipadech piedejit aplikaci latek
rozvolnujicich chromatinovou strukturu (napf. chlorochin, trichostatin A a hypotonicky pufr)
(60, 65, 66). Obecné se tedy da fici, ze ISWI komplexy hraji ulohu v otevirani chromatinu

v mistech poSkozeni DNA. Toto tvrzeni je ovSem velmi zjednodusené a pro detailni popis
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funkci proteini ISWI v opravach DNA, které budou rozepsany v nasledujicich odstavcich,
bude nutné i stru¢né popsat vztahy mezi nékterymi proteiny, jez se téchto oprav ucastni.

Bunééné reakce na dvouvldknové poSkozeni DNA sméfuje predev§im k aktivaci
signalnich drah, které zastavi buitku v dané fazi bunécného cyklu a déle k navazani proteint
oprav v misté, kde k pferuSeni DNA doslo. Jeden z prvnich proteinovych komplext, ktery se
v mist¢ poSkozeni utvofi, je komplex MRN (slozen z proteinii Mrel1, Rad50, Nbsl) a jeho
ukolem je aktivovat protein kindzu ATM (angl. Ataxia telangiectasia mutated). Tato kindza
nasledné fosforyluje stovky bunécnych proteind, které hraji lohu jak v zastavé bunécného
cyklu (napt. p53), tak i v naslednych opravach dvouvldknovych zlomi na DNA (viz dale).
histonu na serinu 139 (oznacuje se jako YH2AX) je typickym znakem chromatinu v misté
poskozeni DNA (shrnuto (67)).

Histon H2AX za normalnich okolnosti tvoii pfiblizné 20% histonli varianty H2A a 2%
vSech histont v buiice (68). Ukazuje se, ze moznym mechanizmem udrzovani takto relativné
nizké intracelularni hladiny H2AX je jeho postranslatni degradace v proteazomu (69).
Degradace histonu H2AX je ovSem pferusena v okamziku indukce poskozeni DNA a zda se,
Ze se tohoto procesu ucastni i protein SMARCAS vcetné kindzy ATM a histonové deacetylazy
SIRT6 (Sirtuin6) (69). SMARCAS spolecné s proteinem SIRT6 ziejmé zajistuji inkorporaci
H2AX do chromatinu v mistech poskozeni DNA. Pro stabilizaci histonu H2AX a zastaveni jeho
degradace je nutnd fosforylace na Ser 139, kterou zajistuje ATM. (69).

Nasledné po fosforylaci kindzou ATM je histon YH2AX rozeznavan proteinem MDCI,
ktery slouZi jako platforma pro interakci s dalSimi proteiny napf. s jiz zminénym komplexem
MRN-ATM (fosforyluje histony H2AX do vzdalenosti az stovek kilobazi od mista poSkozeni)
nebo s E3 ubiqutin ligdzami RNF8 a RNF168. Ubiqutin ligdzy RNF8 a RNF168 pak spolu
v kooperaci polyubiqutinuji (tato modifikace nevede k degradaci v proteazomu) vétSinu variant
histonu H2A (v¢etné¢ H2AX) a podobné jako v ptipadé¢ YH2AX se tato modifikace objevuje
desitky kilobazi od mista poSkozeni DNA a slouzi jako vazebna struktura pro interakci s dal§imi
proteiny oprav (napi. BRCA1 ¢i 53BP1) (70). Soucasné prace ukazuji, ze protein SMARCAS
mize piimo interagovat s RNF168 v mist¢ poSkozeni DNA a zajiStovat akumulaci této
ubiquitin ligdzy v chromatinu (62). Vzdjemna interakce obou proteinil je zavisla na poly(ADP-
ribosy)laci (zkracené PARylaci) ubiquitin ligazy RNF168, kterou zajistuje enzym PARPI.
Zajimavé je, enzymaticka aktivita proteinu PARP1 umoZiiuje v mistech poskozené DNA vazbu
i remodelacnimu komplexu z podrodiny CHD - NuRD (71). PARylace chromatinu se proto zda

byt jeden z dilezitych mechanismi, kterym jsou chromatin remodela¢ni komplexy pfinaSeny
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do mist dvouvlaknovych zlomi na DNA. Dale se ukazuje, Ze SMARCAS mize byt do mist
poskozené DNA piindSen i zminénou deacetyldzou SIRT6, jez se objevuje v mistech
dvojtetézcovych zlomii jako jeden z prvnich faktori (61). V souhrnu, pocatek oprav
dvouvldknovych zlomi DNA vyzaduje navazani chromatin remodelujicich aktivit vcéetné
proteinu SMARCAS a rozsahlé posttranslacni modifikace histonli a proteini oprav v misté
poskozeni DNA.

Jak uz bylo feceno v tivodu, opravy dvouvlaknového poskozeni DNA zajist'uji u savci
dvé drahy — HR a NHEJ. Homologni rekombinace je piesnd oprava zlomui na DNA, ktera
obvykle negeneruje mutace v mist¢ poskozeni DNA. Ukazuje se, Ze v mistech oprav
mechanizmem HR se protein SMARCAS objevuje poté, co se do téchto mist navaze E3
ubiquitin ligiza RNF20 (60, 66). Autofi popsanych praci naznacuji, Ze mono-ubiquitylace
histonu H2B na reziduu 120 (lyzin), kterou u savct v pribéhu DDR zajistuje pravé ligaza
RNF20 (v heterodimeru s ligaizou RNF40), mize fungovat jako dalS$i mechanizmus pro
prinaseni remodelacnich aktivit SMARCAS do chromatinu poskozené DNA (60, 66, 72). HR
vyzaduje upravu konci DNA na obou stranach zlomu, kdy se za pomoci 5'-3" exonukleazové
aktivity vytvoii dlouhé jednovldknové meziprodukty, které nasledné slouzi pro hledani
homologni sekvence na sesterské chromatidé. Homologni sekvence sesterské chromatidy slouzi
jako vzor, podle kterého se poskozeni DNA opravi. Procesu vytvotfeni jednovladknovych
meziproduktii DNA se ucastni mnoho molekul a bylo ukazano, ze deplece proteinu SMARCAS
vazbu nékterych téchto molekul (napi. RPA, RADS51 a BRCAT) na volné konce pferusené DNA
inhibuje (60).

NHE] je zptisob oprav dvouvldknovych zlomt, ktery nevyzaduje ani homologni sekvenci
ani rozsahlé Upravy koncit DNA jako HR. Tim, Ze se nukleotidova sekvence neopravuje podle
vzoru, mize dochéazet k mutacim obvykle inzercim nebo delecim, které v ptipad¢, Ze vyskytnou
v kédujici genové oblasti, mohou zpusobit ztratu produkce piislusného proteinu. NHEJ oprava
zacina nejprve tim, Ze dojde k rozeznani a vazbé heterodimeru Ku70/80 na kazdy z obou
volnych konctit DNA. Nékteré studie ukazuji, Ze remodela¢ni komplex ACF fyzicky interaguje
s proteinem Ku70 (skrze jeho podjednotku ACF1) a pomaha akumulovat heterodimer Ku70/80
(NHEJ) v oblasti dvouvlaknovych zlomii DNA (59). Proteinovy komplex Ku70/80 nasledné
umozni piiblizeni volnych koncii DNA k sobé a indukuje vytvoieni vazebného mista pro
katalytickou podjednotku na DNA zavislé protein kindzy (DNA-PK). Po vazbé¢ DNA-PK do
tohoto mista dochazi k aktivaci jeji kindzové aktivity, ktera stimulacné fosforyluje nukleazu
Artemis. Nukle4dza Artemis poté svoji 5'-3 exonukledzovou aktivitou za¢ne odstraiiovat kratké

jednotetézcové useky z obou konciit DNA a umozni jejich ,,zatupeni®. Tim se otevie cesta pro
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vazbu proteinu XRCC4 a DNA ligazy IV (LiglV), ktera na konci celého procesu katalyzuje

kovalentni propojeni obou pterusenych koncti DNA (shrnuto (58)).

Studie autorti Xiao a spol. ukazuje, Ze 1 dalsi vazebny partner ATPazy Smarca$, protein
Wstf, mé vyznam v opravach poskozené genetické informace (73). Autofi této prace ptipisuji
proteinu Wstf (vazebny partner proteinu Smarca5 v komplexu WICH) vnitini kindzovou
aktivitu, diky které mize tento protein fosforylovat histon H2AX na reziduu Tyr142. Zminéna
histonovd modifikace je oproti fosforylaci stejné varianty histonu H2 na Ser139 (YH2AX)
pritomna v chromatinu jesté pted tim, nez k poskozeni DNA dojde a s indukci poSkozeni se
modifikace zchromatinu vytraci (73). Zda se, ze je udrzba této chromatinové
,»znacky* proteinem Wstf diilezita z hlediska provedeni ¢asné chromatinové remodelace tésné
po vzniku poskozeni DNA. Deplece proteinu Wstf v mySich embryondlnich fibroblastech
(MEF) déle zpisobuje (mechanizmus neni popsdn), ze se z mist dvojfetézcovych zlomi
predcasné vytraci modifikace YH2AX, kterd je nutna k efektivnimu dokonceni DNA oprav.
Autofi prace shrnuji, Ze protein Wstf nema vliv na vznik yYH2AX (tak, jako v ptipadé
fosforylace histonu H2AX na Tyr142), ale pokud se jiZ tato histonova modifikace v chromatinu
objevi, Wstf slouzi jako jeji ,,0drzbar*.

Komplex RSF se skldda ze dvou podjednotek — katalytické Smarca5 a nekatalytické
RSF1 (74). Protein RSF1 se podobné jako protein SmarcadS akumuluje v mistech
dvojtetézcovych zloml na DNA a uplatiiuje se jak v opravach mechanizmem homologni
rekombinace tak i NHEJ (75, 76). Tento protein muize byt zfejmé fosforylovan kindzou ATM
na nékterém z jeho pSQ motivi a fosforylace je zaroven nutna k vazbé RSF1 do mist poskozeni
DNA (63). Na RSF je zajimavé, Ze na rozdil od ostatnich ISWI komplexi, které jsou schopné
,»pouze remodelovat chromatin in vitro, tento komplex navic umi chromatinovou strukturu
vytvaret. Protein RSF1 nese tzv. histon chaperonovou aktivitu (vaze H3-H4 tetramer), kterou
je mozné vyuzit pro ndhodné umistovani histonti na vlakno DNA. Smarca$5 pak témito ndhodné
umisténymi nukleozomy pohybuje, takovym zptisobem, zZe mezi nimi ve vysledku zlstanou
pravidelné rozestupy (77). Protein RSF1 miiZe pouZit svoji histon chaperonovou aktivitu také
pro vyménu riznych histonovych variant v nukleozomech (34). Nékteré prace ukazuji, Ze se
v chromatinu dvouvlaknového poskozeni DNA objevuji i centromerické proteiny CENP-S a
CENP-X (75, 76). Tyto proteiny, které byly v minulosti popsany jako soucast kinetochor ¢i
komplexu proteini Fanconiho anémie pfi opravach kovalentnich propojeni mezi dvéma vldkny
DNA, vytvaii heterotetramerni komplex pfipominajici svou strukturou H3-H4 tetramer (78).

Autofi zminénych praci spekuluji, Ze protein Rsfl miZe diky své histon chaperonové aktivité
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zajistovat vyménu ,,béznych* variant histoni H3-H4 za CENP-S a CENP-X tetramery v
blizkosti poskozeni DNA a tato vyména nésledné usnadni vazbu faktoru NHEJ oprav, proteinu
XRCC4 (75). Nezda se vsak, ze by popsana reakce byla zavisla na proteinu SMARCAS (75).
V pracich zminénych v pifedchozim odstavci, bylo ukazano, ze deplece proteinu RSF1
zvysuje citlivost bunék ke genotoxickému stresu (76). Ukazuje se, ze 1 nefyziologicky nartst
intracelularni hladiny proteinu Rsfl, ktery se objevuje u nékterych nadorovych onemocnéni
(79), ma vliv na genomovou stabilitu. Experimenty s lentivirovym pfenosem transgenniho
konstruktu nesouciho cDNA genu Rsf1, ukazaly, ze neregulované zvyseni Rsfl zpusobuje v
bunécnych liniich akumulaci zlomii v molekule DNA (80). Vznik téchto poskozeni byl zavisly
na vzajemné interakci proteinu Rsfl se SmarcaS (komplexu RSF) a doprovazela ho aktivace
DDR - byla detekovana fosforylace histonu H2AX (YH2AX), aktivace drahy p53, zastava ristu
a aktivace apoptotickych drah (80). Popsana pozorovani naznacuji, Ze intraceluldrni hladiny
proteinu Rsfl a ostatnich interakénich partnert ISWI ATP4z musi byt v dokonalé rovnovaze,
protoze jen tak mohou zajistovat spravnou udrzbu chromatinové struktury a chranit genetickou

informaci pted jejim poskozenim a v pfipadé poSkozeni umoznit jeji efektivni opravu.

6.8 Vliv ISWI komplexti na globalni strukturu chromozomu

Naprosta vétSina genetické informace eukaryotnich buné€k je ulozena v bunééném jadie a
rozdélena do jednotlivych chromosomii. U chromosomti miizeme pozorovat mimo oblasti, jez
koduji genetickou informaci také oblasti, které plni pfedevsim strukturni funkci jako jsou napf.
telomery a centromery chromosomti. Soucasné studie ukazuji, ze se ,,udrzby*“ chromatinové
struktury téchto strukturnich oblasti Ui€astni protein Smarca5 a snim spojené remodelacni
komplexy — RSF, NoRC.

Klicovou ¢asti kazdého chromosomu, ktera mu umoziuje segregovat do dcetinych bunck
v pribéhu mitotického déleni, je struktura centromery. Pro centromery jsou typické oblasti
opakujicich se (repetitivnich) sekvenci tzv. satelitni DNA, na které jsou navazany nukleozomy
se specifickou variantou histonu H3 — centromerickym proteinem A (CENP-A). Ukazuje se, Ze
na stabilitu centromer a piitomnost proteinu CENP-A v jejich chromatinové struktufe ma
vyznamny vliv 1 remodelacni komplex RSF. Deplece komplexu RSF vyvold v experimentalni
bunééné linii (buitkky HeLa) pokles CENP-A proteinu asociovaného s nukleozomy a naruseni
normalniho pribéhu mitoézy (81). Podobné jako v ptipadé oprav dvouvladknovych zlomi na
DNA se i unukleozomt centromerickych oblasti pfedpoklada, ze v nich protein RSF1 uplatiiuje

svoji histon chaperonovou aktivitu, pro vyménu béznych variant histoni H3 za CENP-A (81).
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Pro viabilitu bunék a stabilitu jejich genomu je dale velice dilezité udrzet centromerické
¢i jiné repetitivni oblasti chromozomd, které v pfipadé mysiho genomu tvoti az 44% veskeré
genetické informace (82), ve struktufe heterochromatinu. Repetitivni oblasti mohou podléhat
homologni rekombinaci a umisténi repetic do struktury heterochromatinu je pravdépodobné
jeden zmechanizmt, které zajistuji omezeni pfistupu rekombinacniho aparatu k témto
sekvencim. V piipadé remodelaéniho komplexu NoRC bylo ukazano, ze se i tento komplex
ucastni udrzby chromatinu centromerickych oblasti, tim ze v nich pomahé vytvaret represivni
heterochromatinovou strukturu (35, 36). Pro chromatin centromerickych oblasti je
charakteristickd pfitomnost heterochromatinovych posttranslaénich modifikaci histonti —
H3K9Me3 a H4K20Me3 (82). V experimentalni bunécné linii NIH3T3 s depleci proteinu Tip5
(komplex NoRC) bylo ukazano, ze se tyto histonové modifikace z heterochromatinu satelitni
DNA vytraceji a naopak zvySeni exprese Tip5 v bunikdch vedlo k jejich nabohaceni (35).
Rozvolnéni chromatinu vyvolané absenci komplexu NoRC mélo za nasledek i zvySeni aktivity
homologni rekombinace, protoze analyza oblasti satelitni DNA odhalila ztratu genetického
materialu (35). Ubytek genetického materialu byla specificky pozorovana také v piipadd
dalsich opakujicich se genomickych sekvenci DNA vcetné telomer a ribosomalnich gent (35,
36). S absenci komplexu NoRC se prodluzovala doba bunééného dé€leni, objevovalo se naruseni
struktury mitotického vieténka, v pribéhu anafaze byl detekovan vznik chromozomalnich
mostll a dochdzelo k opozdéni distribuce jednotlivych chromozomt do dcefinych bun¢k (angl.
lagging chromosomes) (35, 36). V soucasnosti se ovSem spekuluje, na kolik jsou data z téchto
in vitro experimentl relevantni, protoze mysi s homozygotni deleci genu Tip5 maji velice mirny
fenotyp. RozmnoZzuji se, rodi se i dozivaji se podobného véku jako kontrolni jedinci (83), coz
je v kontrastu s popsanym naruSenim genomove stability.

Biochemické studie vyuZivajici polynukloezomalni substrat pro studium chromatinové
remodelace ukazuji, Ze komplex ACF ma schopnost interagovat s nukleozomy, které obsahuji
histon macroH2A a katalyzovat pohyb nukleozomu s timto histonem podél vlakna DNA (84).
Histon macroH2A, ktery obsahuje pifiblizné dvakrat tak vétsi doménu na svém C-konci, nez je
on sam (proto ,macro“ vnazvu) (85), se vyskytuje v oblastech Kkonstitutivniho
heterochromatinu a UcCastni se epigentického umlCovani genové transkripce. Jednim
z nejznaméjsich pripadi, kde se histon macroH2A uplatiiuje je, Ze je v pribéhu embryonélniho
vyvoje samic savcil a kazdé replikace samicich bunék pfinasen na jeden z chromozomu X. Data
z popsanych biochemickych studii tedy naznacuji, ze by se komplex ACF mohl na umlcovani

popf. udrzby heterochromatinové struktury na umlc¢eném chromozomu X podilet.
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Protein SMARCAS se dale objevuje v pfimé interakci s proteinem RAD21, coz je
podjednotka kohezinového komplexu (86). Tento komplex je tvofen v zakladu ze Ctyr
podjednotek (SMCI1, SMC3, SA1/SA2, RAD21) a jeho funkci je predev§im v prubchu
mitotického ¢i meiotického d€leni udrzet sesterské chromatidy pospolu do doby nez dojde
k separaci chromozomil. Vazba kohezinu do chromatinu se ukazuje byt zavisla na SMARCAS,
postransla¢nich modifikacich histont (pfedevsim na H3K4Me3) a nizkém methyla¢nim statusu
DNA v misté vazby. V soucasné dobé bylo potvrzeno, ze k interakci mezi kohezinem a
SMARCAS muze dochazet v mistech, které jsou rozeznavany transkripénim faktorem CTCF
(87, 88). Data naznacuji, ze v t€chto mistech pomaha kohezin faktoru CTCF tzv. ,,izolovat®
promotory od svych enhancerti a inhibovat transkripci nékterych genti, coz se ukazuje jako dalsi

nekanonické funkce kohezinu (88).

Text ptedchozich odstavcil byl zalozen predevsim na védeckych publikacich, které pro
studium mechanizmu remodelace chromatinové struktury vyuzivaly bezbunécéné systémy popf.
tkanové linie rostouci v podminkach in vitro. Tyto prace sice poméhaji nastinit mechanizmus
fungovani ISWI komplext v rliznych biologickych déjich ovSem v mnoha piipadech nelze
vyloucit, Ze ke vzniku pozorovanych a v nekterych ptipadech i protichlidnych roli chromatin
remodelacnich faktori miize pfispivat i vybér samotné metody. Naptiklad bylo ukézéano, ze
mira deplece proteinu SMARCAS za pomoci siRNA, ktera mize byt leckdy velmi variabilni,
rozhoduje o vysledné citlivosti bunécnych liniich k induktorim poSkozujicim DNA a o
intenzité bunééné odpovédi na vzniklé poSkozeni (65). Dalsi limitaci studia na tkanovych
kulturéch je, Ze neposkytuji informaci ohledem vyznamu remodelacnich komplexti pro vyvoj
tkani a organismu jako celku. Lze si pfedstavit, Ze proliferujici progenitory budou mit vyssi
citlivost na ztratu remodelacnich komplexti oproti terminalné diferencovanym bunkam, které
se prestaly délit a nevyZaduji replikovat jejich genetickou a epigenetickou informaci. Dale 1
tkanove specifickd mira exprese podjednotek remodelac¢nich komplexii, bude spolurozhodovat
o citlivosti dané tkané¢ ¢i tkanové kultury na depleci konkrétni podjednotky. Pfikladem muze
byt krvetvorba u lidi (i mysi), kde je ve vysoké mife exprimovan protein SMARCAS, zatim co
SMARCALI se zde prakticky nevyskytuje (89). Nelze tedy predpokladat, ze by delece genu
SMARCA1 vyraznym zplsobem ovlivnila krvetvorbu (90). Z popsanych divodi se pro
studium tkanove specifické a vyvojové funkce podjednotek chromatin remodelacnich
komplexti vyuzivaji zvifeci modely s genetickou upravou, kterd umoznuje kontrolovanym
zpisobem regulovat intracelularni hladinu zkoumané podjednotky. Zvifeci modely pak

pomahaji nejenze verifikovat vysledky biochemickych studii, ale soucasné, pokud se pouZzije
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savCi (myS$i) experimentalni model, umoziuji podrobné¢ studovat patogenezi lidskych
genetickych onemocnéni, které jsou spojeny s deleci genii pro podjednotky chromatin

remodelacnich komplexii.

6.9 Role remodelac¢nich faktorii podrodiny ISWI a jejich interak¢nich

partneru v pritbéhu tkanového vyvoje savci

Tkanova exprese remodela¢niho enzymu Smarca5 se oproti ATP4aze Smarcal vyrazné
li$i. Gen Smarcal je exprimovan prakticky ve vSech tkanich dospélé mysi, zatimco transkript
genu Smarcal se objevuje pouze v omezené mife napi. v mozku, déloze, vajecnicich, testes a
nejvice v placenté (12, 91). Odlisna exprese obou ISWI ATPaz naznacuje, Ze se tyto proteiny
mohou odliSovat i ve svych tkanovych a vyvojovych funkcich. Vzhledem k tomu, zZe je
transkripce genu Smarca’ nejvyssi v tkanich s vysokou proliferacni aktivitou a v pribéhu
diferenciace do postmitotickych terminalné¢ maturovanych stadiich klesa, predpokladalo se, ze
protein Smarca5 bude diilezity pfedevsim pro bunéény rist (12). Tento pfedpoklad byl ndsledné
podpoien mnoha dal§imi pozorovanimi nasi i ostatnich laboratofi. Inaktivace genu Smarca5 na
zacatku embryonalniho vyvoje vede k zéastavé rustu buncék vnitini bunéné masy i
trofoektodermu a je pro mys letalni uZ ve stadiu blastocysty (92-94). Cilena inaktivace genu
Smarca5 v progenitorech granularnich neuronli a Purkyiovych bun¢k vede k inhibici jejich
proliferace a vysledné hypoplazii mozecku (95). Podobné delece genu Smarca$5 v progenitorech
o¢ni ¢oCky vede k naruseni vyvoje struktury oka (96). Pti podrobnéjSim pohledu na naruseny
vyvoj tkani v disledku deplece Smarca5 bylo zjiSténo, Ze vyznam tohoto remodelacniho
faktoru nebyl pouze v usnadnéni replikace genetické a epigenetické informace proliferujicich
progenitord, ale pfedevS§im v ustanoveni expresniho programu konkrétnich vyvojovych stadii
(95, 96). A tak naptiklad u vlaknitych bunc¢k ocni ¢ocky mizeme po depleci Smarcas stale
pozorovat bunécnd jadra, protoze se neaktivuje dostatecnd exprese genit Hsf4 a DNasy I,
které se ucastni denukleace (96). Protein Smarca$ je ve vysoké mife exprimovan v testes (12),
kde se ucastni spermatogeneze. Je pifitomen ve spermatocytech v profazi I aZ po stadium
spermatocytli ve stadiu (18, 93). V experimentech, pii kterych autofi indukovali nahodné
mutace (mutagenem N-ethyl-N-nitrosoureou) v germinalnich buitkach mysi byla objevena
hypomorfni alela genu Smarca5, kterd vykazovala naruSeni paterndlniho pfenosu epigenetické
informace na potomky (93). U potomki heterozygotnich samcli na zminénou alelu Smarcas
(W520R) se projevovala nizsi exprese transgenni epistatické allely zdédéné po matce (93).

