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Abstrakt 

 Proces diferenciace krvetvorných buněk je závislý na chromatin-remodelační aktivitě 

ISWI ATPázy SMARCA5 (SNF2H) a jejích komplexů. Pro studium funkcí této ATPázy jsme 

v naší laboratoři vyvinuli řadu myších modelů, počínaje modelem s konstitutivní delecí genu 

Smarca5 a na něj navazujícími modely s kondicionální delecí tohoto genu v závislosti na 

tkáňově specificky exprimované Cre rekombináze (zejména v různých stádiích krvetvorby). 

Závažnost fenotypových projevů u myších modelů se různí od brzké embryonální letality 

konstitutivního delečního modelu, přes fetální letalitu spojenou se selháním erytropoézy 

(Vav1iCre model – delece v definitivním hematopoetickém progenitoru) až po poruchy 

lymfopoézy neomezující přežití zvířat (hCD2iCre model – delece v T a B lymfocytech) u 

kondicionálně delečních modelů. Tato práce navazuje na pozorování získaná při studiu 

delečních modelů genu Smarca5, tedy že delece vede k zástavě dělení buněk a jejich vstupu do 

apoptózy. Defekty byly pozorovány už ve stádiu kmenových buněk a hematopoetických 

progenitorů, které nebyly schopné vstoupit do procesu diferenciace v nepřítomnosti 

SMARCA5 proteinu. V těchto modelech kvůli tomu nebylo možné studovat průběh 

diferenciace. Proto jsme se rozhodli vytvořit nový myší model s hypomorfní (exprimující nižší 

množství proteinu) transgenní alelou SMARCA5 (S5tg), exprimovanou na pozadí delece 

Smarca5, který nám umožnil sledovat diferenciaci krvetvorných buněk při různých hladinách 

exprese proteinu SMARCA5. Zjistili jsme, že transgenní SMARCA5 může v závislosti na 

množství exprimovaného proteinu zachránit zástavu vývoje lymfocytů v tkáňově specifickém 

modelu delece Smarca5 v této linii (hCD2iCre) a také letální fenotyp spojený s konstitutivní 

delecí nebo kondicionální delecí v krvetvorných kmenových buňkách (Vav1iCre). Model 

Vav1iCre S5tg ukázal, že úroveň exprese proteinu SMARCA5 hraje zásadní roli v krvetvorných 

kmenových buňkách a progenitorech, v případě snížené (asi 10 %) exprese tohoto proteinu 

dochází k nahromadění multipotentních progenitorů, které nejsou schopné dále diferencovat. 

Pozorovaný defekt vzniklý sníženým množstvím proteinu SMARCA5 má největší vliv na 

diferenciaci lymfocytů a jejich progenitorů a to zejména u B-lymfocytů, které jsou na množství 

proteinu SMARCA5 nejcitlivější, což vedlo k výraznému snížení jejich počtů v periferní krvi. 

Počet erytrocytů byl snížen pouze minimálně a myelocyty nebyly hypomorfní expresí 

SMARCA5 ovlivněny. Transgenní SMARCA5 model dokazuje, že ISWI ATPáza SMARCA5 

je nepostradatelná pro správný vývoj krvetvorných buněk a to zejména lymfocytů. Tento 

výzkum přispívá cennými poznatky k prohloubení znalostí o tomto důležitém epigenetickém 

regulátoru, které mohou být využity při vývoji léčebných strategií pro poruchy krvetvorby. 
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Abstract 

The process of cell differentiation is dependent on the chromatin-remodeling activity of 

the ISWI ATPase SMARCA5 (SNF2H) and its complexes. A series of mouse models have been 

used to study the functions of this ATPase, starting with a model with constitutive deletion of 

the Smarca5 gene and followed by models with tissue-specific deletion of Smarca5 gene 

(especially at different stages of hematopoiesis). The severity of phenotypic manifestations in 

mouse models varies from early embryonic lethality in the constitutive deletion model, through 

fetal lethality associated with erythropoiesis failure (Vav1iCre model - deletion in the definitive 

hematopoietic progenitor) to lymphopoiesis defects that do not limit animal survival (hCD2iCre 

model - deletion in T and B lymphocytes) in conditional deletion models. This work builds on 

the observations obtained in the study of deletion models of this Smarca5 gene, i.e. that deletion 

leads to arrest of cell proliferation and their entry into apoptosis. Defects were observed already 

at the stem cell and hematopoietic progenitor stages, which were unable to enter the 

differentiation process in the absence of the SMARCA5 protein. In these models, it was not 

possible to study the progression of differentiation because of this reason. Therefore, we 

decided to create a new mouse model with a hypomorphic (expressing lower amounts of the 

protein) SMARCA5 transgenic allele (S5tg), expressed on a Smarca5 deletion background, 

which allowed us to observe hematopoietic cell differentiation at different levels of SMARCA5 

protein expression. We observed that transgenic SMARCA5 can rescue lymphocyte 

developmental arrest in a tissue-specific model of Smarca5 deletion in this lineage (hCD2iCre), 

depending on the amount of protein expressed, as well as the lethal phenotype associated with 

constitutive deletion or conditional deletion in hematopoietic stem cells (Vav1iCre). The 

Vav1iCre S5tg model has shown that the expression level of SMARCA5 protein plays a crucial 

role in hematopoietic stem cells and progenitors; when the expression of this protein is reduced 

(to about 10 %), it results in the accumulation of multipotent progenitors that are unable to 

differentiate. The observed defect resulting from reduced SMARCA5 protein levels has the 

greatest impact on the differentiation of lymphocytes and their progenitors, especially in B-

lymphocytes, which are the most sensitive to SMARCA5 protein levels, leading to a significant 

reduction in their numbers in peripheral blood. Number of erythrocytes was only minimally 

reduced and myelocytes were not affected by hypomorphic SMARCA5 expression. The 

transgenic SMARCA5 model demonstrates that the ISWI ATPase SMARCA5 is indispensable 

for the proper development of hematopoietic cells, especially lymphocytes. This research 



 

contributes valuable insights to deepen the knowledge of this important epigenetic regulator, 

which can be used in the development of therapeutic strategies for hematopoietic disorders. 
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progenitors  



 

Obsah 
1 Seznam zkratek ................................................................................................................... 9 

2 Úvod .................................................................................................................................. 11 

2.1 Protein SMARCA5 a jeho komplexy ........................................................................ 11 

2.1.1 Komplexy ACF a CHRAC ................................................................................................. 15 

2.1.2 Komplex WICH a B-WICH .............................................................................................. 17 

2.1.3 Komplex RSF .................................................................................................................. 17 

2.1.4 Komplex NoRC ............................................................................................................... 18 

2.1.5 Ostatní komplexy .......................................................................................................... 18 

2.2 Deleční myší modely pro gen Smarca5 ..................................................................... 19 

2.3 Protein SMARCA5 a nádorová onemocnění ............................................................. 23 

3 Cíle disertační práce .......................................................................................................... 25 

4 Seznam publikací .............................................................................................................. 26 

4.1 (1. publikace) Differential requirements for Smarca5 expression during 

hematopoietic stem cell commitment. .................................................................................. 28 

4.2 (2. publikace) ISWI ATPase Smarca5 Regulates Differentiation of Thymocytes 

Undergoing β-Selection. ....................................................................................................... 74 

4.3 (3. publikace) Loss of ISWI ATPase SMARCA5 (SNF2H) in Acute Myeloid 

Leukemia Cells Inhibits Proliferation and Chromatid Cohesion.......................................... 90 

4.4 (4. publikace) Chromatin Remodeler Smarca5 Is Required for Cancer-Related 

Processes of Primary Cell Fitness and Immortalization. .................................................... 104 

5 Diskuse ............................................................................................................................ 138 

6 Závěr a grantová podpora ................................................................................................ 146 

7 Seznam použité literatury ................................................................................................ 147 

 

 



9 

 

1 Seznam zkratek 

ACF Komplex skládající se z proteinů SMARCA5 a ACF1  

(anglicky ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor) 

ATP  Adenosin trifosfát (anglicky Adenosine triphosphate) 