Protein Smarca5 se tedy zda byt vyvojové dualezitym epigenetickym regulatorem genové
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exprese a v soucasnosti se ukazuje, Ze mechanizmus této regulace je zaloZzen na chromatinové
remodelaci, kterd umoziiuje selektivni vazbu riznym a vyvojové dilezitym transkripénim
faktorim (97).

Jak uz bylo nastinéno v pfedchozim odstavci, proteiny Smarca5 a Smarcal jsou
exprimovany spole¢n€¢ v mozku, a mozek je organ, kde byly podrobnéji popsany i vyvojové
role obou ISWI ATPaz. V mozku myS$i je zastoupeni transkriptu Smarca5 nejvyssi
embryonalné¢ v pribéhu casné neurogeneze a postnatalné, kdy proliferace neuralnich
progenitord ustava, mnozstvi transktiptu Smarca5 klesa. V piipad¢ transkriptu Smarcal byla
pozorovana opacnad dynamika — tedy prenatdlni nizké hladiny a jeho postnatidlni nartst
predevsim v terminalné diferencovanych postmitotickych neuronech (12). Zatimco delece genu
Smarca5 zpusobuje ztratu cyklujicich, mitotickych a replikujicich neuralnich progenitoru,
v pfipad¢ inaktivace proteinu Smarcal se naopak objevuje bunééna expanze a hypercelularita
ptedniho mozku (90). Bylo ukézéano, Ze odstranénim katalytické aktivity ATP4zové domény se
znemozni proteinu Smarcalvykonavat jeho chromatin remodela¢ni aktivitu, zejména pak vazbu
do promotoru genu Foxg! a jeho epigenetického umléeni (90). Ve vysledku tato zména zptisobi,
ze se mySim s inaktivni formou Smarcal prodluzuje doba exprese genu Foxgl Vv
intermediélnich neurdlnich progenitorech, ¢imz se oddali nastup jejich diferenciace, zvysi se
pocet bunécnych déleni, které vede az k nefyziologickému naristu mozkové hmoty. Dal§im
organem, ve kterém jsou oba sav¢i ISWI proteiny spole¢né exprimovany, jsou vajec¢niky (98).
I zde se ukazuje, Ze zvySenou expresi Smarca5 mizeme pozorovat piedev§im ve vysoce
proliferujicich buinikach, konkrétné granuldznich buinikach vyvijejiciho se priméarniho folikulu.
Exprese genu Smarcal se v granuldznich buiikkach objevuje také, ale na rozdil od Smarca5 se
zvySuje az v pribéhu ovulace, tedy v dob¢ kdy granul6zni bunky diferenciuji a zacne se tvofit
corpus luteum. Proces vzniku corpus luteum (Cesky zlutého téliska) z ovarialniho folikulu se
nazyva luteinizace a je doprovazen expresi genu StAR (angl. steroidogenic acute regulatory
protein) diferencujicimi granuloznimi bunikami. In vitro experimenty ukazuji, Ze se Smarcal po
stimulaci diferenciace granul6znich bunék ganadotropnim hormonem objevuje v proximalnim
pomotoru genu St4AR, kde je ptimo vyzadovan pro jeho aktivaci transkripce (98). Smarcal tedy
hraje roli v indukci diferenciace proliferujicich neuralnich progenitorii a granul6znich bunék
ovarii.

Pii analyze fenotypu experimentdlnich zvifecich modell s deleci genli Smarca5 a
Smarcal je ovSem duleZité si uvédomit, Ze ISWI ATPazy mohou byt pravdépodobné
redundantni ve svych bunéénych funkcich. Fenotyp se nemusi pfi deleci jedné ISWI ATPazy

v konkrétni tkani zasadné projevit. Napiiklad v pifipadé delece genu Smarcal pozorujeme
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fenotyp pouze v mozku, pficemz je tento gen postnatalné exprimovan i v jinych tkanich napf.
v testes, ovariich, placenté a déloze (12). Dale je vhodné zminit, Ze klasické ,.knock-outy* genti
ISWI ATPaz maji v mysich tkanich tak zavazné fenotypy (embryonalni letalitu v ptipadé genu
Smarca$, hypercelularitu predniho mozku v piipad¢ Smarcal) nejen proto, ze v bunkach téchto
tkani dochazi ke zruseni individualnich aktivit konkrétni ISWI ATPazy, ale také soucCasné
proto, Ze se prerusi chromatinova remodelace, kterou zajist'uji vSechny remodela¢ni komplexy,
ve kterych se ISWI ATPazy objevuji. Vyuzivanym zptisobem, jak studovat tkanove specifické
funkce jednotlivych chromatin remodelacnich komplexti je, podobné jako v pfipade
biochemickych studii, deletovat nebo modifikovat geny pro partnerské molekuly obou ISWI
ATPaz. V nasledujicich odstavcich budou popsany mysi experimentalni modely s deleci ¢i
hypomorfni zménou v genech pro partnerské molekuly proteini Smarca5 a Smarcal.
Vzhledem k tomu, Ze mutace popt. delece (alespoil heterozygotni) v n€kterych téchto genech
souvisi 1 s vyvojovymi poruchami u lidi, budou tyto geny popsany jako prvni v potadi.

Z klinické praxe je znam piipad onemocnéni Williamsova syndromu, jez je
multisystémové autosomalné-dominantni onemocnéni vyvolané heterozygotni deleci ¢asti
chromosomu 7. V této ¢asti chromosomu se nachazi mimo nékolika dalSich genti 1 gen BAZIB,
ktery koduje jednoho z vazebnych partnert proteinu Smarca5, protein WSTF, s nimZ vytvaii
chromatin remodela¢ni komplexy WICH a B-WICH (99). Protein WSTF se dale objevuje
ve 13-ti podjednotkovém komplexu WINAC, v némz interaguje s remodela¢nimi ATPazami
BRG1 a BRM z podrodiny SWI/SNF (100). Fenotypové projevy Williamsova syndromu zavisi
pfedevS§im na rozsahu delece chromosomu 7, kterd je velmi variabilni a mizZe diky ni dojit
k odstranéni 17 az 28 genii. Zajimave je, ze u pacienti, u kterych nedoslo k deleci genu BAZIB,
nedochazi k vaznym obli¢ejovym zmé&nam, které jsou pro toto onemocnéni typické (101). Gen
Bazlb je u dospélych savcl exprimovan prakticky kazdou tkani (21, 102). Zajimavé je, ze u
homozygotnich mysi, které nesly bodovou mutaci zpiisobujici zdménu aminokyseliny L733R
ve velice evoluéné konzervované oblasti proteinu Wstf, se objevovaly mimo jinych vyvojovych
zmén i kraniofacialni deformace podobné¢ jako u pacientd s Williamsovym syndromem (103).
Zmény vyvolané touto mutaci mély vétSinou za nasledek neonatalni letalitu a homozygotni
jedinci umirali jen nékolik dni po porodu. Mysi model nulové alely Bazlb tato pozorovani
potvrdil (104). Protein Wstf je tedy dulezity pro kraniofacidlni vyvoj a perinatalni
zivotaschopnost savcu.

Pti hledani genti zodpovédnych za vznik syndromu kocic¢iho oka byl mezi tzv. ,,CECR*
geny (angl. Cat eye syndrome critical region genes) nalezen i gen pro protein CECR2, ktery

vytvaii chromatin remodelac¢ni komplex CERF spole¢né s ATP4azou Smarcal (105). Syndrom
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koc¢iciho oka je vzacné vrozené onemocnéni, které je zplisobené amplifikaci oblasti
chromozomu 22 (objevuji se tii az Ctyii kopie oblasti 22q11,2 na bunku) (106). U pacientii
s timto onemocnénim mulzeme pozorovat velmi variabilni fenotypové projevy mimo
vyvojovych vad o¢i také defekty v oblasti obliceje, srdce, ledvin a zfejmé 1 mozku, protoze
pacienti maji obvykle vrozenou mentélni retardaci. Ackoliv je gen pro CECR2 u pacientd se
syndromem kociciho oka pfitomen v amplifikované oblasti chromozomu 22, souvislost zvySené
exprese proteinu CECR2 s patogenezi tohoto onemocnéni nebyla ptimo prokazana. U savct je
gen Cecr? exprimovan v prubéhu embryondlniho vyvoje pfedevSim v nervovém systému
v prub¢hu neurulace (105, 107). Homozygotni mysi s hypomorfni popiipadé nulovou alelou
genu Cecr2 vykazuji defekty vyvoje vnitiniho ucha a exencefalii, kterd je vysledkem selhani
procesu uzavieni neuralni trubice (105, 107, 108). Defekty uzavieni neurdlni trubice pak
vétSinou stoji za perinatalni letalitou homozygott (105). Je potieba fici, Ze penetrance mutace
vgenu Cecr? je proménlivd a velmi zdvisi na pouzitém mySim kmeni, takZe néktefi
homozygotni jedinci pteziji do dospélosti bez vyraznych zndmek vyvojovych zmén. Jednou
z dilezitych zmén fenotypu u ptezivsich dospélych zvitat je snizena plodnost homozygotnich
samci. V dospélosti je protein Cecr2 pfitomny piedevSim v testes (ve vyS$i mife ve
spermatogoniich, tedy kmenovych buiikach spermii, a v niz§i mife ve spermatocytech), kde
se spole¢né s ATPazou Smarca5 tvoii chromatin remodela¢ni komplex (18). Bylo ukazano, ze
inaktivace genu Cecr2 zasadné ovliviiuje schopnost spermii oplodnit ovum, navzdory
zachované normalni morfologii, motilit¢ ¢i poctu zralych spermii v cauda epididymis (18).
Protein Cecr2 se tak ucastni neurulace v embryonalnim vyvoji a vyvoje muzskych germinalnich
bunék v dospélosti.

Dalsim ptrikladem vazebného partnera ISWI ATPaz, ktery se UiCastni spermatogenze je
protein Acfl. Gen Bazla, jak uz predesla véta naznacuje, mé nejvyssi expresi v testes, zatimco
jeho proteinovy produkt Acfl se v ostatnich tkdnich (v€etn€ ovarii) zjiStuje jen velice obtizné
(21, 102). Protein Acfl je nejsiln€ji detekovatelny ve spermatocytech stadia pozdniho
pachytene (stadia VIII, IX, X) tedy vyvojoveé pozdé&ji v porovnani s proteinem Cecr2 (102).
V soucasnosti existuji dva mysi kmeny s inaktivovanym genem Bazla/Acf1. Autofi studii, ktefi
s témito kmeny pracovali, popisuji, Ze homozygotni jedinci se rodi podle Mendelovského
Stépného pomeru a bez zavaznych vyvojovych a fenotypovych zmén, az na defekty vyvoje
muzskych germinalnich bunék (83, 102). Spermie homozygotnich samcti se produkuji témeét v
5-ti nasobné nizZ§im mnozstvi, vykazuji vyznamné morfologické zmény (hlavicky 1 ocasku),
prakticky Zadnou pohyblivost a bez umélého zasahu nejsou schopné oplodnit oocyt (102). K

naruSeni spermatogeneze u Acfl”” samctl, ziejmé pfispivé i naruseni globalni regulace genové
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transkripce ve spermatidach (102). Zajimavé je, ze navzdory rostoucim diikkaziim o ucasti
proteinu Acfl a Smarca$ in vitro v procesu oprav dvouvldknovych zlomiit DNA (DSB) (59, 61,
109), mysi s deleci Acf1 nemaji zadné vyrazné defekty oprav DSB a to ani v buné¢énych liniich,
ve kterych je vznik DSB vyvojové programovany — ve spermatocytech, oocytech, B-buiikach a
T-bunkéch (102). Dalsi studie ukazuji, ze protein Acf1, 1 pfes jeho nizkou ptfitomnost v mozku,
mize mit pravdépodobné vliv na vznik vrozeného mentalniho postizeni u lidi (110). Existuje
ptipad pacienta, u kterého se pravé vznik tohoto onemocnéni ptipisuje mutaci v genu BAZI1A
(F1348C) (110). Mutace v genu BAZI1A poptipad¢ deplece proteinu ACF1 vede ke zménam
exprese genu regulovanych receptorem vitaminu D a gent dulezitych pro vyvoj nervového
systému a jeho funkce (110). Vztah remodela¢niho proteinu Acfl v regulaci mozkovych funkei
byl prokézan i u mysi (111). Fyziologické zvyseni intracelularnich hladin proteinu Acfl bylo
pozorovano po vystaveni mysi opakovanému stresovému vjemu v mozkové oblasti, kterd
zpracovava napt. pocity odmény, motivace a strachu - nucleus accumbens (NAc). Ukazuje se,
ze je Acfl dilezity pro regulaci exprese genl v této mozkové oblasti a k vyvolani stresem
indukovaného depresivniho chovani (111). Acfl hraje vyznamnou roli ve spermatogenezi a
ziejmé€ 1 ve vyvoji mentdlnich poruch u lidi a nachylnosti jedince k depresim a stresovému
chovani.

Protein Bptf je pfedposlednim interakénim partnerem IWSI ATPaz, kterym se budu v této
kapitole podrobngji zabyvat. Experimenty vyuzivajici ndhodnou inzerci bezpromotorového
genu LacZ ukézaly, ze gen pro tento protein se vysoce exprimuje v prub&hu casného
embryonalniho vyvoje a postnatalné jeho exprese klesd. Poprvé se exprese Bptf objevuje
v bunkéch vnitini bunééné masy blastocysty (E4,5) a nésledné v bunkédch epiblastu a
extraembryonalnim ektodermu (ES5,5) (112, 113). V embryonalni den E8,5 mizeme expresi
pozorovat v chorionu, neuradlnim ektodermu, optickych veziklech, somitech a rudimentu ocasu
(112). U dospélych jedinch je exprese koncentrovana piedevSim v testes, slezin€, mozku a
v men$i mife v ledvinach (113).

V soucasnosti byly vytvofeny minimalné tfi mysi modely s germindlni deleci genu Bptf.
Dva z téchto modelli vznikly jiZ zminénou ndhodnou inaktiva¢ni inzerci sekvence pro gen LacZ
(tzv. ,knock-in®) a tieti vznikl rekombinaci podminéné deletovatelné alely Bptf£*"? (112,
113). U vSech tii mySich modeld byly popsany zavazné vyvojové zmény tésné po implantaci
do délohy (ES5,5) a opozdény rast oproti kontrolnim embryim. Embryonalni letalita se
objevovala uz 8,5 dne po oplozeni se 100% penetranci, protoze do embryonalniho dne E11,5
se nedozil jediny homozygot s alelou Bptf*£*°"? (112, 113). Je zajimavé, Ze tento fenotyp velmi

pfipomind fenotyp knockoutu genu Smarca5 u kterého se objevuji vyvojové zmény také v den
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ES5,5 a embrya umiraji t€sné po implantaci nejpozdéji do 7,5 dne po oplozeni (92). Prace na
embryondlnich kmenovych buiikach s genotypem Bptf!Eon2/4Exon2 yk4zaly, ze, i kdyz neni tento
gen piimo esencidlni pro bunéénou viabilitu, absence jeho proteinového produktu snizuje
rychlost proliferace a schopnost diferenciovat smérem do mezodermu, endodermu a nékterych
struktur odvozenych z ektodermu (113). Protein Bptf se ucastni diferenciace embryonalnich
bun¢k zfejmé skrze interakci s transkripcnimi faktory rodiny Smad, s jejichz pomoci reguluje
expresi dulezitych vyvojovych genti (113). Mysi model podminéné deletovatelné alely byl
nasledné¢ pouzit napiiklad pro studium role genu Bptf pro Casny vyvoj thymocyti (114),
kmenovych bunék krvetvorby (115), melanocyti (116) a mlécnych zlaz (117). Ve vsech
zminénych ptipadech se ukazuje, ze absence Bptf nemé zasadni vliv na viabilitu, ale pfedevsim
na diferenciaci kmenovych bun¢k a progenitort, protoze vyznamné inhibuje produkci z nich
odvozenych maturovanych bunéénych stadii (napf. melanin produkujicich melanocyti nebo
CD4 a CDS8 pozitivnich T lymfocyt) (113, 116). Podobné jako v ptipadé¢ embryondlnich
kmenovych bungk, tak i v kmenovych bunkach a progenitorech adultnich tkani pomaha protein
Bptf udrzovat otevienou chromatinovou strukturu enhancerti a promotort gend, jez jsou nutné
pro aktivaci expresnich programi souvisejicich s diferenci (114, 116, 117). Situace bude ale
ziejmeé jesté komplexnéjsi. Soucasné studie zabyvajici se krvetvorbou ptinasi diikazy o tom, Ze
protein Bptf reguluje také expresi gent, které naopak souvisi s udrzbou kmenového stavu (angl.
stem cell maintenance) a sebe-obnovou kmenovych bunék (angl. self-renewal) (115).
V souhrnu, protein Bptf je pro savce dileZzity, jak z hlediska vyvoje mnoha embryonalnich
struktur, tak 1 z hlediska vyvoje a obnovy tkani dospélce.

Posledni interak¢ni partner ISWI ATPaz, ktery mé také svou mutovanou alelu v mysi, je
protein Tip5. Tuto alelu ovSem nevytvoftila laboratot zabyvajici se konkrétné remodelacnimi
komplexy podrodiny ISWI, ale Mezinarodni konsorcium pro fenotypizaci mysi (zkratka angl.
nazvu IMPC). Diky objevu velmi rychlé a dostatecné specifické techniky editace genomu
CRISPR/Cas9, umoznilo tomuto konsorciu si vyty¢€it cil vytvofit a nasledné fenotypizovat
5000 unikatnich mysich ,knockouti‘ podle standardizovanych postupt (83). Vysledky
z popsanych analyz fenotypu mysich ,knockoutii® je kontinualné dopliiovano a publikovano ve

vetejné dostupné databazi na strankach konsorcia (http://www.mousephenotype.org/). U mysi

s homozygotni mutaci genu Baz2a/Tip5, jak bylo zminéno v pfedeslé kapitole, je uvedeno, ze
tyto mys$i maji mirny fenotyp, rozmnoZuji se normalné a ziji podobné dlouho jako kontrolni
zvitata. Nejvetsi fenotypové zmény byly pozorovany v testes, krvetvorbé a ledvinach. Urcitou
nevyhodou dat uvetejnénych na strankéach konsorcia je nékdy jejich mala podrobnost a absence

zavéru pozorovani. A tak zlstdva nezodpovézeno, jak skuteén€¢ zasadni jsou popsané
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fenotypové zmény, a jak naptiklad vyznamnou tlohu hraje gen Tip35 v testes, kdyz je plodnost
u homozygotnich samct zachovana. Vysvétleni tohoto fenotypu ziejmé zlstane na jinych
investigatorech, kteti si mohou my$ do svého chovu objednat a touto problematikou se

podrobnéji zabyvat.

6.10 Uvod do krvetvorby

Krvetvorba je charakterizovana jako proces tvorby krevnich elementi a jedna se o jednu
z nejvice regenerativnich tkani organismu. Uelem této tkané je po cely Zivot jedince od
embryondlniho vyvoje az po dospélost vytvaret a obnovovat relativné kratce zijici terminalné
diferenciovand stadia jednotlivych krevnich fad. Na poc¢atku krvetvorby se nachazi krvetvorna
kmenova buiika, kterd nese jednak schopnost vlastni sebe-obnovy, tzn. po cely zZivot jedince
zajistuje dostateény pocet svych ,kopii“, a za druhé mize aktivovanim diferenciacnich
programu dat vznik progenitoriim elementd s naprosto odlisnou biologickou funkci. Krvetvorna
kmenova burika (angl. Hematopoietic stem cell - HSC) je obecné charakterizovana jako buiika
s unikatni schopnosti obnovit hematopoézu i v piijemcich, kterym byla vlastni krvetvorba napf-.
chemicky nebo ionizujicim zafenim odstranéna.

Hlavnim mistem krvetvorby vétSiny dospélych savell je kostni dien. V pribéhu
embryonélniho a fetdlniho vyvoje se ovSem krvetvorba objevuje prechodné i1 v jinych
strukturach napfiiklad extraembryonalné ve zloutkovém vaku, v placenté, v allantois a
pupecnikovych artérii; intraembryonalné v oblasti sousedici s dorzalni aortou zvanou aorta-
gonad mesonephros (AGM), v jatrech a slezin€ (viz. obrazek ¢.3A, C). Kazdd embryonalni
struktura popf. tkan se mirné li§i ve schopnosti produkovat elementy konkrétnich krevnich fad
a zaroven proliferaéni schopnosti HSC. A tak zatimco ve fetdlnich jatrech HSC aktivné
proliferuji, v kostni dfeni jsou tyto bunky ptfedevsim v klidovém nedélicim se stavu. Aktivni
proliferace fetalnich HSC zifejmé mulZze vysvétlovat 1 obecné pozorovani, kdy HSC bunky
izolované z fetdlnich jater rychleji obnovuji krvetvorbu v piijemci nezZ HSC odvozené z kostni
dfen¢ dospélce.

Velmi ¢asny embryonalni vyvoj probihd bez ptitomnosti krevnich elementii. Krvetvorba
se objevuje az v dob¢, kdy embryo doroste do rozmérti, které neumozni jeho tkdné zadsobovat
kyslikem pfindSenym pouhou difuzi. Prvnim mistem tvorby krevnich elementi je mesoderm
zloutkového vaku a krvetvorba z néj odvozend se nazyva ,,primitivni*“. V tomto obdobi, které
muzeme u mysi mapovat od 7-7,5 dne po oplozeni, je hlavni funkci hematopoézy predevSim

tvofit primitivni jaderné erythrocyty exprimujici embryonalni globiny (Hba-x, Hbb-y, Hbb-
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bhl), primitivni makrofagy a megakaryocyty (118). Tato krvetvorba je velmi kratkodoba a
ptiblizné devaty den embryonalniho vyvoje se vytraci. Elementy zni odvozené se pak
v dospélci neobjevuji a jsou nahrazeny buitkami z druhé viny tzv. ,,definitivni* hematopoézy.
Predpoklada se, ze zdrojem elementi primitivni krvetvorby ve zloutkovém vaku je tzv.
hemangioblast, tedy progenitor s potencialem vytvoiit buiky krve i1 cév soucasné.
Hemangioblasty agreguji do tzv. krevnich ostriivkl (angl. blood islands na obrazku ¢.3A), kde
buiiky nachazejici se vn¢ kazdého z ostrivku vydiferencuji do angioblastl a z vnitinich bun¢k
se stanou progenitory primitivnich krevnich elementt (119). Zajimavé je, Ze primitivni
krvetvorba na rozdil od té definitivni probiha bez tucasti kmenovych bun¢k schopnych
dlouhodobé sebe obnovy.

Prvnimi misty vzniku bunék se vlastnostmi HSC, tedy schopnosti obnovit produkci
krevnich bunék v ptijemcich s destruovanou hematopoézou, je oblast AGM (120) a placenta
(121). Podobné jako v ptipad¢€ progenitorti primitivni krvetvorby, se kmenové buiiky definitivni
krvetvorby tvofi z endotelidlnich bun€k s hemogennim potencidlem procesem zvanym EHT
(angl. endothelial-to-hematopoietic transition) (122). Hemogenni endotel se v piipadé AGM
nachdazi ve ventralni sténé aorty a na rozdil od hemangioblastl zloutkového vaku vyzaduje pro
diferenciaci do krevnich elementl expresi hlavniho transkripéniho faktoru krvetvorby Runx!
(123). VAGM mysi se podobné jako v placent¢ objevuje krvetvorba uz od 9,5 dne
embryonalniho vyvoje tedy tésné poté, co zacne tlouct srdce a objevi se poprvé cirkulace
embryonalni krve (tj. E9). Predpoklada se, ze HSC, které vznikaji z AGM nebo placenty,
nasledné skrze krevni feciste kolonizuji organy, jez ziejmé nejsou schopny svou vlastni HSC
de novo vytvofit - jatra, thymus, slezinu a kostni dfefl. Kolonizace fetalni jater kmenovymi
buitkami krve nastava piiblizné vden E12,5 a od tohoto dne aZ do pozdniho stadia
embryonalniho vyvoje se jatra stavaji hlavnim mistem definitivni krvetvorby. V obdobi kolem

narozeni piebira tuto funkci kostni dienl a Castecné i slezina.
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Obrazek ¢.3: Schematické znazornéni vyvoje krvetvorby v mysi. Krvetvorba se poprvé
objevuje v krevnich ostrivcich Zloutkového vaku pfiblizné sedmy den po oplozeni. Jedna se
tzv. primitivni krvetvorbu odvozenou z hemangioblastu. Pozdéji se krvetvorba objevuje
v embryonadlni strukture zvané aorta-gonad mesonephros (AGM). Z homogenniho endotelu
AGM poprvé vznikaji krvetvorné kmenové burky definitivni (HSC) hematopoézy. Tyto HSC brzy
migruji krevnim recistém a dostdvaji se nasledné do jater, hlavniho organu krvetvorby
v embryonalnim vyvoji. A) Fotografie mysiho embrya ve véku 7,5; 10,5 a 13,5 dne po oplozeni
s vyznaenymi krvetvornymi organy. B) Schéma vyvoje krevnich elementl v danych
embryonalnich strukturdch a organech. C) Casovd osa ukazujici za¢atek a konec tvorby
krevnich bunék z jednotlivych embr. struktur a orgdna. EC — endotelidlni burika; RBC — cervena
krvinka; HSC — krvetvornd kmenova burika; CMP — spolecny myeloidni progenitor; CLP —
spole¢ny lymfoidni progenitor; MEP — progenitor megakaryocytl a erythrocytl; GMP —
progenitor granulocytll a makrofagu; B a T — lymfocyty. Obrazek prevzat z publikace (124).

Definitivni krvetvorba na rozdil od hematopoézy odvozené z hemangioblastu
zloutkového vaku je schopna déat vznik vSem krevnim elementiim. Mezi né napftiklad patii
cervené krvinky, desticky produkujici megakaryocyty, myelocyty (bazofily, neutrofily,
eozinofily, monocyty, makrofagy) a lymfocyty (T, B, NK bunky). Jak jiZz bylo né&kolikrat
zminéno, vSechny tyto krevni elementy vznikaji ze spole¢né hematopoetické kmenové buiiky.
Obvykle je kmenova butika oznacovana jako ,,long term — HSC (LT-HSC)*, protoZe je schopna

zajiStovat v organismu kompletni krvetvorbu po dlouhou dobu (cely zivot) a vhledem
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k pomalému déleni také Zije déle nez ostatni z ni odvozené bunky. Z LT-HSC nasledné vznikaji
tzv. multipotentni progenitory (MPP) tedy populace bunék s kratkodobou (,,short-term®)
kapacitou obnovovat krvetvorbu a bez moznosti vlastni sebe-obnovy. Pro studium a odliSeni
velmi Casnych bunécnych populaci potazmo vétSiny vyvojovych stadii krvetvorby se pouziva
analyza exprese povrchovych molekul (markeril) pomoci priitokové cytometrie. Bylo zjisténo,
ze LT-HSC a MPP jsou soucasti tzv. populace LSK — tedy bun¢k negativnich na markery
terminalni diferenciace (Lineage’) a pozitivnich na antigen kmenovych bunék (Sca-17) a
receptor rustového faktoru kmenovych bun¢k (c-Kit/CD117). Nejvétsi procento bunék
s kmenovym potencialem se pak nachazi v subpopulaci, ktera je pozitivni na molekulu CD150"
ale negativni popf. slab& exprimujici molekuly CD48CD34"" (viz. obrazek &.4) (125).
Povrchova exprese molekul CD150, CD48, CD34 a CD135 nasledné¢ umoziuje rozliSovat
subpopulace LSK bunék s riznym potencidlem tvotfit myeloidni ¢i lymfoidni progenitory (126).
Tim jak multipotentni progenitory diferencuji, ztraci expresi markerit kmenovych bunék
(CD150 a Sca-1) a zaroven se omezuje jejich schopnost vytvaret buiiky ostatnich krevnich tad.
Velmi casné se tak od sebe oddé€luji spolecny myeloidni progenitor (CMP) — dava vznik
myeloidnim buitkdm, od spole¢ného lymfoidniho progenitoru (CLP) — davé vznik lymfoidnim
buikdm. CMP nasledné diferencuje bud’ do spole¢ného progenitoru megakaryocytl a

erythrocytd (MEP) nebo progenitoru granulocytii a makrofagi (GMP) (viz. obrazek ¢.4).
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Obrazek ¢.4: Schematické znazornéni ¢asného vyvoje definitivni krvetvorby dospélé mysi
podle exprese povrchovych molekul. Krvetvornd kmenovd burika (HSC) dava vznik
multipotentnim progenitorim (MPP) a ty nasledné davaji vznik progenitort, které jsou
spolec¢né pro myeloidni (CMP) nebo lymfoidni (CLP) krevni fadu. Obrazek prevzat z publikace
(126)
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6.11 Thymocytarni vyvoj u mysi

Casny vyvoj T-lymfocytd se uskutetfiuje vthymu. Tento specializovany organ
imunitniho systému, ktery se vyvinul pfedevsim pro vyzravani off a yd T-lymfocytt a nékterych
podtypt NK bunék, mizeme nalézt v mediastinu za hrudni kosti v tésné blizkosti srdce. Protoze
v thymu se nenachézi krvetvornd kmenova buiika, musi byt tento organ kontinualné zasoben
multipotentnimi progenitory (napt. CLP), které pochazi z fetalnich jater nebo v dospélosti
z kostni diené. K repopulaci thymu dochazi u mysi poprvé kolem embryonalniho dne 12,5 a
prvni maturované T-lymfocyty se objevuji v neonatalnim obdobi. Multipotentni progenitory
posléze, co se objevi v tymu, diferencuji a prochazi sérii velmi dobie charakterizovanych
vyvojovych udalosti (127). Tyto udalosti sméfuji predevSim k maturaci antigenniho receptoru
a jsou doprovazeny mimo jin¢ zménami exprese dilezitych transkripénich faktort a nékterych
povrchovych molekul (viz. obrdzek ¢.5). Na zacatku thymocytarniho vyvoje se
z mutlipotentnich progenitorii vyviji nezrala tzv. dvojité negativni (DN) stadia thymocyti
(chybi exprese CD4 a CDS) rozliSovana podle povrchovych molekul CD44, CD25 a c-Kit do
Ctyi zékladnich subpopulaci: DN1 az DN4. Stadia DN1 oznacované jako ¢asny thymicky
progenitord (ETP) a DN2a jesté nejsou plné predurceny stat se T-lymfocytem. Pro maturaci do
nasledujicich stadii a ziskdni T-bunécné identity je zapotiebi kontinudlni stimulace jejich
receptoru Notchl prostfednictvim epitelidlnich bun¢k thymu. Stimulované ligandem receptoru
Notchl a dal§imi ligandy receptort ristovych faktorti (hlavné c-Kit, IL-7R a FLT3) DN2a
buniky intenzivné proliferuji az do stddia DN3a, kdy se zastavi v G1 fazi buné¢ného cyklu.
V této fazi poté zacnou thymocyty aktivné pieskupovat genovy lokus pro B podjednotku TCR.
Jakmile dojde k produktivnimu pieskupeni gend, kdy je zachovan ¢teci ramec a exprimuje se
proteinova molekula B podjednotky schopna parovat s invariantnim pre-Ta fetézcem a dalSimi
komponentami T bunééného komplexu (CD3), bunécna proliferace se opét aktivuje. Expresi
funkéniho pre-TCR komplexu soucasné konc¢i obdobi zavislosti DN thymocytli na signalizaci
receptorem Notchl a za¢ind obdobi zavislosti na signalizaci receptoru TCR. DN3a buiiky v této
fazi prochazi procesem tzv. B-selekce, tzn., jestlize neziskaji signaly skrze funkéni pre-TCR
komplex, nemohou déle proliferovat a vstupuji do apoptézy. DN3b stddium se vyznacuje
expresi funkéni B podjednotky TCR, proliferacni aktivitou, ukon¢ovanim povrchové exprese
CD25 a naopak zvySenim exprese kostimulac¢nich molekul (napt. CD28, CD27) a adhezivnich
molekul (napt. CD2, CD5) (128). Signaly z pre-TCR komplexu aktivuji diferenciaci DN3b
bun¢k do DN4 (CD25°CD44°CD8CD4") a nasledné do stadia dvojité pozitivnich thymocytl
(DP), které na svém povrchu exprimuji obé kostimula¢ni molekuly T bunééného receptoru -

CD4 a CD8 (129). U dvojite pozitivnich thymocytl nasledné pozorujeme snizeni povrchové
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exprese transferrinového receptoru (CD71), jez souvisi se zastavou bunécéného cyklu v G1 a
aktivaci preskupovani gena pro fetézec TCRa (130, 131). Tyto CD71 negativni DP bunky
(nejvetsi zastoupena populace thymocyti v thymu) zacinaji nasledné po uspésném pieskupeni
gentl pro TCRa exprimovat na svém povrchu kompletni TCRaf} receptor a podléhaji pozitivni
a negativni selekci. Testuje se tak schopnost jejich TCRaf} receptoru vazat sviyj ligand - tzn.
MHC glykoproteiny (pozitivni selekce) a schopnost rozlisit t€lu vlastni tzv. ,self** antigen
vazany MHC glykoproteiny (negativni selekce). Usp&$né selektované buiiky poté zadinaji
podle afinity jejich TCRap k MHC glykoproteinim I. nebo II. tfidy ztracet expresi CD4
respektive CD8 molekuly a stavaji se tzv. ,,single” pozitivni (SP) populaci, ktera bud’ jako
pomocnd tzv. ,helper CD4 pozitivni nebo jako cytotoxickd CDS8 pozitivni bunécna linie
opousti thymus do periferie (132). V soucasnosti se ukazuje, ze pro vyvoj thymocytt v thymu
je velice dilezitd enzymaticka aktivita n¢kterych faktorii remodelujicich chromatin, které jsou
evoluéné ptibuzné se studovanym proteinem Smarca5 viz dale (133, 134).

Diferenciace mutlipotentnich progenitor do termindlné diferenciovanych stadii je
proces, na jehoz pocatku stoji rozhodnuti, jakou liniovou cestou se progenitor vyda. Toto
rozhodnuti je ovlivnéno pfedevs§im vnéjSimi faktory napt. hematologickymi cytokiny a riznymi
ligandy, které progenitor liniové sméruji. Dalsi neméné diilezitou soucasti procesu diferenciace
je aktivace vnitinich molekuldrnich mechanizmt, které toto rozhodnuti ,otisknout do
chromatinu a nevratné tak piedurci osud nezralé buiiky. Cely proces doprovazi globalni zmény
genove exprese, kdy se zapinaji liniové specifické geny, ale soucasné se vypinaji ¢asné geny
souvisejici s multipotenci nebo jinymi krevnimi fadami. V builkdch pak vznikd slozita
regulacni sit, na jejimz pocCatku je aktivace exprese hlavnich liniové determinujicich
transkripénich faktort, které nasledn¢ aktivuji dal$i transkripéni faktory, epigenetické
regulatory, kofaktory a dal§i molekuly, jeZ nastavi kurz naslednému vyvoji nezralych bunék.

Casny vyvoj T-lymfocytli zaéina piichodem mutlipotentnich progenitorti do thymu.
Multipotentni progenitory doposud exprimuji transkripcni faktory, dilezité predevSim
pro udrzovani dediferencovaného stavu krvetvornych kmenovych bunék napt. Gata2, Gfil ¢i
Lmo2, nebo faktory, které poskytuji nezralym progenitorim proliferacni signaly a signély
inhibujici apoptozu napt. Meisl, Hoxa9 a Mycn. V tomto obdobi se také exprimuje transkripcni
faktor PU.1, jehoz kanonickou funkci je indukovat v mutlipotentnich progenitorech
diferenciacni kaskadu smérem do myelocytli a jeho exprese je dulezita také pro vyvoj B-
lymfocytl. Ukazuje se, Ze transkripéni faktor PU.1 mlZe v Casnych progenitorech fungovat
jako antagonista Notchl signalizace. PU.1 je schopen inhibovat transktipci genii pro faktory

thymocytarniho vyvoje, jejichZ exprese je spousSténa Notchl signalizaci — Myb, Tcf7 a Gata3
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(135). Pokud ETP ¢i DN2a nedostanou signal skrze receptor Notch1, nejenze nemohou bunky
téchto stadii nastoupit T-lymfocytarni vyvoj, ale soucasné mohou byt fyziologicky
exprimovanym PU.1 instruovany pro diferenciaci do myelocyti (135). Pfestoze, produkce
proteinu PU.1 je v thymocytarnim vyvoji eliminovana velmi zahy a do vyvoje T-liniové
specifikovanych bunék (od DN3a) tento protein prakticky nemlze zasahovat, ma ziejmeé
obrovsky vliv na genezi a pieziti mutlipotentnich progenitorti, které osidluji thymus (136).
Transkripéni faktor PU.1 tak mutize, vzhledem k antagonistické funkci k Notchl signalizaci,
slouzit pro oddaleni diferenciace ¢asnych progenitort (ETP) a pravdépodobné jim umoznit
dosahnout vétsiho poctu déleni.

Poté, co signalizace pies receptor Notchl pierusi inhibici exprese transkripcnich faktort
Gata3 a Tcf7, dochazi k jejich produkei a (od stadia DN2a) k molekularnim zménam vedoucim
k nevratné specifikaci do T-lymfocytarni linie specifikace. Experimenty s in vitro diferenciaci
HSC odvozenych z fetalnich jater Gata3” embryi ukazaly, Ze transkripéni faktor Gata-3 hraje
roli v umlCovani PU.1 a soucasné spoluvytvaii ireverzibilni transkripéni program, ktery
zabranuje velmi casnym thymocytim vydat se cestou B-bunééného vyvoje (137). Analyza mysi
s vyfazenym genem 7Tcf7 ukazuje, Ze proteinovy produkt tohoto genu, transkripéni faktor Tcf-
1, je dulezity pro zajisténi zdkladnich metabolickych procesit ETP/DNI stadia, piedev§im pro
proliferaci a inhibici apoptozy (138). Prestup do T-bunécné specifikovaného stadia v DN2b
také doprovazi zvySend exprese faktoru Bclllb (viz. obrazek ¢.5). Tento protein se ucastni
umlCovani gend pro transkripni faktory exprimované piedev§im kmenovymi bunikami a
Casnymi progenitory (napt. Lyll, Hhex, Bcllla). Belllb dale reprimuje gen Kit pro receptor
rustového faktoru kmenovych bunék a geny souvisejici s vyvojem NK bunék (Id2, I12rb,
Nfil3/E4bp4 a Plzf/Zbtb16) (139). Nevratna specifikace do T-lymfocytli vyzaduje represi
mnoho dalSich ¢asnych transkripénich faktortt (mimo Spil/PU.1 jesté Gfil, Bcllla, Lmo2 viz.
obrazek ¢.5). Toto obdobi ale neni pouze o inhibici genové transkripce. Stimulace receptoru
Notchl spousti tranzientni produkci molekul charakteristickych pro DN2 a DN3 stadia napft. a
podjednotku receptoru pro interleukin 2 (CD25; gen //2ra) a pre-Ta fetézec (gen Ptcra), déle
pak transkripty gentli pro receptory /I7r, Notch3 a proteiny negativni zpétné vazby signalizace
Notch - Nrarp a Hesl (140). Zaroven stimulace receptoru Notch a aktivity ostatnich
transkripénich faktorti (napt. Gata3) umoziuji expresi genul, které bezprostiedné souvisi
s preskupovanim genti pro TCR (napt. Ragl, Rag?2, Dntt) a jeho signalizaci (Cd3e a zminény
Ptcra) (141).

Dalsi kapitolu vyvoje thymocyti, tedy diferenciaci do stddia DN3a, doprovazi omezeni

produkce povrchové molekuly CD44 a zpomaleni proliferace. Zastava proliferace a
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diferenciace v obdobi, kdy jesté neni exprimovan B fetézec TCR, je vynucena transkripénimi
faktory E2A a Ikaros (142, 143). Velmi rychle poté, co dojde k funkénimu pteskupeni genti pro
tézky ftetézec TCR a signalizaci zkrze pre-TCR, objevuje se inhibice nékterych gent
stimulovanych ¢innosti receptoru Notchl — napt. Hes 1, Notch3, 112ra a I1l7r (140). Ukazuje se,
Ze se této genové inhibice Notch responzivnich genti miize Gi¢astnit i transkripéni faktor Ikaros
(144). Po prichodu bunck B-selekci, dochazi k opétovné aktivaci proliferace. ZvysSena
proliferace v tomto obdobi se ukazuje jako dal$i zplsob, ktery mulze slouzit nevratnému
nastaveni kurzu vyvoje do T-lymfocytd, protoze dochdzi k vyradéni regulacnich molekul
piedeslych vyvojovych stadii (145). V této fazi vyvoje se zvySuje exprese jiz piepisovanych
transkripénich faktorti napt. Etsl, Ets2, Tcf7 a Lefl, které nasledné maji Glohu v aktivaci
exprese kostimulacnich molekul T-lymfocyti CD4, CD8, CD27, CD28 ale i adheznich molekul
napi. CD2, CDS5. Bunky nasledné& vstupuji do dvojité pozitivniho stadia a zahajuji mechanizmy

vedouci k maturaci lehkého fetézce jejich antigenniho receptoru.
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Obrazek ¢.5: Schematické znazornéni ¢asného vyvoje thymocytl. Po vstupu multipotentniho
progenitoru do thymu dochazi k indukci jeho diferenciace skrze stimulaci receptoru Notch1.
Vzhledem k absenci konstimulaénich molekul CD4 a CD8 se prvotni vyvojova stadia thymocytu
oznacuji jako tzv. dvojité negativni (DN). Thymocyty stadia ETP neboli DN1 na svém povrchu
exprimuji molekulu CD44 (CD44*CD25°). V Dalsi fazi vyvoje se transientné pridava exprese
molekuly CD25, takZe nasledujici stddium DN2 je soucasné pozitivni na CD44 i CD25. V DN3
(CD44CD25%) pak exprese CD44 klesa a jak thymocyty diferencuji do stadia DN4 (CD44°CD25
), mizi i exprese CD25. V tzv. dvojité pozitivnim (DP) stadiu thymocyty exprimuji CD4 a CD8. a)
Vyvojova osa ukazuje nacasovani povrchové exprese dllezZitych receptort ¢asnych thymocyta.
b) Graf ukazuje nacasovani exprese nékterych transkripénich faktorl v pribéhu
thymocytarniho vyvoje. Modre jsou oznaceny ty transkripéni faktory, které byly exprimovany
jesté pred tim, nez mulipotentni progenitor vstoupil do thymu. Transkripty popsanych gen(
souvisi predevsim s obdobim ¢asné krvetvorby a v pribéhu vyzravani thymocyt(, se jejich
exprese aktivné umléuje. Cervené jsou oznaceny ty geny, jejich? exprese se zapina ¢i zesiluje
az po vstupu do thymu. Obrazek prevzat z publikace (129)
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6.12 Role ISWI komplexii v nadorové biologii

V soucasnosti se ukazuje, Ze az 20% vSech nadorovych onemocnéni nese mutaci v jedné
z podjednotek chromatin remodelacnich komplexti proteinové rodiny SWI/SNF. Tyto mutace
Casto snizuji stabilitu proteinu a zpusobuji ztratu dané podjednotky, coz vede ke vzniku
nekompletniho remodelacniho komplexu pravdépodobné s odlisSnou funkci in vivo a naruSenou
schopnosti spravné regulovat genovou expresi (146). V piipad¢ komplexti podrodiny ISWI byly
u nadorovych onemocnéni také objeveny mutace v jednotlivych podjednotkach ovS§em v mnoha
ptipadech s doposud neprobadanym vyznamem. Naptiklad v genu pro SMARCAS5 bylo
pozorovano u 19 729 pacientl s riznymi onkologickymi onemocnénimi ptiblizné 1 084 mutaci

z ¢ehoz pouze 186 mutaci mélo vliv na sekvenci aminokyselin (viz. https://dcc.icgc.org/).

Nejlépe popsanou funkéni genetickou zménou ve vztahu k podjednotkam ISWI komplexi je
amplifikace oblasti dlouhého raménka chromozomu 11 (11q13,5), kterd byla objevena u vysoce
agresivni skupiny buné€k ovarialniho karcinomu (147). Tato oblast je velkd pfiblizné 1,8 Mbp a
obsahuje 13 genli, mezi nimiZz se nachdzi i gen RSF-I. Transkrip¢ni analyzy potvrdily, Ze u
pacientli se zminénou amplifikaci chromozomu 11 se, na rozdil od ostatnich 13-ti gent,
konzistentné objevuje vysoka intracelularni hladina RSF-1, ktera koreluje s vyznamné kratSim
celkovym pfezitim onkologickych pacientii oproti pacientim s normélni hladinou RSF-1 (147-
149). Autofti studie popsuji, Ze stabilni vysokd mira exprese genu RSF-1 v nenddorovych
epitelidlnich bunkach RK3E indukuje zmény charakteristické pro nddorovou transformaci,
napt. zvySuje proliferacni aktivitu bun€k a nezavislost na ukotveni k povrchu kultivacni misky
(147). Ukazuje se, Ze amplifikace genu RSF-1 nejen ze zvySuje proliferacni aktivitu nadorovych
bunék, ale ziejmé ptispiva i k resistenci bunék ovaridlniho karcinomu k 1é€bé (79, 150). Po
objevu vzajemného vztahu mezi mirou exprese genu RSFI a proliferani aktivitou bunék
ovaridlniho karcinomu se objevily 1 dalsi publikace, které davaji zvySené hladiny transkriptu
RSF1 do spojitosti s agresivitou nddorového onemocnéni. ZvysSené hladiny RSF1 byly
pozorovany u karcinomu tlustého stfeva (151), malobunééného karcinomu plic (152) a
hepatocelularniho karcinomu (153).