BAZ  Bromodoména sousedící s doménou zinkového prstu (anglicky Bromodomain 

Adjacent to Zinc finger domain) 

BCR  B-buněčný receptor (anglicky B-cell receptor) 

bp  Páry bází DNA (anglicky Base pairs) 

CD  Diferenciační skupina povrchových molekul, které najdeme především na 

buňkách imunitního systému (anglicky Cluster of differenciation) 

CERF Komplex skládající se z proteinů SMARCA5/SMARCA1 a CECR2 (anglicky 

CECR2-containing remodeling factor) 

DN Dvojitě negativní fáze vývoje thymocytů – neexprimují ani CD4 ani CD8 

molekulu (anglicky Double negative) 

DNA  Deoxyribonukleová kyselina (anglicky Deoxyribonucleic acid) 

DP  Dvojitě pozitivní fáze vývoje thymocytů – exprimují CD4 i CD8 molekulu 

(anglicky Double positive) 

CHRAC Komplex skládající se z proteinů SMARCA5, ACF1, CHRAC-15 a CHRAC-17 

(anglicky Chromatin accessibility complex) 

ISWI  Název jedné z podrodin patřících do proteinové rodiny SWI2/SNF2 

  (anglicky Imitation mating type switch) 

MPP  Multipotentní progenitor 

NHEJ  Nehomologní spojování konců při opravě DNA, může zde docházet k mutacím 

(anglicky Non-homologous end joining) 

NoRC  Komplex skládající se z proteinů SMARCA5 a TIP5 

  (anglicky Nucleolar remodeling complex) 

NURF Komplex skládající se z proteinů SMARCA5/SMARCA1, BPTF, RBBP7, 

RBBP4 (anglicky Nucleosome remodeling factor) 

RNA  Ribonukleová kyselina (anglicky Ribonucleic acid) 

RSF Komplex skládající se z proteinů SMARCA5 a RSF-1  

(anglicky Remodeling and spacing factor) 
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Smarca5 Faktor remodelující chromatin závislý na ATP, který tvoří katalytickou 

podjednotku ISWI komplexů, jinak také nazývaný Snf2h 

(anglicky SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of 

chromatin, subfamily a, member 5) 

Snf2h viz. Smarca5 (anglicky Sucrose nonfermenting 2 homolog) 

Snf2l Faktor remodelující chromatin závislý na ATP, který tvoří katalytickou 

podjednotku ISWI komplexů, jinak také nazývaný Smarca1 (anglicky Sucrose 

nonfermenting 2-like protein) 

SWI/SNF Proteinová rodina na ATP závislých faktorů remodelujících chromatin 

  (anglicky Mating type switch/Sucrose nonfermenting) 

TCR  T-buněčný receptor (anglicky T-cell receptor) 

Tip5  Protein vyskytující se spolu se Smarca5 v komplexu NoRC 

  (anglicky Transcription termination factor 1 (Ttf1) – interacting protein 5)  

Vav1  Vav Guanin nukleotidový výměnný faktor 1 (anglicky Vav Guanine Nucleotide 

Exchange Factor 1) 

WICH  Komplex skládající se z proteinů SMARCA5 a WSTF 

  (anglicky WSTF-ISWI chromatin remodeling complex) 

WSTF  Protein vyskytující se spolu se Smarca5 v komplexu WICH, gen pro tento 

transkripční faktor je jedním z deletovaných genů u Williamsova syndromu 

  (anglicky Williams syndrome transcription factor) 
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2 Úvod 

DNA se v jádře buněk organizuje do struktury chromatinu, jež je tvořena zejména 

dvoušroubovicí deoxyribonukleotidové kyseliny a rozličnými histonovými proteiny, které 

umožňují velmi dlouhou molekulu DNA uložit a aktivně využívat v prostoru buněčného jádra. 