Prace zabyvajici se studiem bunék ovaridlniho karcinomu popisuji, Ze umélé zvyseni
intracelularni hladiny RSF-1 vede i k soucasnému zvySeni proteinové urovné SMARCAS
(154). Neni ovSem jednoznacné, zdali zvySeni hladiny proteinu SMARCAS souvisi s potfebou
buiky navodit rovnovazny stav a zajistit bazalni molekularni zastoupenim jednotlivych
remodelacnich komplexii (ZvySeni RSF-1 teoreticky mize vyvéazat podstatnou ¢ast molekul

ATPazy SMARCAS a tim inhibovat vznik ostatnim komplexim) nebo je to nasledek vysoké
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prolifera¢ni aktivity a sni souvisejici dynamické remodelace chromatinové struktury.
V kazdém piipadé se nefyziologicky zvySena hladina proteinu SMARCAS objevuje u
nékterych podtypt rakoviny prsu (155), zaludku (156), hepatoceluldrnich (157) karcinomi a
nadortt odvozenych z glii - glioma (158). Podobné jako u RSF-1, nefyziologicky vysoké
hladiny SMARCAS mohou souviset s agresivitou onemocnéni, chemorezistenci a proliferacni
aktivitou nadorovych bungk (158). V piipadé CD34" progenitor(i u pacient s akutni myeloidni
leukémii (AML) se predpoklada i role v udrzbé dediferenciovaného stavu leukemickych bun¢k
(2,92).

Exprese dalSich partnerskych molekul ISWI ATPaz byla detekovana ve zvySené mife
napft. protein BPTF v buiikdch nemalobunécného karcinomu plic a plicnich adenokarcinomt
(159) a v bunkach hepatocelularniho karcinomu (160). Protein WSTF, pokud je jeho hladina
umeéle zvySena, podporuje proliferaci, migraci a invazivitu bunéénych linii A548 a H1299
odvozenych z karcinomu plic (161). Zajimavé je, ze i protein TIPS byl ve zvySené miie
pozorovan u nadorovych onemocnéni a to karcinomu prostaty, kde hladina exprese pozitivné
korelovala s niz§im pfezitim pacientil a vyssi pravdépodobnosti relapsu onemocnéni (162).
Autofti prace ukazuji, ze TIPS hraje roli predevSim v epigenetickém umlcovani gent, jejichz
exprese je tlumena pifi pfechodu bun€k karcinomu do metastaz. Méfeni intenzity exprese
proteinu TIPS, tak mize predstavovat uziteCny nastroj pro zjisténi metastatického potencialu

bun¢k karcinomu prostaty.
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7 Cile disertacni prace

Nase védecka skupina se dlouhodobé zabyva studiem transkripénich faktort, které jsou
specifické pro krvetvorbu a regulaci jejich exprese ve vztahu k patogenezi
hematoonkologickych onemocnéni. DalSim zaméfenim laboratofe je studium chromatin
remodelacnich faktorti z proteinové rodiny ISWI in vivo svyuzitim mySich modeld
s podminéné deletovatelnou alelou. Tato disertacni prace ma za cil propojit oboji tematické
zaméieni nasi laboratofe a ziskat nové poznatky ohledem role proteinii ISWI v transkripcni

regulaci fyziologické a maligni krvetvorby.

Jednotlivé cile diserta¢ni prace byly nasledujici:

1) Detailni analyza krvetvorby u mysi s podminéné deletovanym genem pro chromatin

remodelaéni faktor Smarca5 v hematopoietické kmenové bunce.

2) Charakterizovat vliv ztraty chromatin remodelujicich aktivit zaji§tovanych proteinem

Smarca$ v pribéhu vyvoje ¢asnych lymfocytarnich stadii.

3) Studium mechanizmii transkripéni regulace genu SPI1/PU.1, které jsou zavislé na proteinu

SMARCAS, v normalni a nddorové hematopoéze

4) Analyza vlivu nadorovych bunék na c¢asnou hematopoézu u pacientl s malignitami

odvozenymi z maturovanych B-lymfocyta.
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8 Vysledky
Disertace se opira o vysledky ¢ty nasledujicich publikaci. Publikace jsou piiloZeny k této

praci a jsou k nalezeni na jejim konci (viz. kapitola 13-Ptilohy):

(1. publikace) Kokavec J, Zikmund T, Savvulidi F, Kulvait V, Edelmann W, Skoultchi A. I,
Stopka T, The ISWI ATPase Smarca5 (Snf2h) is required for proliferation and
differentiation of hematopoietic stem and progenitor cells. Stem Cells (2017) 35(6):1614-
23. 1F: 5.587

(2. publikace) Zikmund T, Kokavec J, Turkova T, Savvulidi F, Paszekova H, Vodenkova S,
Sedlacek R, Skoultchi A. I, Stopka T, ISWI ATPase SmarcaS Regulates Differentiation of
Thymocytes Undergoing pB-Selection 7he Journal of Immunology (2019) doi:
10.4049/jimmunol.1801684. [Epub ahead of print] IF: 4.856

(3. publikace) Dluhosova M, Curik N, Vargova J, Jonasova A, Zikmund T, Stopka T.
Epigenetic Control of SPI1 Gene by CTCF and ISWI ATPase SMARCAS. PlosOne (2014)
9(2):e87448. IF: 3.234

(4. publikace) Maswabi BC, Molinsky J, Savvulidi F, Zikmund T, Prukova D, Tuskova D,
Klanova M, Vockova P, Lateckova L, Sefc L et al. Hematopoiesis in patients with mature B

cell malignancies is deregulated even in patients with undetectable bone marrow
involvement. Haematologica (2017) 102(4):e152-e5. IF: 9.090

Ostatni spoluautorské publikace:

Molinsky J, Maswabi B, Prukova D, Klanova M, Vockova P, Zikmund T, Savvulidi F, Alam
M, Sefc L, Vokurka M et al. 2016. Significantly higher numbers of proB cells in healthy
Caucasians compared to Asians: Is there association with incidence of CLL? Blood Cells
Mol Dis (2016) 57:118-9. IF: 1.836
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9 Shrnuti vysledku
9.1 (1.publikace) The ISWI ATPase Smarca5 (Snf2h) is required for

proliferation and differentiation of hematopoietic stem and progenitor

cells.

Genové inaktivacni studie naznacuji, ze jsou chromatin remodela¢ni faktory v mnoha
ptipadech dilezité pro proliferaci krvetvornych progenitori a regulaci exprese vyvojove
specifickych genii (163, 164). Naptiklad genetické ,,vypnuti* enzymatické (ATPéazové) aktivity
remodela¢nimu faktoru Brgl vede k naruseni transkripce genu pro B-globin, zastavé vyvoje
erytrocytl a nasledné anémii vedouci k smrti mezi 11,5 az 14,5 dnem embryonalniho vyvoje
v mysi (165). V ptedchozich publikacich bylo popsano, Ze i remodelac¢ni faktor SMARCAS
muze byt dilezity pro krvetvorbu, protoze knockdown tohoto genu vede k naruseni proliferace
a diferenciace ¢asnych krvetvornych CD34" progenitort in vitro (92). NaSe laboratof se trvale
zabyva studiem transkripéni regulace genii krvetvorby a epigenetickymi (chromatinovymi)
zménami, které doprovazi jeji normalni a maligni vyvoj. Rozhodli jsme se proto studovat
vyvojové a expresni zmény casnych krvetvornych stadii zplisobenymi ztratou chromatin
remodelacniho faktoru Smarca5.

Protein Smarca$ je esencidlni pro embryonalni vyvoj, protoZze bialelicka delece jeho
genu vede k umrti tésn€ po implantaci, paty den embryonalniho vyvoje mysi (92). Vzhledem
k tomu, ze se hematopoéza u mysi objevuje poprvé ve zZloutkovém vaku a to ptiblizné sedmy
den embryonalniho vyvoje (124), neni tento tzv. klasicky ,,knock-out* vhodny pro studium
proteinu Smarca5 v krvetvorbé in vivo. Z popsaného dliivodu jsme v nasi laboratofi vytvofili
model podminéné (tzv. ,kondicidlni®) deletovatelné alely Smarca5. Tento experimentalni
model vyuziva systému Cre-LoxP a umoznuje specificky deletovat gen v podstaté v jakékoli
tkani (investigator je pouze limitovany dostupnosti transgennich mysi s tkanove specifickou
expresi rekombinazy Cre).

Z publikovanych dat vyplyva, ze protein Smarca5 hraje dulezitou roli predevSim
v definitivni erytropoéze. Mysi s deleci genu Smarca’ ve stadiu krvetvorné kmenové bunky
(expresi rekombinazy Cre reguloval promotor genu Vavl) umiraly 15,5-18,5 den
embryonélniho vyvoje na zdvaznou anémii (166). Hlavnim mistem definitivni krvetvorby plodu
savcl jsou jatra. Imunohistopatologie a pritokova cytometrie bunééné suspenze fetalnich jater
ukazala, ze delece genu Smarcal zpisobuje kumulaci krvetvornych kmenovych bunék a snizuje
schopnost vytvaret maturovana stadia erytrocytli. Toto pozorovani bylo dale potvrzeno

analyzou periferni krve, kdy zvifata s deleci genu méla vyrazné niz8i pocty denukleovanych
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definitivnich erytrocytl. Nejpravdépodobnéjsi pri¢inou téchto vyvojovych zmén se ukazala
obecné vysokd mira apoptézy a dale naruSeni proliferace a diferenciace predevsim
krvetvornych progenitora  LSK (Lin'Sca‘c-Kit"), LS-K (Lin'Scac-Kit") a bazofilnich
erytroblast (Ter119"CD717). Naptiklad Smarca5 depletované LS-K progenitory obsahovaly
vysoké procento tetraploidnich bun¢k, které ziejmée terminalné opustily bunéény cyklus. Toto
pozorovani by nejenze vysvétlovalo zastavu vyvoje progenitorti do vice maturovanych stadii
erytroidni krevni fady, ale také dysplastické zmény jako jsou dvojjaderné proerytroblasty, které
byly ve vysoké mife piitomy v jatrech knock-out genu Smarca5. Expresni analyza naznacila,
Ze za apoptozou a zastavou bunécného cyklu c-Kit pozitivnich progenitori mohou stat proteiny,
jejichz exprese je aktivovana transkripénim faktorem p53 v reakci na poSkozeni DNA (napf.
Cdknla/p21, Bax, Pmaip/Noxa, Bbc3/Puma). Také u bazofilnich erytroblasti byly tyto
transkripty detekovany, ale na rozdil od progenitort, byl defekt vyvoje dale doprovazen
snizenou schopnosti téchto bunék exprimovat dilezité erytroidni transkripéni faktory (napf.
Gata2, Klfl a Nfe2). U bazofilnich erytroblasti byla dale detekovana zvySena exprese
embryonalnich globintll, coz naznacuje, ze expresni profil téchto bunék neodpovidd danému

vyvojovému stadiu a zd4 se, Ze je viici normalnimu erytroidnimu vyvoji ve zpozdéni.

Autortv podil na publikaci: Optimalizace analyzy intracelularnich proteinii pomoci pritokové
cytometrie. Optimalizace analyzy exprese vybranych genli za pomoci g-PCR, které jsou
transkripéné regulované proteinem p53. Chov a genotypovani mysi exprimujicich rekombinazu
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9.2 (2.publikace) ISWI ATPase Smarca5 Regulates Differentiation of

Thymocytes Undergoing 3-Selection

Chromatin remodela¢ni faktory hraji vyznamnou ulohu v maturaci a diferenciaci casnych
1 pozdnich vyvojovych stadii lymfocytl. Nejlépe jsou v tomto ohledu popsany remodelacni
faktory Chd4 a Brgl respektive komplexy NuRD a SWI/SNF, ve kterych jsou tyto faktory
obsazeny (133, 167). Fenotyp mysi s deleci obou remodelac¢nich faktorti specificky
v thymocytech vykazuje zdvazné vyvojové abnormality na pfechodu z CD4 a CDS8 dvojité
negativniho (DN) do dvojité pozitivniho (DP) stadia. Popsany defekt vyvoje mé za nasledek
pokles maturovanych T-lymfocytt v periferni krvi a vznik imunodeficitu, ktery pravdépodobné
souvisi se zhorSenym zdravotnim stavem téchto mysi (134, 168-170). Pies podobnost fenotypu
obou mysich knockoutl se zd4, ze remodelaéni faktory Chd4 a Brgl maji trochu odlisné a
ziejmé 1 pro T-lymfocytarni vyvoj specifické role. Napt. se piredpoklada, ze se protein Brgl
podili na transkrip¢ni represi koreceptorové molekuly CD4 v DN thymocytech (134). Protein
Chd4 je spiSe ptimym aktivatorem exprese CD4, protoze jednak interaguje na enhanceru tohoto
genu s transkripénim faktorem HEB a histonovou acetyl transferazou p300 (74) a také je
schopen v DP thymocytech pfinaset histon acetyl-transferdzovou aktivitu do transkripcniho
silenceru genu pro CD4 a tim zrusit jeho inhibi¢ni funkci (73).

Do soucasnosti existovalo jen velice mélo informaci o funkci proteinu Smarca5 a jeho
komplexti v lymfocytarné specifické remodelaci chromatinu in vivo. Domnivali jsme se, ze
vzhledem k jeho relativné vysoké expresi v lymfocytech v porovnani s ostatnimi tkanémi (171),
mize byt tento protein pro lymfocyty a jejich vyvoj velmi dulezity. Napiiklad homolog, se
kterym protein Smarca5 sdili sekvenci pfiblizn€ 80% vSech aminokyselin — protein Smarcal,
neni v lymfocytech prakticky exprimovan (171). Experimenty s vyuzitim mySi linie T-
bunééného lymfomu odhalily, Ze Smarca5 miiZze v lymfocytech regulovat expresi interleukinti
(napt. 1I-2, 1I-3, 1I-5) (39) a zfejmé& 1 expresi genll pro podjednotky jejich receptori. Napiiklad
v ptipadé a podjednotky receptoru pro interleukin 2 (I1-2Ra/CD25) je exprese regulovana skrze
interakci Smarca$ s chromatinovym organizatorem Satb1l (172). Jak uz bylo fe€eno v uvodu
této prace, komplexy se Smarca5 hraji roli v procesu NHEJ (59, 61, 109), coZ je proces oprav
dvojtetézcovych zlomd, jenz je nedilnou soucasti mechanizmu pieskupovani V(D)J segmentii
pro podjednotky imunitnich receptora. In vitro studie na bezbunécnych systémech naznacily,
ze protein Smarca5 muze stimulovat V(D)J rekombinaci také tim, Ze remodeluje a zifeyme
otevird chromatin (v tomto ptipad¢ polynukleozomalni substrat) pro RAG rekombinazy (173).

V piedchozi praci jsme ukézali, Ze je protein Smarca5 dileZzity pro krvetvorbu a jeho deplece
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vede k vyvojovym defektim na Grovni myelo-erytroidnich progenitorti a pravdépodobné i na
urovni velmi ¢asnych lymfoidnich progenitort ve fetalnich jatrech (166). Vzhledem k tomu, ze
do soucasnosti nebylo jasné jakou fyziologickou ulohu ma protein Smarca5 ve vyse zminénych
procesech a lymfocytarnim vyvoji, rozhodli jsme se vytvofit mys s deleci genu pro tento protein
na zacatku T- a B-bunécéného vyvoje.

Za celem studia proteinu Smarca5 v lymfocytech jsme nakfizili kondicidlni alelu jeho
genu (166) do transgennich zvirat, kterd exprimovala rekombindzu Cre uz od stadia obecného
lymfoidniho progenitoru (exprese Cre rekombinédzy byla regulovana promotorem hCD2) (174).
JiZ prvotni analyza fenotypu téchto zvifat naznacovala naruseni imunitnich funkci. U pfiblizné
50% vsech samct jsme od tfetiho mésice jejich zivota pozorovali rektalni prolapsy jako projev
autoimunitniho zanétu tlustého stieva a u samic jsme pozorovali snizenou fertilitu (175).
S vyuzitim pritokové cytometrie periferni krve a sleziny jsme nasledné prokézali, Ze za
naruSenim imunitnich funkci stala lymfopenie, jejiz pti¢inou byl defekt zrani T a B lymfocyta
na urovni jejich progenitorti v thymu a kostni dieni. Zjistili jsme, ze se defekt zrani T a B
lymfocyt ¢asové kryje s kompletni bialelickou deleci genu Smarcal, ale také s ukoncenim
pteskupovani genovych segmentli VDJ tézkych fetézcli obou antigennich receptorti (7crb i
Igh). Fenotyp byl podobny fenotypu zvifat s mutacemi v genech, které jsou dulezité
k uspésnému dokonceni VDJ rekombinace nebo k ptfenosu signalu z pre-TCR (176, 177).
S vyuzitim dalsich transgenich model@i (napt. OT-II a Ragl™) a molekularn& biologickych
metod jsme vyloucili hypotézu, ze by hlavni pfi¢inou defektu zrani thymocytd bylo naruSeni
procesu VDJ rekombinace popiipadé nefunkéni signalizace pies pre-TCR. Asi nejvyraznéjsi
zménu zpusobenou deleci genu Smarcal jsme pozorovali na prechodu z thymocytarniho stadia
DN3 do DN4, kde jsme zaznamenali vyznamnou apoptotickou redukci piedevSim
postreplikativnich bunék, které prosSly v S-fazi bunécného cyklu. Ve stadiu DP jsme, podobné
jako v pfipadé bazofilnich erytroblastli u mysi s deleci Smarca5 v krvetvorné kmenové buiice
(166), detekovali vyznamny narast tetraploidnich bun¢k. Transkriptomova analyza (RNA-seq)
naznacila, ze by za vysokou mirou apoptozy a tetraploiditou mohla stat aktivace nadorového
supresoru p53. Domnivali jsme se proto, Ze vyfazenim genu pro protein p53 budeme moci
odblokovat zastavu vyvoje ¢asnych vyvojovych stadii lymfocyt. Analyza dvojitych knockoutli
(Smarca$5 a Trp53) potvrdila zmirnéni zadvaznosti fenotypu, ovSem pouze u bunééné populace
DP thymocyti, u kterych jsme pozorovali narist jejich bunécnosti ptiblizné na dvojnasobek.
Dalsi experimenty ukazaly, ze za nartstem populace stalo, spiSe nez obnoveni normalniho

vyvoje a expresniho profilu, prodlouZeni doby preziti aktivné se délicich bunék.
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Graficky abstrakt k publikaci (175). Analyza kostni dfené a thymocytdrni bunécné suspenze u
experimentdlnich zvitat s genotypem Smarca5"# hCD2-iCre odhalila naruseni vyvoje ¢asnych
stadii B lymfocytl (naruseni diferenciace z proB do preB) a progenitord T lymfocyt( v thymu
(naruseni diferenciace ze stadia DN3 do DP). U téchto mysi byla pozorovdna zvySena mira
apoptdzy ziejmé v dusledku aktivace stresovych drah (napf. spousténim transkripce cilovych
genu proteinu p53) a deregulaci exprese vyvojové dllezitych gend.
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9.3 (3. publikace) Epigenetic Control of SPI1 Gene by CTCF and ISWI
ATPase SMARCAS.

Akutni myeloidni leukémie je onemocnéni krvetvorby, které vznikd primarné maligni
transformaci hematopoetické kmenové bunky (HSC) nebo sekundarné¢ z myelodysplastického
syndromu (MDS). Pro toto onemocnéni je charakteristické, ze se vyvoj HSC zastavi na Girovni
myeloidnich nebo promyelocytarnich blastli s Uplnou nebo cCasteCnou ztrdtou schopnosti
diferenciovat. Vzhledem k tomu, Ze je bunécné déleni leukemickych blastti zachovano, miize
dochazet k jejich akumulaci v kostni dieni a utlaeni fyziologické krvetvorby, které se zpravidla
projevuje jako periferni cytopenie jedné nebo vice krevnich tad (obvykle erytroidni,
trombocytarni nebo granulocytidrni). Molekularni mechanizmy patogeneze AML jsou
heterogenni a pravdépodobné souvisi s ¢etnymi chromozomalnimi aberacemi a mutacemi
v genech napf. pro receptorové tyrozin kinazy (c-KIT, FLT3), transkripéni faktory (CEBPa,
WT1), regulatory epigenetické informace (MLL, TET2, DNMT3A, IDHI, IDH2, TET2, ASXL1
a EZH2) (178).

Nase laboratof se intenzivné zabyva transkripénim faktorem PU.1 v patogenezi AML.
Genetické sniZeni proteinové hladiny PU.1 vede ke vzniku AML u mysi (179). Nizké hladina
PU.1 (v porovnani s CD34" progenitory zdravych darci) je charakteristicka pro modelovou linii
MDS/AML — OCI-M2 a byla také pozorovana u CD34" progenitorti odvozenych z pacientt
s MDS s vysokym rizikem piechodu do AML (180). Domnivame se, ze jednim z mechanizmi
patogeneze AML miiZze byt neschopnost malignich blastii zvysit expresi proteinu PU.1 na
fyziologickou troven a tim jim umoznit diferenciovat do maturovanéjSich vyvojovych stadii
(180). Protoze r0zné intracelularni koncentrace PU.1 sméfuji differenciaci nezralych
progenitord do odliSnych krevnich fad a specializovanych bunéénych typt, musi byt mira jeho
exprese buitkami pfisné regulovana. Mira exprese tohoto dilezitého transkripéniho faktoru
krvetvorby je regulovana napiiklad skrze vazbu nékterych myeloidnich transkripénich faktort
(napt. CEBPa, RUNX1) ¢i samotného PU.1 (181, 182) do promotoru jeho genu nebo oblasti
zvané URE (angl. Upstream Regulatory Element) a dalSich sekven¢né konzervovanych tsekt
DNA nachazejicich se mezi URE a promotorem (183). Oblast URE je u ¢lovéka vzdalena -
17,3kb ve sméru 5’od transkripéniho startu a fidi produkci ptiblizné 80% veskerého PU.1
v buiice (179). Ukazuje se, ze za nizkou hladinou PU.1 u AML mohou stit mutace
v transkrip¢nich faktorech, které oblast URE a promotor genu rozeznévaji nebo déale delece
oblasti URE ¢i jeji epigenetické umleni. V této praci jsme se zaméfili na studium

epigenetickych mechanizmii transkripéni regulace genu SPI///PU.I v malignich buikéach a

57



Shrnuti vysledki

snazili se objasnit roli chromatin remodelacniho faktoru SMARCAS v této regulaci a
patogenezi AML.

V pocatecni fazi projektu jsme nejprve chtéli zjistit, jakym zplisobem muize probihat
kohezinovy komplex na chromatin (86). Tento komplex je na DNA interfaznich bunck
lokalizovan spole¢né s epigenetickym reguldtorem a transkripnim faktorem CTCF a fidi
globdlni genovou expresi a architekturu chromatinu (184). Domnivali jsme se, Ze by
remodelacni faktor Smarca5 mohl funkéné spolupracovat s kohezinem popf. transkripénim
faktorem Ctcf a regulovat tak genovou expresi vybranych gent véetné SP/1/PU.1. V minulosti
bylo ukdzano, ze Ctcf hraje roli v diferenciaci leukemickych bun¢k (185). Rozhodli jsme se
proto pouzit buniky mysi erytroleukémie (MEL) a studovat v nich nejprve regulaci exprese
lokusu H19/1gf2. H19/Igf2 lokus je znam tim, Ze se za pomoci epigenetického imprintingu
transkripéné uml¢i paternalni alela genu /79 a maternalni alela genu Igf2. Ctcf zde hraje roli
represora transkripce. Po vazbé¢ do oblasti, ktera fidi imprinting (ICR, angl. imprinting control
region) zpusobi to, ze omezi funk¢ni interakci mezi tzv. ,zesilovaéem* (angl. enhancer)
transkripce a promotorem genu /gf2 a tento gen pak prestdva byt exprimovan. Protein Ctcf je
methylacné senzitivni (186). Pouze maternélni alela, kterd nenese DNA methylaci v oblasti
ICR, umoznuje Ctcf se navazat a tim inhibovat expresi genu Igf2. Za pomoci chromatinové
immunoprecipitace (ChIP) jsme ovéfili, Ze je protein Ctcf pritomen v leukemickych bunkach
MEL v oblasti ICR lokusu H79/Igf2. S vyuzitim stejné metody na kontrolnich liniich a liniich
s inducibilni proteinovou depleci jsme ukdzali, Ze 1 Smarca5 je specificky pfitomen v ICR
(187). Ko-imunoprecipitacni experimenty odhalily, Ze proteiny Ctct a Smarca5 spolu fyzicky
interaguji v mysich buikach MEL ale 1 v bunkach lidské AML-erythroleukémie K562. Toto
pozorovani bylo dale potvrzeno za pomoci imunofluorescenéni mikroskopie, kdy se jsme
pozorovali ¢astecny prekryv fluorescencniho signdlu Smarca$ se signalem specifickym pro
Ctcf v jadrech bun¢k MEL.

V nésledujicich experimentech jsme testovali, zdali manipulaci proteinovych hladin
SMARCAS budeme schopni ovlivnit transkripéni regulaci zprostfedkovanou proteinem CTCF.
Pro tento Ucel jsme pouzili tfi reporterové vektory pIHLE, pIHLME a pIHLIE, které po
transfekci do bun€k exprimovaly, at’ uz nezavisle nebo v zéavislosti na CTCF, gen pro
Luciferazu (188, 189). Vektor pIHLE obsahoval pouze promotor genu H/9 a virovy SV40
enhancer. Exprese enzymu Luciferaza tak v tomto vektoru nebyla ovlivnéna proteinem CTCF.
Vektor pIHLIE obsahoval mezi promotorem a enhancerem oblast ICR, ktera po vazb¢ proteinu

CTCF umoznovala efektivni inhibici transkripce Luciferdzy. Plasmid plHLME byl velice
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podobny vektoru pIHLIE jen s tim rozdilem, ze sekvence, kterou rozeznéaval protein CTCF,
byla v ICR mutovana. Experimenty potvrdily, Ze exprese Luciferazy z vektoru plIHLME je
priblizné trikrat vyssi oproti vektoru pIHLIE. Pouzitim proteinové deplece SMARCAS nebo
CTCF pomoci siRNA jsme zjistili, ze se exprese Luciferazy z vektoru pIHLIE zvysi piiblizné
dvojnasobné, zatimco u vektorit pIHLE a pIHLME se signifikantné neméni. Tato data
naznacuji, ze SMARCAS kooperuje s proteinem CTCF na ICR a spole¢né zde inhibuji interakci
enhanceru s promotorem a tim i genovou expresi. Analyza genové exprese bun¢k MEL toto
pozorovani dale potvrdila. Deplece proteinu SMARCAS nebo CTCF v MEL buiikach vyvolala
snizeni endogenniho transkriptu genu H/9 a naopak zvyseni transkriptu genu /gf2.

Jak uz bylo v predeslych odstavcich nastinéno, hlavnim zamétenim projektu bylo urcit,
zdali se proteiny SMARCAS a CTCF také spolupodili na regulaci exprese genti, které¢ ptimo
souvisi s hematopoézou poptipadé patogenezi AML. Kandidadtnim genem, na ktery jsme se
zaméfili, byl transkripéni faktor a hlavni regulator myeloidniho vyvoje - PU.1. Za pomoci
chromatinové imunoprecipitace jsme zjistily, ze se protein SMARCAS u myeloidnich bunék
zdravych darct vyskytuje na minimalné€ osmi evolu¢né vysoce konzervovanych mistech, které
byly v minulosti popsany jako enhancery transkripce genu SP///PU.1 (183). Dale jsme zjistili,
ze se v neékterych téchto oblastech SMARCAS objevuje spolecné s transkripénim faktorem
CTCF. Zajimavé je, ze buiiky odvozené z AML (linie OCI-M2) mély zcela odlisny vazebny
profil obou proteinii. U OCI-M2 jsme napt. nebyli schopni detekovat CTCF v oblasti -14.4kb,
coz je misto s jeho prepokladanou vazebnou sekvenci. Domnivali jsme se, Ze vazebné rozdily
mezi kontrolnimi buitkami a buikami AML blasti mohou byt zpisobeny vysokou mirou
metylace, ktera je pro linit OCI-M2 typicka (180). Tuto hypotézu jsme nasledné potvrdili. Po
pouziti hypomethyla¢niho €inidla 5-azacytidinu jsme pozorovali obnoveni vazby CTCF do
mista -14.4kb a ,,noveé* se v tomto misté objevil i protein SMARCAS. Vzhledem k tomu, Ze
protein CTCF muZe byt soucasti kohezinového komplexu, byla ve zminénych regulacnich
oblastech genu SPII/PU.I studovana také pfitomnost proteinii kohezinového komplexu —
SMCI1 a RAD21. S pomoci chromatinové immuoprecipitace jsme pozorovali vazbu obou
kohezinovych proteinti ve studovanych regulac¢nich oblastech genu SP/1/PU.1 a jejich navazani
bylo zavislé na metylaci DNA. Pfitomnost obou proteinli vS§ak nebyla pozorovana v oblasti -
14.4kb. Tato data ukazuji, Ze se proteiny CTCF a SMARCAS specificky vazi do oblasti -14.4kb
enhanceru genu SP/1/PU.1. Vazba obou proteint je ovSem velmi zavisla na methylaci DNA
ale pravdépodobné nezédvisla na kohezinovém komplexu.

Pro detailnéjsi popis vztahu mezi methylaci DNA v oblasti enhanceru -14.4kb a vazbou

CTCF do tohoto mista, byla zvolena metoda sekvenovani PCR produktl vzniklych
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amplifikaci bisulfitem upravené genomické DNA. Cilem bylo ur€it methyla¢ni status
genomické DNA CD34" bunék, které byly odvozené z pacienti s AML a porovnat jej
s methyla¢nim statusem zdravych darct. U savci predstavuji potencialni mista methylace DNA
sekvence CG dinukleotidii. Celkem se v enhanceru -14.4kb a vazebném konsenzu proteinu
CTCF objevuje piiblizn¢ deset CG dinukleotidi (190), které byly metodou bisulfitové
konverze studovany. Zjistili jsme, Ze se u zdravych darcti procento methylace téchto CG
dinukleotidd pohybuje mezi 0-30%, ovSem u progenitorit odvozenych z MDS/AML je toto
procento vyrazné€ vyssi a to pfiblizné mezi 60-90%. Methylace enhanceru -14.4kb se podobné
jako u OCI-M2 linii ukazala byt specifickd, protoze v pfipad¢ vzorkii genomické DNA
z paciencl lé¢enych 5-azacytidinem byla mira methylace vyrazné nizsi a u nékterych CG
dinukleotidid dokonce na trovni kontrol. Vysledky naznacovaly, ze specifickd vazba proteinti
SMARCAS5 a CTCF do regulacnich oblasti genu SP/1/PU.1, mlZe souviset s tim, Ze se tyto
proteiny piimo ucastni regulace exprese transkripéniho faktoru PU.1. Pro ovéfeni této hypotézy
byla bunéc¢na linie lidského AML (OCI-M2) transfekovana sou¢asné dvéma vektory. Prvni nesl
kédujici sekvenci genu CTCF (pCTCF) nebo siRNA proti SMARCAS a druhy nesl kodujici
sekvenci pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP). Buiky pozitivni na GFP byly druhy den
odsortovany na prutokovém cytometru a lyzaty z nich pouzity pro detekci proteinovych hladin
PU.1 a SMARCAS pouzitim metody Western-blot. Vysledky ukazaly, ze v ptipad¢ prvni
transfekce (po zvySeni intracelularni hladiny proteinu CTCF) doslo ke snizeni hladiny PU.1 i
po pouziti hypomethyla¢niho ¢inidla 5-azacytidinu. Ve druhém pfipad€ (tj. po sniZeni
intracelularni hladiny SMARCAS) se koncentrace PU.1 v bunkéch zvysila. Podle téchto
vysledkd usuzujeme, Ze ptitomnost proteini SMARCAS a CTCF v enhanceru -14.4 inhibuje
transkripci genu SPI1/PU.1.

Autoritv podil na publikaci: Analyza a interpretace dat z kvantitativni PCR

60



Shrnuti vysledkii

Model of CTCF/SMARCAS in SPI1 gene regulation
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Teoreticky model regulace exprese genu SPI1/PU.1 transkripénim faktorem CTCF a
SMARCAS. (187). V bunkach akutni myeloidni leukémie je sekvence pro transkripéni faktor
CTCF na pozici -14.4kb methylovana. Aby se protein CTCF spolec¢né se SMARCAS mohl do této
oblasti navdzat, musi byt methylace odstranéna napft. aplikaci ¢inidla 5-azacytidin. Po navazani
CTCF a SMARCAS na pozici -14.4kb dochdzi inhibici transkripce genu SPI1/PU.1 a to zfejmé tak,
Ze CTCF blokuje vznik chromatinovych smycek tzn. brani prostorovému pfibliZzeni regulacnich
elementl zvysujicich transkripci s promotorem genu SPI1/PU.1. Chromatinova precipitace
odhalila pfitomnost proteintd kohezinového komplexu v této oblasti. Tyto proteiny ziejmé
slouzi k zajisténi chromatinovych smycek pred rozpojenim poté, co dojde k jejich vytvoreni.
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9.4 (4.publikace) Hematopoiesis in patients with mature B cell
malignancies is deregulated even in patients with undetectable bone

marrow involvement.

Statisticky nej¢astéjSim typem hematoonkologickych onemocnéni u dospé€lych jsou nadory
odvozené z maturovanych B-lymfocyt. U téchto onemocnéni je obvyklé, ze u nemocného
pacienta detekujeme jeden pievladajici klon nadorové buiky s identicky preskupenymi
genovymi segmenty genu pro tézky fetézec imunoglobulinu - IGH. Expanze nddorového klonu
se stejnou genovou prestavbou dlouhou dobu naznacovala, ze k pfi¢inam nadorové
transformace a vzniku onemocnéni musi dochéazet az poté, co se multipotentni progenitor
krvetvorby specifikuje do lymfoidniho a dale do B-bunééného progenitoru. V soucasnosti vSak
bylo publikovano nékolik praci, které tuto hypotézu vyvraci. Zminéné prace s vyuzitim
transplantacnich experimentti ukazuji, ze zmény predisponujici ke vzniku malignit odvozenych
z maturovanych B-bun¢k jsou pravdépodobné pifitomné uz na Grovni krvetvorné kmenové
buiiky a krvetvornych progenitorti (191-193). Na zaklad¢ téchto pozorovani jsme usuzovali, ze
u pacientl s B-bunéénymi malignitami budeme schopni detekovat rozdily v ¢asné hematopoéze
oproti zdravym jedinclim.

Jednim z cill této studie bylo proto porovnat absolutni a relativni zastoupeni jednotlivych
casnych vyvojovych stadii krvetvorby u kontrolnich darct a pacientti s FL, DLBCL, MCL,
CLL, MM pred 1écbou (194). Analyza vyvojovych stadii potvrdila jiz publikovana pozorovani,
a to ze relativni pocet krvetvornych kmenovych bunék (HSC) a multipotentnich progenitorii
(MPP) se u zdravych jedincii s vékem spiSe nemeéni, zatimco procento multilymfoidnich
progenitord (MLP) roste vyznamné¢ a procento progenitortt B-lymfocyti klesa (195). Pratokova
cytometrie kostni dfené nasledné odhalila, Ze k vékové zavislému zvySeni procenta MLP u
onkologickych pacientli nedochazi. Populace MLP byla celkové niZsi a to dokonce i u téch
pacientd, u kterych nebyla detekovana infiltrace kostni dfené¢ malignimi B-lymfocyty. Tato data
naznacuji, Ze sniZena schopnost vytvaret MLP je bud’ vnitini vlastnosti kmenovych bunék ¢i
progenitord nemocnych napt. z divodu genovych mutaci, anebo nadorové bunky dokazi z
extramedularnich oblasti ovlivnit casnou hematopoézu “na dalku” napt. vylucovanim cytokind,
rustovych faktord a jinych bunéénych plisobki. Kvantitativni méfeni mRNA potvrdilo, ze HSC
z pacienti diferencialné exprimuji nékteré vyvojové dilezité geny oproti zdravym darcum.
Napt. byla pozorovana vyssi exprese transkripénich faktora, které jsou specifické pro c¢asnou
lymfoidni diferenciaci (SPI/, BCL11A, NOTCHI a IKZF 1), coz naznacuje, Ze 1 pies niz§i pocty

MLP, mize byt diferenciace HSC pacientli posunuta smérem k tvorbé progenitori B-
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lymfocyt. Bude potieba provést jesté dalsi experimenty, které odhali, jakymi zplsoby jsou
presné regulovany bunééné populace HSC a MLP, ale v soucasnosti je zfejmé, Ze pritomnost
malignich B-lymfocyt méa na tyto populace vyznamny vliv (192, 196). Inhibice regulace
populaci HSC a MLP nédorovymi buiikami, pfedevsim v ptipad¢€, pokud by se potvrdilo, ze
umozni snizit zdvaznost popf. progresi onemocnéni, tak miize do budoucna piedstavovat

dilezity terapeuticky cil.
Autoruv podil na publikaci: V ptipravach ctvrté publikace, kterd vznikla ve spolupraci s

laboratoifi Doc. MUDr. Pavla Klenera, Ph.D., jsem provedl veSkeré optimalizace izolace

mRNA, ptepisu do cDNA a analyzy genové exprese z malého poctu sortovanych bunék.
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10 Diskuze

Vyvoj tkani je obvykle doprovazen snizovanim piistupnosti chromatinové struktury, kdy
se otevieny chromatin casnych stadii progenitori v pritbéhu diferenciace vice znepfistupiiuje a
prechazi do stavu umoznujictho genovou expresi odpovidajici pouze profilu konkrétniho
bunécného typu. Dulezitymi iniciatory expresnich zmén v progenitorech krvetvorby jsou
transkripcni faktory, které ,,Ctou* genetikou informaci ulozenou v sekvenci DNA a do
souhra obou epigenetickych aktivit poté umozinuje zahajit, potlacit popiipad¢ udrzovat urcitou
miru exprese specifickych genti, kterd je nezbytna pro zajisténi fyziologickych bunécnych
procesti a soucasn€ umoznuje vytvoieni termindlniho fenotypu krevnich element.

S vyuzitim mysiho modelu podminéné delece, ktery jsme vytvorili nasi védeckou
skupinou, jsme my se svymi spolupracovniky ukdzali, ze se tkdnové a vyvojove specifické
regulace transkripce Uc€astni 1 chromatin remodelaéni faktor Smarca5. Delece genu Smarca5
v progenitorech granularnich neuroni mé za nésledek defekty arborizace dendritii Purkynovo
bunék mozecku a desaty den po narozeni vede k naruseni exprese az 2 900 genti (95). V ptipadé
vyvijejiciho se oka se po deleci objevuje az 1 461 rozdilné exprimovanych transkriptd (96).
Analyza transkriptomu dvojité pozitivnich (DP) thymocyti za pomoci metody mRNA-seq
odhalila az 3 318 rozdiln& exprimovanych transkriptt (175). U ¢-Kit" krvetvornych progenitort
a kmenovych bunék sortovanych z fetalnich jater (E14.5) mysi s genotypem Smarca5’*k0
Vavl-iCre jsme pozorovali narusenou expresi mnoha desitek gent, které souvisely piredevsim
s odpovédi na poskozeni DNA a erythroidni diferenciaci (166). Zjistili jsme, Ze spoleCnym
prvkem transkripénich analyz a soucasné¢ moznym vysvétlenim vyvojovych defekt
zpusobenych deleci genu Smarca$ je, ze se u podstatné ¢asti transkripénich faktorti terminalni
diferenciace neaktivuje jejich exprese do fyziologické miry. Naptiklad v krvetvorbé jsme
pozorovali nizké hladiny kli¢ovych transkripénich faktora erythroidniho (Gatal, Gata2, Klif1,
Nfe2) a thymocytarniho vyvoje (KIf7, Ets2, Ikzf3, Bcl6). Zajimavé je, Ze mysi s deleci Smarca5
v HSC umiraly kolem dne E17,5 na zdvaznou anémii a mély tedy velmi podobny fenotyp jako
jedinci s deleci nékterych transkripénich faktort ¢ervené krevni fady napt. KIf1 (197). Je proto
otazkou, zdali protein Smarca5 nehraje ptfimou ulohu v regulaci exprese transkripénich faktort
casného vyvoje.

Protein Smarca5 mulze at uz piimo ¢i nepifimo pies své partnerské molekuly
v remodelacnich komplexech interagovat s celou fadou transkripcnich faktort a epigenetickych

regulatort (viz. https://thebiogrid.org/114045/summary/homo-sapiens/smarca5.html). Diky
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mnohacetnym interakcim s dalSimi vazebnymi molekulami moZzna neni ani tak pfekvapivé, ze
delece jeho genu zpusobi velké zmény v expresnim profilu krvetvornych progenitori.
Napriklad na mysich epitelidlnich buinikach bylo ukazano, ze vice jak 32% vSech mist, které
protein SmarcaS rozeznava, tvoii promotorové oblasti kodujicich gent (28). Tato pozorovani
naznacuji, ze regulace exprese proteinem Smarca5 muize byt jednou z jeho hlavnich funkci.
Ovsem mechanizmy regulace genové exprese proteinem Smarca5 a hlavn¢ interakéni partnefi,
kteti se spolec¢né se Smarca5 regulace gent krvetvorby castni, byly do této doby popsany jen
castecné. V buitkach mysi erythroleukémie byla naptiklad popséana fyzicka interakce Smarcas
s transkripénim faktorem GATA-1, ktery je esencialni pro vyvoj cervenych krvinek,
megakaryocytl, eozinofili a zirnych bun¢k (198). V nasi praci jsme ukazali, ze SMARCAS
muze fyzicky interagovat s transkripénim faktorem CTCF v regulacnich oblastech jednoho
z hlavnich regulatort myeloidniho vyvoje genu SP/1/PU.I a oblasti, ktera idi imprinting (ICR)
gend H19 a Igf2 (187). Popsali jsme, Ze je protein SMARCAS zcela nezbytny pro vazbu CTCF
do chromatinu ICR v leukemickych bunikach. Oba proteiny spole¢n¢ inhibuji funkci enhanceru
ICR, ¢imz ve vysledku stimuluji transkripei genu H19 a naopak umléuji expresi genu /gf2.
Jaky je ale mechanizmus spolecné regulace exprese genli zminénymi proteiny
SMARCAS5 a CTCF? Na tuto otazku nelze jednoduSe odpovédét, protoze jen u samotného
proteinu CTCF bylo popsano mnoho odlisnych zpiisobii regulace genové exprese (199). Tento
protein muze fungovat jako piimy aktivator ¢i represor transkripce v promotorech nékterych
gendl. Zarovenl muze nasedat do tzv. izolatorovych oblasti (angl. insulators), ve kterych
umoziuje inra- popiipad¢ inter-chromozomalni interakce (napf. v oblasti fidiciho expresi
lokusu mysiho B-globinu), mtize branit spojeni mezi enhancerem a protomotorem urcitych genti
(viz. ICR lokusu HI19/Igf2) ¢i vytvafet bariéru mezi euchromatinem a konstitutivnim
hetrochomatinem (199). V minulosti bylo opakované ukdzano, ze se CTCF objevuje
v genomickych oblastech, které se shoduji s misty vazby proteinti kohezinového komplexu (86,
189), coZz naznacuji 1 naSe data. Zjistili jsme, ze se po podani S5-azacytidinu proteiny
SMARCAS, CTCF a zastupci kohezinového komplexu (RAD21 a SMCI) objevuji
v regulacnich oblastech genu SPII/PU.I (pfedev§sim v URE a -11kb). Domnivame se, Ze
ptitomnost kohezinu v téchto oblastech mize mit podobnou funkci jako v ptipadé regulace
transkripce gend 179 a Igf2, tedy stabilizace chromozomalnich smycek vytvorenych proteinem
CTCF (200). Dale jsme pozorovali, Ze se SMARCAS a CTCF (uz bez kohezinovych proteinii)
spole¢né vazi do oblasti -14.4kb genu SPI1/PU.1, kde se za normalnich okolnosti nevyskytuji.
Vzhledem k tomu, ze SMARCAS i CTCF maji po podani hypometylacniho ¢inidla na expresi

genu SPI1/PU.I negativni vliv, domnivame se, Ze vazba proteini do tohoto enhanceru bude
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souviset s inhibici transkripce. Pfestoze nase data zcela neobjasiiuji molekularni mechanizmus
regulace transkripce, ukazuji, ze za patologickych podminek mohou proteiny SMARCAS a
CTCF spolecné inhibovat expresi genu SPII/PU.I. Proteiny SMARCAS a CTCF blokuji
enhancer 1 po aplikaci hypometyla¢ni terapie, ¢imz mohou pfispivat k udrZzovani
dediferencovaného stavu leukemickych bunék.

Soucasné studie metodou ChIP-seq ukazuji, ze vice jak 35% vSech mist genomu
rozeznanych proteinem SmarcaS mize byt souc¢asné rozezndno i transkripénim faktorem Ctcf
(28). Ctcf ovSem neni jedinou molekulou, v jejimz vazebném konsenzu se ATP4aza Smarca5
muze vyskytovat (97, 201). Ukazuje se, ze se mize jednat az o desitky raznych transkripénich
faktort, které vyzaduji enzymatickou aktivitu proteinu Smarcad pro nasednuti do svych
sekvencné specifickych mist genomu (97). Otézka tedy zni, jaké molekularni zmény protein
Smarca5 generuje v mistech rozeznavanych transkripénimi faktory? Ukazuje se, Ze ve
vazebnych mistech mize Smarca5 fungovat jako jakési molekularni pravitko pro zachovani
stejnych rozestupi mezi jednotlivymi nukleozémy (97, 201). Napt. pro okoli vazebnych mist
jiz zminéného transkripéniho faktoru Ctcf je charakteristické pole 20-ti velmi uspotfadanych
nukleozomd, jejichz organizace a pravidelné rozestupy se narusi po depleci Smarca5 (97, 201).
Vazebna mista vykazuji po depleci Smarca5 také vySsi nukleozomalni obsazenost a sniZenou
schopnost vazat Ctcf a proteiny kohezinového komplexu (201). Ve vysledku nedostatek
remodelacnich aktivit negativné ovlivituje 1 globalni tvorbu chromatinovych smyc¢ek a izolaci
genomickych oblasti s uritym prostorovym uspofadanim oznaCované jako topologicky
sdruZzené domény (TAD, angl. topologically associating domain) (97). Zajimavé je, Ze deplece
partnerskych molekul ACF1, RSF1, TIPS a WSTF popsanou dezorganizaci nukleozomalniho
uspofadani nevyvolava, coz opet miize naznacovat, Ze remodelacni komplexy ISWI mohou byt
redundantni ve svych biologickych funkcich (201). V souhrnu, za vyraznymi expresnimi
zménami u my$i s kondicialni deleci genu Smarca5 tedy miiZe stat snizena schopnost vyvojoveé
dualezitych transkripénich faktorti navazat se do regulacnich oblasti fidicich tkanové specifickou
transkripci a diferenciaci.