Chromatinová struktura nabývá různých stupňů fluidity nebo kondenzace, jež se mění během 

buněčného cyklu, diferenciace, poškození či stárnutí buněk. Chromatin je dynamický a jeho 

struktura hraje roli v procesu regulace genové exprese, především transkripce a elongace RNA, 

dále též v replikaci a genové opravě tím, že dochází k odhalení či znepřístupnění určitých DNA 

regulačních sekvencí DNA vazebným faktorům a transkripčním faktorům, kofaktorům a DNA 

a RNA polymerázám. Změny chromatinové struktury provází změny v epigenetických 

modifikacích histonů i DNA, které hrají zásadní roli při nastartování diferenciace buněk ale 

taktéž v zabránění diferenciace u kmenových buněk.  

Epigenetické modifikace řadíme do dvou druhů – kovalentní modifikace histonových N-

konců a nekovalentní modifikace zprostředkované chromatin remodelačními komplexy 

závislými na ATP. Tato disertační práce shrnuje a dává do kontextu vědeckou práci, jež 

objasňuje funkci jednoho z klíčových ISWI chromatin remodelačních faktorů, konkrétně 

proteinu SMARCA5 a jeho komplexů, a to zejména během diferenciace krvetvorných buněk, 

ve kterých je tento protein hojně exprimován. K tomu účelu bylo vytvořeno v naší laboratoři 

několik myších modelů a také z nich získaných buněčných linií. Tyto modely umožnily 

provádět vysoce specifický výzkum role SMARCA5, a to především v in vivo podmínkách 

během liniové determinace krvetvorné kmenové buňky a tím prozkoumat jeho konkrétní 

zapojení s přirozenými kofaktory v klíčových procesech krvetvorby. Tyto experimenty 

umožnily studium SMARCA5 posunout na novou úroveň a dosáhnout pochopení funkce tohoto 

proteinu v diferenciaci krevních buněk.  

2.1 Protein SMARCA5 a jeho komplexy 

Evolučně značně konzervovaný protein SMARCA5 (SWI/SNF Related, Matrix 

Associated, Actin Dependent Regulator Of Chromatin, Subfamily A, Member 5) patří do rodiny 

SWI2/SNF2 (Switching defective and Sucrose non fermenting) DNA dependentních helikáz-

ATPáz. Tyto enzymy využívají energii vzniklou hydrolýzou ATP pro rozvolnění 

nekovalentních vazeb mezi DNA a histonovými proteiny a následnou remodelaci struktury 

chromatinu. To si lze představit jako časově omezené oddálení histonů od vlákna DNA, 

zpřístupnění úseku DNA enzymům a transkripčním faktorům a následné posunutí či zabalení 

DNA ve struktuře nukleozómu vůči přilehlým histonovým proteinům (Bowman 2010). Studie 
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založená na měření pomocí metody FRET (Försterův rezonanční přenos energie) umožnila 

detailní pohled na to, jak posun vlákna DNA vůči histonovým proteinům probíhá, autoři zde 

využili kvasinkový ISWI komplex. Celý posun probíhá velmi organizovaným způsobem po 

krátkých úsecích DNA (napřed 7bp a pak 3bp dlouhých), které jsou po jednom páru bází 

uvolňovány a opouští strukturu nukleozómu (Deindl, Hwang et al. 2013). ATPázy z rodiny 

ISWI umožňují posun histonového oktameru po vlákně DNA až o 100 párů bází, čímž může 

dojít k odhalení a zpřístupnění regulačních oblastí DNA jako jsou například promotory (Becker 

2002). Molekula ATP se váže do žlábku mezi RecA-like proteiny helikázové domény, jež je 

velmi konzervovaná a představuje strukturní podjednotku všech ATPáz ze super-rodiny (či 

nadrodiny) SWI2/SNF2 (Fairman-Williams, Guenther et al. 2010). Mimo N-koncové 

helikázové domény dále protein SMARCA5 obsahuje domény HAND, SANT (Swi3 Ada2 N-

CoR TFIIIB, (Boyer, Langer et al. 2002)) a SLIDE (SANT-like ISWI domain), které umožnují 

specifickou vazbu na strukturu chromatinu (především na N-koncové části histonů H3 a H4) a 

také interakci se SMARCA5 vazebnými partnery, tzv. BAZ proteiny (Boyer, Latek et al. 2004), 

(Grune, Brzeski et al. 2003). Umístění jednotlivých domén v rámci proteinu SMARCA5 je 

znázorněno na obrázku č. 1. Modelové schéma mechanismu posunu nukleozómů po vlákně 

DNA pomocí ISWI remodelačních faktorů je znázorněno na obrázku č. 2. 