Dal8i vyznamnou fenotypovou zménou, kterou jsme v krvetvorbé naSich zvifecich
modell pozorovali, bylo naruSeni proliferace, zastava bunééného cyklu a aktivace signalnich
drah spojenych s poSkozenim DNA. Popsali jsme, ze delece genu Smarca5 v hematopoetickych
kmenovych bunkéch postihuje definitivni krvetvorbu ve fetalnich jatrech a fenotypové projevy
v podobé€ anémie jsou patrné uZ v den E13,5 embryonalniho vyvoje. Embryonalni vyvoj byl
v disledku narusené Casné krvetvorby a erytropoézy piedcasné ukoncen nejpozdéji 17,5 den po

oplozeni a to prakticky u vSech postihnutych jedinct. Zjistili jsme, Ze jedinci s deleci Smarca5
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mayji v jatrech mnohem vice bun¢k populace LSK. Toto pozorovani si vysvétlujeme predevsim
jejich zvySenou proliferaéni aktivitou, ale soucasné¢ omezenou schopnosti jednotlivych
subpopulaci LSK (krvetvornych kmenovych bunék a multipotentnich progenitort)
diferencovat. Porucha vyvoje uz na urovni kmenovych bunék a naslednych multipotentnich
progenitorech byla potvrzena transplantaénimi experimenty s vyuzitim suspenze z fetalnich
jater embryonalniho dne E13,5. U letdln¢ ozafenych piijemcti jsme ani po 12 dnech od
transplantace nepozorovali (na rozdil od bunék fetalnich jater z kontrolnich jedincti) obnovu
krvetvorby.

Buiiky, které v krvetvorném vyvoji prosly az do stadia LS-K tedy liniové piedurcenych
stadii, proliferovaly sice podobn¢ jako jejich kontrolni protéjsky ale objevovala se u nich
nefyziologickd zastava v G2/M fazi bunééného cyklu. Popsanou zastavu jsme pozorovali také
u vyvijejicich se basofilnich erythroblastii a thymocytl, kde tetraploidni buiiky tvofily témét
jednu ctvrtinu vSech bun¢k DP populace. Zajimavym zjisténim je, Ze jsme tento specificky
bunécny fenotyp souvisejici s deleci genu Smarca nedetekovali na zadné jiné Grovni vyvoje a
to ani u ostatnich krevnich elementd napt. B-lymfocytti. Podobné nebyla zastava v G2/M fazi
pozorovana ani v pribéhu vyvoje mozecku a ocni CoCky (95, 96). Obvykle je opusténi
bunécéného cyklu v tetraploidnim stavu spojeno s kumulaci zavaznych chromozomalnich zmén
napft. s nemoznosti dokoncit replikaci ¢i opravit poskozeni DNA vzniklych v priibéhu replikace.
V minulosti bylo nékolikrat ukazano, ze se protein SMARCAS ucastni v remodelacnich
komplexech ACF1 a WSTF replikace DNA a to v prub¢hu jeji pozdni faze (42, 53, 54). Data,
ktera jsme ziskali z analyzy bunééného cyklu DN thymocyti by toto mohla také naznacovat. U
DN3 thymocytii jsme naptiklad pozorovali, Ze stejné procento bunék jako u kontrol vstupuje
normalnim zplisobem do S faze, ale pocty postreplikativnich bun¢k, které se mitoticky
rozdelily, byly oproti kontrole vyrazné€ niz$i (pfiblizné 3x). Tento fenotyp ani tetraploiditu DP
populace ,,nezachranila® delece genu pro hlavniho strdzce genomu — protein p53. Kumulace
nefyziologickych chromatinovych zmén tak ziejmé vede k neschopnosti thymocyti,
multipotentnich progenitorti, vyvijejicich se erythrocytii a progenitort dalSich tkani uspésné
dokon¢it S-fazi bunééného cyklu, coz miize ve vysledku vést aZ k jejich terminadlnimu (a na p53
nezavislému) zastaveni v tetraploidnim stavu nebo indukci apotozy.

Jak jiz bylo zminéno v piedeslych odstavcich, u jedinct s deleci Smarca5 v krvetvorné
kmenové bunce se objevoval nartist absolutniho poctu bunék stadia LSK zfejmé v dusledku
inhibice diferenciace. Zjistili jsme, Ze k tomuto nariistu nejvice piispivalo zvySeni poctu
subpopulace multipotentnich progenitort s myelolymfoidnim potencidlem

(LSK'CD48"CD150"). V dalsi asti naSeho vyzkumu jsme se tedy zaméfili na to, zdali delece
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Smarca5 nebude mit také vliv na diferenciaci a Casny vyvoj lymfocyti. Vyvoj T lymfocytarnich
progenitord, ktery se uskutectiuje v thymu (brzliku) a vyvoj B lymfocytarnich progenitort,
ktery se uskuteciiuje v kostni dfeni, jsou jednou z nejvice studovanych oblasti krvetvorby.
Vyvojové udalosti obou bunécnych linii jsou v soucasnosti velmi podrobné popsany a
charakterizuji je specifické zmény exprese povrchovych molekul, aktivuji se rtzné
mechanizmy fizeni bunécného cyklu a uskutecniuje se (na rozdil od myeloidni tady)
programované vytvareni dvouvlaknovych zlomt pti vyzrdvani antigenniho receptoru. Praveé
iniciace dvouvlaknovych zlomu a jejich néasledné opravy umoziuji testovat funkce chromatin
remodelac¢nich faktora v procesech oprav poskozeni DNA in vivo (102).

Ukazali jsme, ze protein Smarca5 a chromatin remodela¢ni aktivita s nim spojena, je
velice dulezitd pro fyziologicky vyvoj af i yd thymocytd a ¢asnych B lymfocytl. Zajimavym
zjisténim bylo, Ze se vyvoj aff thymocytl prakticky zastavil na trovni DN3 stidia a v ptipadé
casnych B lymfocyti na Grovni CD25 negativnich pro-B bunék. Popsany fenotyp velice
pfipominal fenotyp zvifat s mutacemi v genech, které jsou dilezité k uspéSnému dokonceni
V(D)J rekombinace nebo k ptenosu signalu z pre-TCR (176, 177). Pro vylouceni hypotézy, ze
by hlavni pfi¢inou zastavy thymocytarniho vyvoje mohl byt problém v zahdjeni V(D)J
rekombinace nebo ve spojovani pferuSenych koncl, jsme pouzili myS s transgennim
konstruktem OT-II. Tato my$ exprimuje jiz pteskupené geny pro tézky (7Tcrb) i lehky (Tcra)
fetézec T lymfocytarniho receptoru, ktery paruje s CD4 koreceptorem a rozeznava peptid
odvozeny z molekuly kutfeciho ovalbuminu (202). Exprese tohoto konstruktu v thymocytech
vede k aktivaci alelické exkluze a silné inhibici V(D)J rekombinace endogennich oblasti gent
imunitniho receptoru. Domnivali jsme se, Ze by inhibice vyvojové determinovaného vzniku
poSkozeni DNA mohla castecné zlepSit fenotypové zmény zplsobené deleci Smarca5 jako
v pfipad¢ gent oprav DNA (203). NaSe data z priitokové cytometrie tuto hypotézu nakonec
nepotvrdila. Provedena transkriptomova analyza naznacila, Ze hlavni pfi¢ina vyvojového bloku
thymocyt zifejmé nelezi v naruseni mechanizmu pieskupovani gend pro jednotlivé fetézce
TCR a v defektu vyzravani antigenniho receptoru, ale spiSe v naruSeni exprese vyvojove
dilezitych gend.

Jak jiz bylo podrobné popsano v literarnim piehledu této prace, vyznamnou cast
remodelacnich aktivit vykondva protein Smarca5 v komplexu se svymi vazebnymi partnery.
Zavazné vyvojové zmeény krvetvorby mohou byt pfipsany tomu, Ze se ztratou ATPazové
podjednotky, bunika ztrati 1 vesSkeré chromatin remodela¢ni aktivity, které jsou zajiStovany ji
obsahujicimi proteinovymi komplexy. Snad nejlépe fenotypu mysSich modelt delece Smarcas

v krvetvorbé odpovida fenotyp mysi s deleci Bptf. Podobné jako u Smarca5 knockoutd, delece
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Bptf vede k defektim diferenciace krvetvornych kmenovych bunék a neschopnosti téchto
buné¢k rekonstituovat normalni hematopoézu v letaln¢ ozarenych piijemcich (115). Mysi velmi
rychle umiraji na selhani kostni dien¢ a zdvaznou anémii. Dalsi podobnosti je, ze ztrata Bptf
zpusobuje snizeni exprese transkripcnich faktorii souvisejicich s diferenciaci kmenovych bun¢k
do progenitorti jednotlivych krevnich tad (Meisl, Pbxl, Mnl, Lmo?2) (115). Delece Bptf ma
vyrazny vliv i na vyvoj thymocyti pfedev§im na maturaci DP thymocyti do SP stadii (113).
Mysi ovS§em vykazuji oproti fenotypu naSeho mySiho modelu urc€ité rozdily. Nezd4 se naptiklad,
ze by u nich byl naruSen vyvoj DN3 stadia, ve kterém probiha B-selekce. V DP stadiu se
nevyskytuji tetraploidni buniky a defekty proliferace, coz naznacuje, ze protein Bptf zastava ve
vyvijejicich se tymocytech jiné funkce nebo pouze ¢ast funkci zajistovanych také proteinem
Smarca5 (113). Déle byl thymocytarni vyvoj studovan u mysi s deleci gentt Acf1/Bazla (tvoii
se Smarac5 komplexy ACF a CHRAC) (83, 102) a Tip5/Baz2a (komplex NoRC) (83). U obou
mySich modeltl ovSem nebylo prokazano viditelné naruseni lymfocytarniho vyvoje. DalSimi
kandidatnimi geny pro studium ISWI remodela¢nich komplexi, které jesté v krvetvorbé nebyly
studovany, jsou Wstf/Baz1b a Rsf-1. Fenotyp homozygotnich jedinct s deleci prvniho z nich je
neonatalné letalni (103, 104) a druhého je embryondlné letalni (83). Vzhledem k variabilité
fenotypli mysi s deleci gent v jednotlivych podjednotkach ISWI komplext je zfejmé, Ze
konkrétni ISWI komplexy jsou esencialni pro vyvoj nékterych specifickych struktur, avsak
v ostatnich tkdnich mohou byt jejich funkce vzajemné zastoupeny. Vzhledem k omezenému
mnoZstvi soucasnych dat bude nutné provést jesté dalsi experimenty, které umozni rozlisit, zdali
pfic¢inou fenotypu mysi s deleci Smarca5 v lymfocytech a cervené krevni fadé je ztrata funkce
vSech remodela¢nich komplexd rodiny ISWI nebo Cisté ztrata remodelaéni aktivity faktoru
Smarca5 nezavisle na téchto komplexech.

Celkové data naseho a ostatnich védeckych tymi ukazuji, ze protein Smarca5 umoziuje
Casnym progenitorim nejen nastavit jejich diferenciacni transkripéni programy, ale soucasné
se podili na zajistovani bunénych mechanizmt dilezitych pro jejich efektivni proliferaci.
Ptic¢inou vétSiny hematoonkologickych onemocnéni vcetné AML spociva pravé v inhibici
schopnosti progenitord se vyvijet a diferenciovat do terminalné¢ maturovanych stadii, pfi¢emz
schopnost proliferovat si tyto builky zachovévaji. Nase laboratof v minulosti ukazala, ze
zvysSena hladina SMARCAS se objevuje u CD34" krvetvornych progenitorti u pacienti s AML
a po dosazeni kompletni remise tato hladina klesa (2). Nabizi se tedy otazka, zdali inhibice
enzymatické aktivity proteinu Smarca5 ¢i inhibice interakce sjeho vazebnymi partnery
nepovede k zastaveni proliferace naddorovych bunék krvetvorby popiipadé k indukei jejich

diferenciace. Tuto hypotézu podporuje i mnoho studii, které vyuzivaji siRNA technologii pro
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depleci Smarca5 a partnerskych molekul v bunécnych liniich odvozenych z riznych nédort in
vitro. Deplece Smarca5 zpomaluje déleni a navozuje zéastavu bunééného cyklu naptiklad
v liniich odvozenych z gliomt (158), karcinomu prsu (155) a hepatocelularniho karcinomu
(157). Autoti dale popisuji, Ze se depleci remodelacniho faktoru snizuje rezistence nadorovych
bunék k chemoterapii a jejich invazivita (158). Podobny dopad na proliferaci nadorovych bun¢k
ma 1 deplece Smarcal (204, 205) ¢i deplece nekterych interakénich partnert ISWI ATPaz
naptiklad BPTF u linii derivovanych z adenokarcinomt a hepatocelularnich karcinoma (50,
159, 160) a TIPS u linii karcinomu prostaty (162). Vzhledem k obtizné pouzitelnosti metody
siRNA pro inhibici exprese ISWI ATPéaz a jejich interakcnich partneri v leukemickych
buiikach in vivo, je snaha vytvofit jejich chemické inhibitory. V soucasnosti byl naptiklad
popsan inhibitor bromodomény proteinu BPTF s ozna¢enim DCB29 (206). Prestoze autofi
tento inhibitor netestovali na Zivych butikach, domnivaji se, Ze ovlivni ¢i zabrdni interakci
proteinu BPTF s jeho substratem tj. acetylovanymi histony v promotorech aktivnich genti, ¢cimz
ve vysledku miize negativné narusit i genovou expresi nadorovych bun¢k. Noveé byl popsan i
inhibitor ATPazové domény ISWI proteind, ktery autofi testovali na liniich odvozenych z AML
(207). V této praci popisuji (a potvrzuji tak naSi hypotézu), ze inhibice enzymatické aktivity
proteinu SMARCAS zpiisobuje sniZeni proliferace leukemickych bunék a jejich terminalni
diferenciaci do granulo-monocytarni fady, zatimco exponencialni rist normalnich CD34+
kmenovych bunék a progenitorii je zachovan. Zajimavé je, Ze inhibici proliferace autofi
pozoruji také u linii s nulovou alelou genu 7P53. Tato data ¢aste¢né odpovidaji 1 observaci
u naSeho mys$iho modelu, kde proliferacni zastava lymfoidnich progenitort v disledku ztraty
Smarca5 zavisi na proteinu p53 jen ¢astecné ¢i vibec.

Indukce diferenciace (pre)leukemickych blasti je dulezitou soucasti terapie pacienti
s AML a MDS. Dochézi k ni v disledku globalni hypometylace DNA po podani inhibitora
enzymu DNMT1 (5-azacytidin a také decitabin), zfejmé jako nésledek obnoveni fyziologické
exprese hlavnich transkrip¢nich faktor myeloidniho vyvoje PU.1, RUNX1 a CEBPa (180).
Data, ktera pfinasime, ukazuji, Ze protein SMARCAS je inhibitorem exprese genu SPI1/PU.1
v leukemickych bunkach (187). ZvySeni exprese PU.1 na fyziologickou uroveii, tak muzZe
pfedstavovat jeden z mechanizmi, kterym bude mozné inhibovanim enzymatické aktivity
SMARCAS indukovat diferenciaci bunék akutni myeloidni leukémie. Déle by bylo zajimavé
otestovat, zdali budou nadorové buiiky po podani inhibitoru SMARCAS také vice senzitivni na
indukci dvouvldknového poskozeni DNA jako po depleci s pouzitim siRNA (59-63). Podanim
inhibitoru SMARCAS by pak bylo teoreticky mozné napt. zkratit dobu ozatrovani zhoubnych

nadoril v pritbéhu radioterapie. V souhrnu, SMARCAS je dilezitd molekula pro nddorovy rist
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a muze predstavovat dilezity terapeuticky cil v 1écbé hematoonkologickych a jinych

nadorovych onemocnéni.
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11 Zavér
1) Detailni analyza krvetvorby u mysi s podminéné deletovanym genem pro chromatin

remodelaé¢ni faktor Smarca5S v hematopoietické kmenové burice.

Potvrdili jsme, Ze chromatin remodelujici aktivity proteinu Smarca5 jsou diilezité pro
Casnou krvetvorbu a maturaci erytrocyti in vivo. Jednou z hlavnich pfi¢in naruSeni
hematopoézy po deleci genu Smarcad se ukazala byt zastava krvetvornych bunék na turovni
multipotentnich LSK progenitort (MPP) v G2/M fazi bunécného cyklu. Za touto zastavou
bunécné proliferace a sni souvisejici vysokou mirou apoptézy byla pravdépodobné
zodpoveédna aktivace signalni drahy proteinu p53. Vysledky experimenti naznacily, ze by
protein Smarca5 mohl byt dilezity nejen pro nastaveni genové exprese v pribéhu definitivni
erythropoézy, ale 1 pro vyvoj ostatnich myeloidnich krevnich fad odvozenych z hematopoetické

kmenové bunky.

2) Charakterizovat vliv ztraty chromatin remodelujicich aktivit zajiSovanych proteinem

Smarca$ v prubéhu vyvoje ¢asnych lymfocytarnich stadii.

Zjistili jsme, ze delece genu Smarca’ ma také zéasadni vliv na lymfocytarni vyvoj.
Deleci genu Smarca5 byla narusena diferenciace ¢asnych stadii aff thymocytl (ze stadia DN3
do stadia DN4), yd T-lymfocytt (do stadia CD73") a B-lymfocytii v kostni dfeni (ze stadia pro-
B do pre-B). Vyloucili jsme, Ze by hlavnim divodem naruSeni vyvoje ¢asnych lymfocytarnich
progenitort byla neschopnost bun€k pteskupit geny pro jejich antigenni receptory. Naruseni
lymfocytarniho vyvoje doprovazela vysoka mira apotdzy a proliferacni defekty. Pouze u DP
stadia thymocytl jsme pozorovali zastavu v G2/M fazi bunéEného cyklu. U tohoto stadia jsme
detekovali vyrazné zmény v expresnim profilu, které¢ by mohly byt pfi¢inou vyvojovych zmén.
Vyuziti mysSiho modelu s nulovou alelou genu Trp53 se vSak neprokézalo, Ze by za apoptézou
a zastavou bunécného cyklu stala aktivace signalni drahy proteinu p53. Protein Smarca5 tak
ziejm¢ hraje dileZitou roli v nastaveni casnych expresnich programl souvisejicich

s diferenciaci lymfoidnich progenitord.
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3) Studium mechanizmi transkripéni regulace genu SPI1/PU.1, které jsou zavislé na

proteinu SMARCAS, v normalni a nadorové hematopoéze.

Popsali jsme, ze proteiny SMARCAS a CTCF spolu za fyziologickych podminek
interaguji v oblasti, kterd fidi imprinting (ICR) gent H/9 a Igf2. Vazba proteinu CTCF do
oblasti ICR je zavisla na proteinu SMARCAS a zprostiedkovava snizeni exprese /gf2 a naopak
zvyseni exprese genu H19. Dale bylo ukézano, ze oba proteiny spolu interaguji i v regulacnich
oblastech genu SP/1/PU. 1, kde reguluji uroven exprese tohoto hlavniho transkripéniho faktoru
myeloidniho vyvoje. Interakce obou proteint je silné zavisla na methylaci DNA a v piipadé
bunéénych linii odvozenych z AML, které maji typicky regulacni oblasti genu SPI/1/PU.1 silné
methylovany, je tato interakce omezena pouze na promotor tohoto genu. Zjistili jsme, ze po
aplikaci hypometyla¢niho ¢inidla dochazi k obnoveni interakci mezi SMARCAS a CTCF
v regulacnich oblastech genu SPII/PU.I (napf. oblast -11kb), ke kterym normalné dochazi za
fyziologickych podminek. V ptipadé AML linii se dale objevila jesté dalsi interakce obou
proteintl a to v oblasti -14,4kb. Nasledné experimenty naznacili, ze SMARCAS i CTCF vazbou
do oblasti -14,4kb inhibuji expresi genu SPII/PU.I. Domnivdme se, Ze vazba proteinl
SMARCAS5 a CTCF do oblasti -14,4kb ziejm¢ pomahd blastim odvozenym z AML snizit
expresi transkripéniho faktoru PU.1 a tim udrZovat leukemické buiiky v dediferencovaném

stavu.

4) Analyza vlivu nadorovych bunék na ¢asnou hematopoézu u pacientit s malignitami
odvozenymi z maturovanych B-lymfocytu.

Prokézali jsme, Ze u pacienti s nadory odvozenymi z maturovanych B-lymfocytu,
dochazi k naruseni ¢asné krvetvorby a to i v pfipadé€, Ze tito pacienti nemaji detekovatelnou
infiltraci kostni dfené. Pozorovali jsme celkové nizsi procento multilymfoidnich progenitorii
(MLP) v kostni dfeni pacientli a naruseni exprese nékterych vyvojové dulezitych genli u

kmenovych bunék.

73



Seznam pouZzité literatury

12 Seznam pouzité literatury

1. Stopka T, Skoultchi Al. The ISWI ATPase Snf2h is required for early mouse
development. P Natl Acad Sci USA. 2003;100(24):14097-102.

2. Stopka T, Zakova D, Fuchs O, Kubrova O, Blatkova J, Jelinek J, et al. Chromatin
remodeling gene SMARCAS is dysregulated in primitive hematopoietic cells of acute
leukemia. Leukemia. 2000;14(7):1247-52.

3. Luger K, Mader AW, Richmond RK, Sargent DF, Richmond TJ. Crystal structure of
the nucleosome core particle at 2.8 A resolution. Nature. 1997;389(6648):251-60.

4. Richmond TJ, Davey CA. The structure of DNA in the nucleosome core. Nature.
2003;423(6936):145-50.
5. Sivolob A, Prunell A. Linker histone-dependent organization and dynamics of

nucleosome entry/exit DNAs. J Mol Biol. 2003;331(5):1025-40.

6. Liu CL, Kaplan T, Kim M, Buratowski S, Schreiber SL, Friedman N, et al. Single-
nucleosome mapping of histone modifications in S. cerevisiae. PLoS Biol. 2005;3(10):e328.
7. Kouzarides T. Chromatin modifications and their function. Cell. 2007;128(4):693-705.
8. Cairns BR. Chromatin remodeling: insights and intrigue from single-molecule studies.
Nat Struct Mol Biol. 2007;14(11):989-96.

9. Neigeborn L, Carlson M. Genes affecting the regulation of SUC2 gene expression by
glucose repression in Saccharomyces cerevisiae. Genetics. 1984;108(4):845-58.

10.  Fairman-Williams ME, Guenther UP, Jankowsky E. SF1 and SF2 helicases: family
matters. Curr Opin Struct Biol. 2010;20(3):313-24.

11. Clapier CR, Iwasa J, Cairns BR, Peterson CL. Mechanisms of action and regulation of
ATP-dependent chromatin-remodelling complexes. Nat Rev Mol Cell Biol. 2017;18(7):407-
22.

12.  Lazzaro MA, Picketts DJ. Cloning and characterization of the murine Imitation Switch
(ISWI) genes: differential expression patterns suggest distinct developmental roles for Snf2h
and Snf2l. J Neurochem. 2001;77(4):1145-56.

13.  Clapier CR, Cairns BR. Regulation of ISWI involves inhibitory modules antagonized
by nucleosomal epitopes. Nature. 2012;492(7428):280-4.

14.  Boyer LA, Latek RR, Peterson CL. The SANT domain: a unique histone-tail-binding
module? Nat Rev Mol Cell Biol. 2004;5(2):158-63.

15. Grune T, Brzeski J, Eberharter A, Clapier CR, Corona DF, Becker PB, et al. Crystal
structure and functional analysis of a nucleosome recognition module of the remodeling factor
ISWI. Mol Cell. 2003;12(2):449-60.

16. Clapier CR, Langst G, Corona DF, Becker PB, Nightingale KP. Critical role for the
histone H4 N terminus in nucleosome remodeling by ISWI. Mol Cell Biol. 2001;21(3):875-
83.

17. Oppikofer M, Bai T, Gan Y, Haley B, Liu P, Sandoval W, et al. Expansion of the
ISWI chromatin remodeler family with new active complexes. EMBO Rep.
2017;18(10):1697-706.

18. Thompson PJ, Norton KA, Niri FH, Dawe CE, McDermid HE. CECR?2 is involved in
spermatogenesis and forms a complex with SNF2H in the testis. ] Mol Biol. 2012;415(5):793-
806.

19.  He X, Fan HY, Garlick JD, Kingston RE. Diverse regulation of SNF2h chromatin
remodeling by noncatalytic subunits. Biochemistry. 2008;47(27):7025-33.

20. Eberharter A, Vetter [, Ferreira R, Becker PB. ACF1 improves the effectiveness of
nucleosome mobilization by ISWI through PHD-histone contacts. EMBO J.
2004;23(20):4029-39.

74



Seznam pouZzité literatury

21. Jones MH, Hamana N, Nezu J, Shimane M. A novel family of bromodomain genes.
Genomics. 2000;63(1):40-5.

22.  Goodwin LR, Picketts DJ. The role of ISWI chromatin remodeling complexes in brain
development and neurodevelopmental disorders. Mol Cell Neurosci. 2018;87:55-64.

23. Dhalluin C, Carlson JE, Zeng L, He C, Aggarwal AK, Zhou MM. Structure and ligand
of a histone acetyltransferase bromodomain. Nature. 1999;399(6735):491-6.

24.  Aasland R, Gibson TJ, Stewart AF. The PHD finger: implications for chromatin-
mediated transcriptional regulation. Trends Biochem Sci. 1995;20(2):56-9.

25.  Zhou Y, Grummt I. The PHD finger/bromodomain of NoRC interacts with acetylated
histone H4K 16 and is sufficient for rDNA silencing. Curr Biol. 2005;15(15):1434-8.

26.  Fyodorov DV, Kadonaga JT. Binding of Acfl to DNA involves a WAC motif and is
important for ACF-mediated chromatin assembly. Mol Cell Biol. 2002;22(18):6344-53.

27.  Doerks T, Copley R, Bork P. DDT -- a novel domain in different transcription and
chromosome remodeling factors. Trends Biochem Sci. 2001;26(3):145-6.

28. Morris SA, Baek S, Sung MH, John S, Wiench M, Johnson TA, et al. Overlapping
chromatin-remodeling systems collaborate genome wide at dynamic chromatin transitions.
Nat Struct Mol Biol. 2014;21(1):73-81.

29. Sala A, Toto M, Pinello L, Gabriele A, Di Benedetto V, Ingrassia AM, et al. Genome-
wide characterization of chromatin binding and nucleosome spacing activity of the
nucleosome remodelling ATPase ISWI. EMBO J. 2011;30(9):1766-77.

30. Santos-Rosa H, Schneider R, Bernstein BE, Karabetsou N, Morillon A, Weise C, et al.
Methylation of histone H3 K4 mediates association of the Iswlp ATPase with chromatin. Mol
Cell. 2003;12(5):1325-32.

31. Li H, Ilin S, Wang W, Duncan EM, Wysocka J, Allis CD, et al. Molecular basis for
site-specific read-out of histone H3K4me3 by the BPTF PHD finger of NURF. Nature.
2006;442(7098):91-5.

32. Wysocka J, Swigut T, Xiao H, Milne TA, Kwon SY, Landry J, et al. A PHD finger of
NURF couples histone H3 lysine 4 trimethylation with chromatin remodelling. Nature.
2006;442(7098):86-90.

33.  LilJ, Langst G, Grummt I. NoRC-dependent nucleosome positioning silences rRNA
genes. EMBO J. 2006;25(24):5735-41.

34, Hanai K, Furuhashi H, Yamamoto T, Akasaka K, Hirose S. RSF governs silent
chromatin formation via histone H2Av replacement. PLoS Genet. 2008;4(2):e1000011.

35. Guetg C, Lienemann P, Sirri V, Grummt I, Hernandez-Verdun D, Hottiger MO, et al.
The NoRC complex mediates the heterochromatin formation and stability of silent rRNA
genes and centromeric repeats. EMBO J. 2010;29(13):2135-46.

36. Postepska-Igielska A, Krunic D, Schmitt N, Greulich-Bode KM, Boukamp P, Grummt
I. The chromatin remodelling complex NoRC safeguards genome stability by heterochromatin
formation at telomeres and centromeres. EMBO Rep. 2013;14(8):704-10.

37.  Culver-Cochran AE, Chadwick BP. Loss of WSTF results in spontaneous fluctuations
of heterochromatin formation and resolution, combined with substantial changes to gene
expression. BMC Genomics. 2013;14:740.

38.  He X, Fan HY, Narlikar GJ, Kingston RE. Human ACF1 alters the remodeling
strategy of SNF2h. J Biol Chem. 2006;281(39):28636-47.

39.  Precht P, Wurster AL, Pazin MJ. The SNF2H chromatin remodeling enzyme has
opposing effects on cytokine gene expression. Mol Immunol. 2010;47(11-12):2038-46.

40. Alenghat T, Yu J, Lazar MA. The N-CoR complex enables chromatin remodeler
SNF2H to enhance repression by thyroid hormone receptor. EMBO J. 2006;25(17):3966-74.

75



Seznam pouZzité literatury

41.  Ewing AK, Attner M, Chakravarti D. Novel regulatory role for human Acfl in
transcriptional repression of vitamin D3 receptor-regulated genes. Mol Endocrinol.
2007;21(8):1791-806.

42.  Bozhenok L, Wade PA, Varga-Weisz P. WSTF-ISWI chromatin remodeling complex
targets heterochromatic replication foci. EMBO J. 2002;21(9):2231-41.

43.  Cavellan E, Asp P, Percipalle P, Farrants AK. The WSTF-SNF2h chromatin
remodeling complex interacts with several nuclear proteins in transcription. J Biol Chem.
2006;281(24):16264-71.

44, Percipalle P, Fomproix N, Cavellan E, Voit R, Reimer G, Kruger T, et al. The
chromatin remodelling complex WSTF-SNF2h interacts with nuclear myosin 1 and has a role
in RNA polymerase I transcription. EMBO Rep. 2006;7(5):525-30.

45, Strohner R, Nemeth A, Jansa P, Hofmann-Rohrer U, Santoro R, Langst G, et al.
NoRC--a novel member of mammalian ISWI-containing chromatin remodeling machines.
EMBO J. 2001;20(17):4892-900.

46. Santoro R, Li J, Grummt I. The nucleolar remodeling complex NoRC mediates
heterochromatin formation and silencing of ribosomal gene transcription. Nat Genet.
2002;32(3):393-6.

47. Barak O, Lazzaro MA, Lane WS, Speicher DW, Picketts DJ, Shiekhattar R. Isolation
of human NUREF: a regulator of Engrailed gene expression. EMBO J. 2003;22(22):6089-100.
48. Kwon SY, Grisan V, Jang B, Herbert J, Badenhorst P. Genome-Wide Mapping
Targets of the Metazoan Chromatin Remodeling Factor NURF Reveals Nucleosome
Remodeling at Enhancers, Core Promoters and Gene Insulators. PLoS Genet.
2016;12(4):¢1005969.

49, Qiu Z, Song C, Malakouti N, Murray D, Hariz A, Zimmerman M, et al. Functional
interactions between NURF and Ctcf regulate gene expression. Mol Cell Biol.
2015;35(1):224-37.

50. Richart L, Carrillo-de Santa Pau E, Rio-Machin A, de Andres MP, Cigudosa JC, Lobo
VIS, et al. BPTF is required for c-MYC transcriptional activity and in vivo tumorigenesis. Nat
Commun. 2016;7:10153.

51.  Erdel F, Rippe K. Chromatin remodelling in mammalian cells by ISWI-type
complexes--where, when and why? FEBS J. 2011;278(19):3608-18.

52. McNairn AJ, Gilbert DM. Epigenomic replication: linking epigenetics to DNA
replication. Bioessays. 2003;25(7):647-56.

53. Collins N, Poot RA, Kukimoto I, Garcia-Jimenez C, Dellaire G, Varga-Weisz PD. An
ACFI1-ISWI chromatin-remodeling complex is required for DNA replication through
heterochromatin. Nat Genet. 2002;32(4):627-32.

54, Poot RA, Bozhenok L, van den Berg DL, Steffensen S, Ferreira F, Grimaldi M, et al.
The Williams syndrome transcription factor interacts with PCNA to target chromatin
remodelling by ISWI to replication foci. Nat Cell Biol. 2004;6(12):1236-44.

55. Sugimoto N, Yugawa T, lizuka M, Kiyono T, Fujita M. Chromatin remodeler sucrose
nonfermenting 2 homolog (SNF2H) is recruited onto DNA replication origins through
interaction with Cdc10 protein-dependent transcript 1 (Cdtl) and promotes pre-replication
complex formation. J Biol Chem. 2011;286(45):39200-10.

56.  Bryant KF, Colgrove RC, Knipe DM. Cellular SNF2H chromatin-remodeling factor
promotes herpes simplex virus 1 immediate-early gene expression and replication. MBio.
2011;2(1):e00330-10.

57.  Zhou J, Chau CM, Deng Z, Shiekhattar R, Spindler MP, Schepers A, et al. Cell cycle
regulation of chromatin at an origin of DNA replication. EMBO J. 2005;24(7):1406-17.

58.  Polo SE, Jackson SP. Dynamics of DNA damage response proteins at DNA breaks: a
focus on protein modifications. Genes Dev. 2011;25(5):409-33.

76



Seznam pouZzité literatury

59. Lan L, Ui A, Nakajima S, Hatakeyama K, Hoshi M, Watanabe R, et al. The ACF1
complex is required for DNA double-strand break repair in human cells. Mol Cell.
2010;40(6):976-87.

60.  Nakamura K, Kato A, Kobayashi J, Yanagihara H, Sakamoto S, Oliveira DV, et al.
Regulation of homologous recombination by RNF20-dependent H2B ubiquitination. Mol
Cell. 2011;41(5):515-28.

61. Toiber D, Erdel F, Bouazoune K, Silberman DM, Zhong L, Mulligan P, et al. SIRT6
recruits SNF2H to DNA break sites, preventing genomic instability through chromatin
remodeling. Mol Cell. 2013;51(4):454-68.

62. Smeenk G, Wiegant WW, Marteijn JA, Luijsterburg MS, Sroczynski N, Costelloe T,
et al. Poly(ADP-ribosyl)ation links the chromatin remodeler SMARCAS/SNF2H to RNF168-
dependent DNA damage signaling. J Cell Sci. 2013;126(Pt 4):889-903.

63. Min S, Jo S, Lee HS, Chae S, Lee JS, Ji JH, et al. ATM-dependent chromatin
remodeler Rsf-1 facilitates DNA damage checkpoints and homologous recombination repair.
Cell Cycle. 2014;13(4):666-77.

64.  Erdel F, Rippe K. Binding kinetics of human ISWI chromatin-remodelers to DNA
repair sites elucidate their target location mechanism. Nucleus. 2011;2(2):105-12.

65. Klement K, Luijsterburg MS, Pinder JB, Cena CS, Del Nero V, Wintersinger CM, et
al. Opposing ISWI- and CHD-class chromatin remodeling activities orchestrate
heterochromatic DNA repair. J Cell Biol. 2014;207(6):717-33.

66. Oliveira DV, Kato A, Nakamura K, Ikura T, Okada M, Kobayashi J, et al. Histone
chaperone FACT regulates homologous recombination by chromatin remodeling through
interaction with RNF20. J Cell Sci. 2014;127(Pt 4):763-72.

67.  Price BD, D'Andrea AD. Chromatin remodeling at DNA double-strand breaks. Cell.
2013;152(6):1344-54.

68. Bonner WM, Redon CE, Dickey JS, Nakamura AJ, Sedelnikova OA, Solier S, et al.
GammaH2AX and cancer. Nat Rev Cancer. 2008;8(12):957-67.

69. Atsumi Y, Minakawa Y, Ono M, Dobashi S, Shinohe K, Shinohara A, et al. ATM and
SIRT6/SNF2H Mediate Transient H2AX Stabilization When DSBs Form by Blocking
HUWEI to Allow Efficient gammaH2AX Foci Formation. Cell Rep. 2015;13(12):2728-40.
70. Fradet-Turcotte A, Canny MD, Escribano-Diaz C, Orthwein A, Leung CC, Huang H,
et al. 53BP1 is a reader of the DNA-damage-induced H2A Lys 15 ubiquitin mark. Nature.
2013;499(7456):50-4.

71. Chou DM, Adamson B, Dephoure NE, Tan X, Nottke AC, Hurov KE, et al. A
chromatin localization screen reveals poly (ADP ribose)-regulated recruitment of the
repressive polycomb and NuRD complexes to sites of DNA damage. Proc Natl Acad Sci U S
A.2010;107(43):18475-80.

72.  Kato A, Komatsu K. RNF20-SNF2H Pathway of Chromatin Relaxation in DNA
Double-Strand Break Repair. Genes (Basel). 2015;6(3):592-606.

73. Xiao A, Li H, Shechter D, Ahn SH, Fabrizio LA, Erdjument-Bromage H, et al. WSTF
regulates the H2A.X DNA damage response via a novel tyrosine kinase activity. Nature.
2009;457(7225):57-62.

74.  LeRoy G, Loyola A, Lane WS, Reinberg D. Purification and characterization of a
human factor that assembles and remodels chromatin. J Biol Chem. 2000;275(20):14787-90.
75.  Helfricht A, Wiegant WW, Thijssen PE, Vertegaal AC, Luijsterburg MS, van Attikum
H. Remodeling and spacing factor 1 (RSF1) deposits centromere proteins at DNA double-
strand breaks to promote non-homologous end-joining. Cell Cycle. 2013;12(18):3070-82.

76.  Pessina F, Lowndes NF. The RSF1 histone-remodelling factor facilitates DNA double-
strand break repair by recruiting centromeric and Fanconi Anaemia proteins. PLoS Biol.
2014;12(5):e1001856.

77



Seznam pouZzité literatury

77.  Loyola A, LeRoy G, Wang YH, Reinberg D. Reconstitution of recombinant chromatin
establishes a requirement for histone-tail modifications during chromatin assembly and
transcription. Genes Dev. 2001;15(21):2837-51.

78. Yang H, Zhang T, Tao Y, Wu L, Li HT, Zhou JQ, et al. Saccharomyces cerevisiae
MHF complex structurally resembles the histones (H3-H4)(2) heterotetramer and functions as
a heterotetramer. Structure. 2012;20(2):364-70.

79. Choi JH, Sheu JJ, Guan B, Jinawath N, Markowski P, Wang TL, et al. Functional
analysis of 11q13.5 amplicon identifies Rsf-1 (HBXAP) as a gene involved in paclitaxel
resistance in ovarian cancer. Cancer Res. 2009;69(4):1407-15.

80. Sheu JJ, Guan B, Choi JH, Lin A, Lee CH, Hsiao YT, et al. Rsf-1, a chromatin
remodeling protein, induces DNA damage and promotes genomic instability. J Biol Chem.
2010;285(49):38260-9.

81. Perpelescu M, Nozaki N, Obuse C, Yang H, Yoda K. Active establishment of
centromeric CENP-A chromatin by RSF complex. J Cell Biol. 2009;185(3):397-407.

82. Martens JH, O'Sullivan RJ, Braunschweig U, Opravil S, Radolf M, Steinlein P, et al.
The profile of repeat-associated histone lysine methylation states in the mouse epigenome.
EMBO J. 2005;24(4):800-12.

83. Dickinson ME, Flenniken AM, Ji X, Teboul L, Wong MD, White JK, et al. High-
throughput discovery of novel developmental phenotypes. Nature. 2016;537(7621):508-14.
84. Chang EY, Ferreira H, Somers J, Nusinow DA, Owen-Hughes T, Narlikar GJ.
MacroH2A allows ATP-dependent chromatin remodeling by SWI/SNF and ACF complexes
but specifically reduces recruitment of SWI/SNF. Biochemistry. 2008;47(51):13726-32.

85.  Pehrson JR, Fried VA. MacroH2A, a core histone containing a large nonhistone
region. Science. 1992;257(5075):1398-400.

86. Hakimi MA, Bochar DA, Schmiesing JA, Dong Y, Barak OG, Speicher DW, et al. A
chromatin remodelling complex that loads cohesin onto human chromosomes. Nature.
2002;418(6901):994-8.

87. Parelho V, Hadjur S, Spivakov M, Leleu M, Sauer S, Gregson HC, et al. Cohesins
functionally associate with CTCF on mammalian chromosome arms. Cell. 2008;132(3):422-
33.

88. Wendt KS, Yoshida K, Itoh T, Bando M, Koch B, Schirghuber E, et al. Cohesin
mediates transcriptional insulation by CCCTC-binding factor. Nature. 2008;451(7180):796-
801.

89. Prasad P, Lennartsson A, Ekwall K. The roles of SNF2/SWI2 nucleosome remodeling
enzymes in blood cell differentiation and leukemia. Biomed Res Int. 2015;2015:347571.

90. Yip DJ, Corcoran CP, Alvarez-Saavedra M, DeMaria A, Rennick S, Mears AJ, et al.
Snf2l regulates Foxgl-dependent progenitor cell expansion in the developing brain. Dev Cell.
2012;22(4):871-8.

91. Barak O, Lazzaro MA, Cooch NS, Picketts DJ, Shiekhattar R. A tissue-specific,
naturally occurring human SNF2L variant inactivates chromatin remodeling. J Biol Chem.
2004;279(43):45130-8.

92. Stopka T, Skoultchi Al. The ISWI ATPase Snf2h is required for early mouse
development. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100(24):14097-102.

93, Chong S, Vickaryous N, Ashe A, Zamudio N, Youngson N, Hemley S, et al.
Modifiers of epigenetic reprogramming show paternal effects in the mouse. Nat Genet.
2007;39(5):614-22.

94.  Daxinger L, Harten SK, Oey H, Epp T, Isbel L, Huang E, et al. An ENU mutagenesis
screen identifies novel and known genes involved in epigenetic processes in the mouse.
Genome Biol. 2013;14(9):R96.

78



Seznam pouZzité literatury

95.  Alvarez-Saavedra M, De Repentigny Y, Lagali PS, Raghu Ram EV, Yan K, Hashem
E, et al. Snf2h-mediated chromatin organization and histone H1 dynamics govern cerebellar
morphogenesis and neural maturation. Nat Commun. 2014;5:4181.

96. He S, Limi S, McGreal RS, Xie Q, Brennan LA, Kantorow WL, et al. Chromatin
remodeling enzyme Snf2h regulates embryonic lens differentiation and denucleation.
Development. 2016;143(11):1937-47.

97. Barisic D, Stadler MB, Iurlaro M, Schubeler D. Mammalian ISWI and SWI/SNF
selectively mediate binding of distinct transcription factors. Nature. 2019;569(7754):136-40.
98. Lazzaro MA, Pepin D, Pescador N, Murphy BD, Vanderhyden BC, Picketts DJ. The
imitation switch protein SNF2L regulates steroidogenic acute regulatory protein expression
during terminal differentiation of ovarian granulosa cells. Mol Endocrinol. 2006;20(10):2406-
17.

99.  Martens M. Developmental and cognitive troubles in Williams syndrome. Handb Clin
Neurol. 2013;111:291-3.

100. Kitagawa H, Fujiki R, Yoshimura K, Mezaki Y, Uematsu Y, Matsui D, et al. The
chromatin-remodeling complex WINAC targets a nuclear receptor to promoters and is
impaired in Williams syndrome. Cell. 2003;113(7):905-17.

101. Fusco C, Micale L, Augello B, Teresa Pellico M, Menghini D, Alfieri P, et al. Smaller
and larger deletions of the Williams Beuren syndrome region implicate genes involved in
mild facial phenotype, epilepsy and autistic traits. Eur ] Hum Genet. 2014;22(1):64-70.

102. Dowdle JA, Mehta M, Kass EM, Vuong BQ, Inagaki A, Egli D, et al. Mouse BAZ1A
(ACF1) is dispensable for double-strand break repair but is essential for averting improper
gene expression during spermatogenesis. PLoS Genet. 2013;9(11):e1003945.

103. Ashe A, Morgan DK, Whitelaw NC, Bruxner TJ, Vickaryous NK, Cox LL, et al. A
genome-wide screen for modifiers of transgene variegation identifies genes with critical roles
in development. Genome Biol. 2008;9(12):R182.

104.  Yoshimura K, Kitagawa H, Fujiki R, Tanabe M, Takezawa S, Takada I, et al. Distinct
function of 2 chromatin remodeling complexes that share a common subunit, Williams
syndrome transcription factor (WSTF). Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106(23):9280-5.
105. Banting GS, Barak O, Ames TM, Burnham AC, Kardel MD, Cooch NS, et al. CECR2,
a protein involved in neurulation, forms a novel chromatin remodeling complex with SNF2L.
Hum Mol Genet. 2005;14(4):513-24.

106. Footz TK, Brinkman-Mills P, Banting GS, Maier SA, Riazi MA, Bridgland L, et al.
Analysis of the cat eye syndrome critical region in humans and the region of conserved
synteny in mice: a search for candidate genes at or near the human chromosome 22
pericentromere. Genome Res. 2001;11(6):1053-70.

107. Dawe CE, Kooistra MK, Fairbridge NA, Pisio AC, McDermid HE. Role of chromatin
remodeling gene Cecr2 in neurulation and inner ear development. Dev Dyn. 2011;240(2):372-
83.

108. Fairbridge NA, Dawe CE, Niri FH, Kooistra MK, King-Jones K, McDermid HE.
Cecr2 mutations causing exencephaly trigger misregulation of mesenchymal/ectodermal
transcription factors. Birth Defects Res A Clin Mol Teratol. 2010;88(8):619-25.

109. Sanchez-Molina S, Mortusewicz O, Bieber B, Auer S, Eckey M, Leonhardt H, et al.
Role for hACFI in the G2/M damage checkpoint. Nucleic Acids Res. 2011;39(19):8445-56.
110. Zaghlool A, Halvardson J, Zhao JJ, Etemadikhah M, Kalushkova A, Konska K, et al.
A Role for the Chromatin-Remodeling Factor BAZ1A in Neurodevelopment. Hum Mutat.
2016;37(9):964-75.

111.  Sun H, Damez-Werno DM, Scobie KN, Shao NY, Dias C, Rabkin J, et al. ACF
chromatin-remodeling complex mediates stress-induced depressive-like behavior. Nat Med.
2015;21(10):1146-53.

79



Seznam pouZzité literatury

112.  Goller T, Vauti F, Ramasamy S, Arnold HH. Transcriptional regulator BPTF/FACI1 is
essential for trophoblast differentiation during early mouse development. Mol Cell Biol.
2008;28(22):6819-27.

113. Landry J, Sharov AA, Piao Y, Sharova LV, Xiao H, Southon E, et al. Essential role of
chromatin remodeling protein Bptf in early mouse embryos and embryonic stem cells. PLoS
Genet. 2008;4(10):¢1000241.

114. Landry JW, Banerjee S, Taylor B, Aplan PD, Singer A, Wu C. Chromatin remodeling
complex NURF regulates thymocyte maturation. Genes Dev. 2011;25(3):275-86.

115. Xu B, Cai L, Butler JM, Chen D, Lu X, Allison DF, et al. The Chromatin Remodeler
BPTF Activates a Stemness Gene-Expression Program Essential for the Maintenance of Adult
Hematopoietic Stem Cells. Stem Cell Reports. 2018;10(3):675-83.

116. Koludrovic D, Laurette P, Strub T, Keime C, Le Coz M, Coassolo S, et al. Chromatin-
Remodelling Complex NURF Is Essential for Differentiation of Adult Melanocyte Stem
Cells. PLoS Genet. 2015;11(10):¢1005555.

117. Frey WD, Chaudhry A, Slepicka PF, Ouellette AM, Kirberger SE, Pomerantz WCK,
et al. BPTF Maintains Chromatin Accessibility and the Self-Renewal Capacity of Mammary
Gland Stem Cells. Stem Cell Reports. 2017;9(1):23-31.

118. Rieger MA, Schroeder T. Hematopoiesis. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012;4(12).
119. Orkin SH, Zon LI. SnapShot: hematopoiesis. Cell. 2008;132(4):712.

120. Medvinsky A, Dzierzak E. Definitive hematopoiesis is autonomously initiated by the
AGM region. Cell. 1996;86(6):897-906.

121.  Ottersbach K, Dzierzak E. The murine placenta contains hematopoietic stem cells
within the vascular labyrinth region. Dev Cell. 2005;8(3):377-87.

122. Eilken HM, Nishikawa S, Schroeder T. Continuous single-cell imaging of blood
generation from haemogenic endothelium. Nature. 2009;457(7231):896-900.

123.  Chen MJ, Li Y, De Obaldia ME, Yang Q, Yzaguirre AD, Yamada-Inagawa T, et al.
Erythroid/myeloid progenitors and hematopoietic stem cells originate from distinct
populations of endothelial cells. Cell Stem Cell. 2011;9(6):541-52.

124.  Orkin SH, Zon LI. Hematopoiesis: an evolving paradigm for stem cell biology. Cell.
2008;132(4):631-44.

125.  Kiel MJ, Yilmaz OH, Iwashita T, Yilmaz OH, Terhorst C, Morrison SJ. SLAM family
receptors distinguish hematopoietic stem and progenitor cells and reveal endothelial niches
for stem cells. Cell. 2005;121(7):1109-21.

126. Cabezas-Wallscheid N, Klimmeck D, Hansson J, Lipka DB, Reyes A, Wang Q, et al.
Identification of regulatory networks in HSCs and their immediate progeny via integrated
proteome, transcriptome, and DNA methylome analysis. Cell Stem Cell. 2014;15(4):507-22.
127.  Shah DK, Zuniga-Pflucker JC. An overview of the intrathymic intricacies of T cell
development. J Immunol. 2014;192(9):4017-23.

128. Teague TK, Tan C, Marino JH, Davis BK, Taylor AA, Huey RW, et al. CD28
expression redefines thymocyte development during the pre-T to DP transition. Int Immunol.
2010;22(5):387-97.

129.  Yui MA, Rothenberg EV. Developmental gene networks: a triathlon on the course to
T cell identity. Nat Rev Immunol. 2014;14(8):529-45.

130. Brekelmans P, van Soest P, Voerman J, Platenburg PP, Leenen PJ, van Ewijk W.
Transferrin receptor expression as a marker of immature cycling thymocytes in the mouse.
Cell Immunol. 1994;159(2):331-9.

131. Seitan VC, Hao B, Tachibana-Konwalski K, Lavagnolli T, Mira-Bontenbal H, Brown
KE, et al. A role for cohesin in T-cell-receptor rearrangement and thymocyte differentiation.
Nature. 2011;476(7361):467-71.

80



Seznam pouZzité literatury

132.  Germain RN. T-cell development and the CD4-CDS lineage decision. Nat Rev
Immunol. 2002;2(5):309-22.

133.  Dege C, Hagman J. Mi-2/NuRD chromatin remodeling complexes regulate B and T-
lymphocyte development and function. Immunol Rev. 2014;261(1):126-40.

134. Gebuhr TC, Kovalev GI, Bultman S, Godfrey V, Su L, Magnuson T. The role of Brgl,
a catalytic subunit of mammalian chromatin-remodeling complexes, in T cell development. J
Exp Med. 2003;198(12):1937-49.

135. Del Real MM, Rothenberg EV. Architecture of a lymphomyeloid developmental
switch controlled by PU.1, Notch and Gata3. Development. 2013;140(6):1207-19.

136. Dakic A, Metcalf D, Di Rago L, Mifsud S, Wu L, Nutt SL. PU.1 regulates the
commitment of adult hematopoietic progenitors and restricts granulopoiesis. J Exp Med.
2005;201(9):1487-502.

137. Garcia-Ojeda ME, Klein Wolterink RG, Lemaitre F, Richard-Le Goff O, Hasan M,
Hendriks RW, et al. GATA-3 promotes T-cell specification by repressing B-cell potential in
pro-T cells in mice. Blood. 2013;121(10):1749-59.

138. Germar K, Dose M, Konstantinou T, Zhang J, Wang H, Lobry C, et al. T-cell factor 1
is a gatekeeper for T-cell specification in response to Notch signaling. Proc Natl Acad Sci U S
A.2011;108(50):20060-5.

139. LiL, Leid M, Rothenberg EV. An early T cell lineage commitment checkpoint
dependent on the transcription factor Bell 1b. Science. 2010;329(5987):89-93.

140. Mingueneau M, Kreslavsky T, Gray D, Heng T, Cruse R, Ericson J, et al. The
transcriptional landscape of alphabeta T cell differentiation. Nat Immunol. 2013;14(6):619-
32.

141. Zhang JA, Mortazavi A, Williams BA, Wold BJ, Rothenberg EV. Dynamic
transformations of genome-wide epigenetic marking and transcriptional control establish T
cell identity. Cell. 2012;149(2):467-82.

142.  Engel I, Murre C. E2A proteins enforce a proliferation checkpoint in developing
thymocytes. EMBO J. 2004;23(1):202-11.

143.  Winandy S, Wu L, Wang JH, Georgopoulos K. Pre-T cell receptor (TCR) and TCR-
controlled checkpoints in T cell differentiation are set by Ikaros. J Exp Med.
1999;190(8):1039-48.

144. Kleinmann E, Geimer Le Lay AS, Sellars M, Kastner P, Chan S. Ikaros represses the
transcriptional response to Notch signaling in T-cell development. Mol Cell Biol.
2008;28(24):7465-75.

145. Kreslavsky T, Gleimer M, Miyazaki M, Choi Y, Gagnon E, Murre C, et al. beta-
Selection-induced proliferation is required for alphabeta T cell differentiation. Immunity.
2012;37(5):840-53.

146. Dutta A, Sardiu M, Gogol M, Gilmore J, Zhang D, Florens L, et al. Composition and
Function of Mutant Swi/Snf Complexes. Cell Rep. 2017;18(9):2124-34.

147.  Shih Ie M, Sheu JJ, Santillan A, Nakayama K, Yen MJ, Bristow RE, et al.
Amplification of a chromatin remodeling gene, Rsf-1/HBXAP, in ovarian carcinoma. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2005;102(39):14004-9.

148. Brown LA, Kalloger SE, Miller MA, Shih Ie M, McKinney SE, Santos JL, et al.
Amplification of 11q13 in ovarian carcinoma. Genes Chromosomes Cancer. 2008;47(6):481-
9.

149. RenJ, Chen QC, Jin F, Wu HZ, He M, Zhao L, et al. Overexpression of Rsf-1
correlates with pathological type, p53 status and survival in primary breast cancer. Int J Clin
Exp Pathol. 2014;7(9):5595-608.

81



Seznam pouZzité literatury

150. Yang YI, Ahn JH, Lee KT, Shih Ie M, Choi JH. RSF1 is a positive regulator of NF-
kappaB-induced gene expression required for ovarian cancer chemoresistance. Cancer Res.
2014;74(8):2258-69.

151. Liu S, Dong Q, Wang E. Rsf-1 overexpression correlates with poor prognosis and cell
proliferation in colon cancer. Tumour Biol. 2012;33(5):1485-91.

152. LiQ, Dong Q, Wang E. Rsf-1 is overexpressed in non-small cell lung cancers and
regulates cyclinD1 expression and ERK activity. Biochem Biophys Res Commun.
2012;420(1):6-10.

153. Xie C,FuL, Xie L, Liu N, Li Q. Rsf-1 overexpression serves as a prognostic marker
in human hepatocellular carcinoma. Tumour Biol. 2014;35(8):7595-601.

154.  Sheu JJ, Choi JH, Yildiz I, Tsai FJ, Shaul Y, Wang TL, et al. The roles of human
sucrose nonfermenting protein 2 homologue in the tumor-promoting functions of Rsf-1.
Cancer Res. 2008;68(11):4050-7.

155. Jin Q, Mao X, Li B, Guan S, Yao F, Jin F. Overexpression of SMARCAS correlates
with cell proliferation and migration in breast cancer. Tumour Biol. 2015;36(3):1895-902.
156. Gigek CO, Lisboa LC, Leal MF, Silva PN, Lima EM, Khayat AS, et al. SMARCAS
methylation and expression in gastric cancer. Cancer Invest. 2011;29(2):162-6.

157. WangY, QinJ, Liu Q, Hong X, Li T, Zhu Y, et al. SNF2H promotes hepatocellular
carcinoma proliferation by activating the Wnt/beta-catenin signaling pathway. Oncol Lett.
2016;12(2):1329-36.

158. Zhao XC, An P, Wu XY, Zhang LM, Long B, Tian Y, et al. Overexpression of
hSNF2H in glioma promotes cell proliferation, invasion, and chemoresistance through its
interaction with Rsf-1. Tumour Biol. 2016;37(6):7203-12.

159. DaiM, LulJ, Guo W, Yu W, Wang Q, Tang R, et al. BPTF promotes tumor growth
and predicts poor prognosis in lung adenocarcinomas. Oncotarget. 2015;6(32):33878-92.
160. Zhao X, Zheng F, Li Y, Hao J, Tang Z, Tian C, et al. BPTF promotes hepatocellular
carcinoma growth by modulating hTERT signaling and cancer stem cell traits. Redox Biol.
2019;20:427-41.

161. MengJ, Zhang XT, Liu XL, Fan L, Li C, Sun Y, et al. WSTF promotes proliferation
and invasion of lung cancer cells by inducing EMT via PI3K/Akt and IL-6/STAT3 signaling
pathways. Cell Signal. 2016;28(11):1673-82.

162. Gu L, Frommel SC, Oakes CC, Simon R, Grupp K, Gerig CY, et al. BAZ2A (TIPS) is
involved in epigenetic alterations in prostate cancer and its overexpression predicts disease
recurrence. Nat Genet. 2015;47(1):22-30.

163. Fujii T, Ueda T, Nagata S, Fukunaga R. Essential role of p400/mDomino chromatin-
remodeling ATPase in bone marrow hematopoiesis and cell-cycle progression. J Biol Chem.
2010;285(39):30214-23.

164. Liu L, Wan X, Zhou P, Zhou X, Zhang W, Hui X, et al. The chromatin remodeling
subunit Baf200 promotes normal hematopoiesis and inhibits leukemogenesis. J Hematol
Oncol. 2018;11(1):27.

165. Bultman SJ, Gebuhr TC, Magnuson T. A Brgl mutation that uncouples ATPase
activity from chromatin remodeling reveals an essential role for SWI/SNF-related complexes
in beta-globin expression and erythroid development. Genes Dev. 2005;19(23):2849-61.
166. Kokavec J, Zikmund T, Savvulidi F, Kulvait V, Edelmann W, Skoultchi Al, et al. The
ISWI ATPase Smarca5 (Snf2h) Is Required for Proliferation and Differentiation of
Hematopoietic Stem and Progenitor Cells. Stem Cells. 2017;35(6):1614-23.

167. Winandy S. Regulation of chromatin structure during thymic T cell development. J
Cell Biochem. 2005;95(3):466-77.

82



Seznam pouZzité literatury

168. Chi TH, Wan M, Lee PP, Akashi K, Metzger D, Chambon P, et al. Sequential roles of
Brg, the ATPase subunit of BAF chromatin remodeling complexes, in thymocyte
development. Immunity. 2003;19(2):169-82.

169. Naito T, Gomez-Del Arco P, Williams CJ, Georgopoulos K. Antagonistic interactions
between Ikaros and the chromatin remodeler Mi-2beta determine silencer activity and Cd4
gene expression. Immunity. 2007;27(5):723-34.

170.  Williams CJ, Naito T, Arco PG, Seavitt JR, Cashman SM, De Souza B, et al. The
chromatin remodeler Mi-2beta is required for CD4 expression and T cell development.
Immunity. 2004;20(6):719-33.

171.  Wurster AL, Pazin MJ. BRG1-mediated chromatin remodeling regulates
differentiation and gene expression of T helper cells. Mol Cell Biol. 2008;28(24):7274-85.
172.  Yasui D, Miyano M, Cai S, Varga-Weisz P, Kohwi-Shigematsu T. SATBI targets
chromatin remodelling to regulate genes over long distances. Nature. 2002;419(6907):641-5.
173.  Patenge N, Elkin SK, Oettinger MA. ATP-dependent remodeling by SWI/SNF and
ISWI proteins stimulates V(D)J cleavage of 5 S arrays. J Biol Chem. 2004;279(34):35360-7.
174. de Boer J, Williams A, Skavdis G, Harker N, Coles M, Tolaini M, et al. Transgenic
mice with hematopoietic and lymphoid specific expression of Cre. Eur J Immunol.
2003;33(2):314-25.

175. Zikmund T, Kokavec J, Turkova T, Savvulidi F, Paszekova H, Vodenkova S, et al.
ISWI ATPase Smarca5 Regulates Differentiation of Thymocytes Undergoing beta-Selection.
J Immunol. 2019.

176. Mombaerts P, Clarke AR, Rudnicki MA, Iacomini J, Itohara S, Lafaille JJ, et al.
Mutations in T-cell antigen receptor genes alpha and beta block thymocyte development at
different stages. Nature. 1992;360(6401):225-31.

177.  Mombaerts P, lacomini J, Johnson RS, Herrup K, Tonegawa S, Papaioannou VE.
RAG-1-deficient mice have no mature B and T lymphocytes. Cell. 1992;68(5):869-77.

178.  Shen Y, Zhu YM, Fan X, ShiJY, Wang QR, Yan X]J, et al. Gene mutation patterns
and their prognostic impact in a cohort of 1185 patients with acute myeloid leukemia. Blood.
2011;118(20):5593-603.

179. Rosenbauer F, Wagner K, Kutok JL, Iwasaki H, Le Beau MM, Okuno Y, et al. Acute
myeloid leukemia induced by graded reduction of a lineage-specific transcription factor,
PU.1. Nat Genet. 2004;36(6):624-30.

180. Curik N, Burda P, Vargova K, Pospisil V, Belickova M, Vickova P, et al. 5-azacitidine
in aggressive myelodysplastic syndromes regulates chromatin structure at PU.1 gene and cell
differentiation capacity. Leukemia. 2012;26(8):1804-11.

181. Hoogenkamp M, Krysinska H, Ingram R, Huang G, Barlow R, Clarke D, et al. The
Pu.1 locus is differentially regulated at the level of chromatin structure and noncoding
transcription by alternate mechanisms at distinct developmental stages of hematopoiesis. Mol
Cell Biol. 2007;27(21):7425-38.

182. Rosenbauer F, Koschmieder S, Steidl U, Tenen DG. Effect of transcription-factor
concentrations on leukemic stem cells. Blood. 2005;106(5):1519-24.

183. Leddin M, Perrod C, Hoogenkamp M, Ghani S, Assi S, Heinz S, et al. Two distinct
auto-regulatory loops operate at the PU.1 locus in B cells and myeloid cells. Blood.
2011;117(10):2827-38.

184. Lee BK, Iyer VR. Genome-wide studies of CCCTC-binding factor (CTCF) and
cohesin provide insight into chromatin structure and regulation. J Biol Chem.
2012;287(37):30906-13.

185. Torrano V, Chernukhin I, Docquier F, D'Arcy V, Leon J, Klenova E, et al. CTCF
regulates growth and erythroid differentiation of human myeloid leukemia cells. J Biol Chem.
2005;280(30):28152-61.

83



Seznam pouZzité literatury

186. Bell AC, Felsenfeld G. Methylation of a CTCF-dependent boundary controls
imprinted expression of the Igf2 gene. Nature. 2000;405(6785):482-5.

187. Dluhosova M, Curik N, Vargova J, Jonasova A, Zikmund T, Stopka T. Epigenetic
control of SPI1 gene by CTCF and ISWI ATPase SMARCAS. PLoS One. 2014;9(2):e87448.
188.  Ishihara K, Oshimura M, Nakao M. CTCF-dependent chromatin insulator is linked to
epigenetic remodeling. Mol Cell. 2006;23(5):733-42.

189.  Wendt KS, Peters JM. How cohesin and CTCF cooperate in regulating gene
expression. Chromosome Res. 2009;17(2):201-14.

190. Kim TH, Abdullaev ZK, Smith AD, Ching KA, Loukinov DI, Green RD, et al.
Analysis of the vertebrate insulator protein CTCF-binding sites in the human genome. Cell.
2007;128(6):1231-45.

191. Alizadeh AA, Majeti R. Surprise! HSC are aberrant in chronic lymphocytic leukemia.
Cancer Cell. 2011;20(2):135-6.

192. Bruns I, Cadeddu RP, Brueckmann I, Frobel J, Geyh S, Bust S, et al. Multiple
myeloma-related deregulation of bone marrow-derived CD34(+) hematopoietic stem and
progenitor cells. Blood. 2012;120(13):2620-30.

193. Kikushige Y, Ishikawa F, Miyamoto T, Shima T, Urata S, Yoshimoto G, et al. Self-
renewing hematopoietic stem cell is the primary target in pathogenesis of human chronic
lymphocytic leukemia. Cancer Cell. 2011;20(2):246-59.

194. Maswabi BC, Molinsky J, Savvulidi F, Zikmund T, Prukova D, Tuskova D, et al.
Hematopoiesis in patients with mature B-cell malignancies is deregulated even in patients
with undetectable bone marrow involvement. Haematologica. 2017;102(4):e152-¢5.

195. Kuranda K, Vargaftig J, de la Rochere P, Dosquet C, Charron D, Bardin F, et al. Age-
related changes in human hematopoietic stem/progenitor cells. Aging Cell. 2011;10(3):542-6.
196. Cheng H, Hao S, Liu Y, Pang Y, Ma S, Dong F, et al. Leukemic marrow infiltration
reveals a novel role for Egr3 as a potent inhibitor of normal hematopoietic stem cell
proliferation. Blood. 2015;126(11):1302-13.

197. Perkins AC, Sharpe AH, Orkin SH. Lethal beta-thalassaemia in mice lacking the
erythroid CACCC-transcription factor EKLF. Nature. 1995;375(6529):318-22.

198. Rodriguez P, Bonte E, Krijgsveld J, Kolodziej KE, Guyot B, Heck AJ, et al. GATA-1
forms distinct activating and repressive complexes in erythroid cells. EMBO J.
2005;24(13):2354-66.

199. Phillips JE, Corces VG. CTCF: master weaver of the genome. Cell. 2009;137(7):1194-
211.

200. Nativio R, Wendt KS, Ito Y, Huddleston JE, Uribe-Lewis S, Woodfine K, et al.
Cohesin is required for higher-order chromatin conformation at the imprinted IGF2-H19
locus. PLoS Genet. 2009;5(11):e1000739.

201.  Wiechens N, Singh V, Gkikopoulos T, Schofield P, Rocha S, Owen-Hughes T. The
Chromatin Remodelling Enzymes SNF2H and SNF2L Position Nucleosomes adjacent to
CTCEF and Other Transcription Factors. PLoS Genet. 2016;12(3):e1005940.

202. Barnden MJ, Allison J, Heath WR, Carbone FR. Defective TCR expression in
transgenic mice constructed using cDNA-based alpha- and beta-chain genes under the control
of heterologous regulatory elements. Immunol Cell Biol. 1998;76(1):34-40.

203. Kim]J, Lee SK, Jeon Y, Kim Y, Lee C, Jeon SH, et al. TopBP1 deficiency impairs
V(D)J recombination during lymphocyte development. EMBO J. 2014;33(3):217-28.

204. YeY, Xiao Y, Wang W, Gao JX, Yearsley K, Yan Q, et al. Singular v dual inhibition
of SNF2L and its isoform, SNF2LT, have similar effects on DNA damage but opposite effects
on the DNA damage response, cancer cell growth arrest and apoptosis. Oncotarget.
2012;3(4):475-89.

84



Seznam pouZzité literatury

205. YeY, Xiao Y, Wang W, Wang Q, Yearsley K, Wani AA, et al. Inhibition of
expression of the chromatin remodeling gene, SNF2L, selectively leads to DNA damage,
growth inhibition, and cancer cell death. Mol Cancer Res. 2009;7(12):1984-99.

206. Zhang D, Han J, Lu W, Lian F, Wang J, Lu T, et al. Discovery of alkoxy benzamide
derivatives as novel BPTF bromodomain inhibitors via structure-based virtual screening.
Bioorg Chem. 2019;86:494-500.

207. Kishtagari A, Ng KP, Jarman C, Tiwari AD, Phillips JG, Schuerger C, et al. A First-
in-Class Inhibitor of ISWI-Mediated (ATP-Dependent) Transcription Repression Releases
Terminal-Differentiation in AML Cells While Sparing Normal Hematopoiesis. Blood.
2019;132(Suppl 1):216.

85



Prilohy

13 Piilohy
(1. publikace) Kokavec J, Zikmund T, Savvulidi F, Kulvait V, Edelmann W, Skoultchi A. I,
Stopka T, The ISWI ATPase SmarcaS (Snf2h) is required for proliferation and

differentiation of hematopoietic stem and progenitor cells. Stem Cells (2017) 35(6):1614-
23.

(2. publikace) Zikmund T, Kokavec J, Turkova T, Savvulidi F, Paszekova H, Vodenkova S,
Sedlacek R, Skoultchi A. I, Stopka T, ISWI ATPase Smarca5 Regulates Differentiation of
Thymocytes Undergoing p-Selection 7The Journal of Immunology (2019) doi:
10.4049/jimmunol.1801684. [Epub ahead of print].

(3. publikace) Dluhosova M, Curik N, Vargova J, Jonasova A, Zikmund T, Stopka T.
Epigenetic Control of SPI1 Gene by CTCF and ISWI ATPase SMARCAS. PlosOne (2014)
9(2):e87448.

(4. publikace) Maswabi BC, Molinsky J, Savvulidi F, Zikmund T, Prukova D, Tuskova D,
Klanova M, Vockova P, Lateckova L, Sefc L et al. Hematopoiesis in patients with mature B

cell malignancies is deregulated even in patients with undetectable bone marrow
involvement. Haematologica (2017) 102(4):e152-¢5.

86