 

 

 

Obrázek č. 1: Schéma struktury proteinu SMARCA5 (SNF2H). Helikázová doména s ATPázovou 

aktivitou na N-konci proteinu a domény HAND, SANT a SLIDE na C-konci. Převzato z (Kato and 

Komatsu 2015). 
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Obrázek č. 2: Model posunu nukleozómů po vlákně DNA pomocí ISWI remodelačních faktorů. 

Schéma ISWI komplexu bez ligandu (vlevo) a navázaného na nukleozóm (vpravo). Ve stavu bez 

ligandu je N-terminální oblast proteinu (NTR) v kontaktu s ATPázovou doménou. Tento 

kontakt zahrnuje motiv AutoN, který je strukturně podobný N-koncové části histonu H4, a 

spolu s částí proteinu, zde nazvanou „brace-bridge“, stabilizuje ATPázovou doménu ve stavu 

neslučitelném s hydrolýzou ATP. Vazba ATPázové domény na nukleozóm a N-koncovou část 

histonu H4 vede k uvolnění vazby NTR. To umožňuje, aby ATPázová doména zaujala 

konformaci vhodnou pro hydrolýzu ATP. Spolu s tím dochází též k vazbě DNA-vazebné domény 

(DBD, obsahuje motivy HAND, SANT a SLIDE) na DNA vystupující ze struktury nukleozómu. 

Takto navázaná ISWI ATPáza pak může katalyzovat posun nukleozómu po vlákně DNA. Tento 

model byl převzat z (Mueller-Planitz, Klinker et al. 2013). 

 

 Protein SMARCA5 je v jádru buněk aktivní v komplexech s dalšími proteiny. 

SMARCA5 zde plní funkci motoru, který díky své ATPázové aktivitě zajišťuje energii 

potřebnou pro remodelaci, zatímco jeho vazební partneři zajišťují vazbu na strukturu 

chromatinu, čímž ovlivňují specifické funkce daného komplexu. Protein SMARCA5 může být 

součástí celkem 7 prozatím objevených komplexů, viz obrázek č. 3. Jedná se o komplexy: 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 complex), Smarca5-

kohezinový komplex, NURF (Nucleosome remodeling factor) a CERF (CECR2-containing 

remodeling factor).  
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Obrázek č. 3.: (A) Schématické znázornění proteinů SMARCA5 (SNF2H) a SMARCA1 (SNF2L). 

Tyto proteiny jsou z 86 % homologický. (B) Schématické znázornění interakčních partnerů 

proteinů SMARCA5 a SMARCA1. Všechny tyto proteiny sdílí určité motivy, důležité pro vazbu 

na strukturu chromatinu, jako je například DDT doména (modře), PHD finger (Plant 

Homeodomain) doména (červeně), či bromodoména (tmavě zeleně). Převzato z (Goodwin and 

Picketts 2018). 

 

Komplexy NURF a CERF byly popsány pro druhého člena rodiny ISWI chromatin 

remodelačních faktorů – protein SMARCA1 (SNF2L), který je s proteinem SMARCA5 z více 

než 80 % homologický a bylo dokázáno se tyto dva proteiny se mohou nacházet navzájem 

zaměnitelně ve všech komplexech popsaných pro oba z nich (Oppikofer, Bai et al. 2017). 

Ukazuje se ale, že proteiny SMARCA1 a SMARCA5 nejsou schopné vzájemně nahradit své 

funkce, jednak proto, že v delečních modelech pro tyto proteiny nebylo pozorováno, že by 

homolog nahradil funkce deletovaného proteinu. Dále také bylo pozorováno, že tyto proteiny 

jsou exprimovány v různých typech buněk, zatímco SMARCA5 je obecný faktor exprimovaný 

téměř ve všech tkáních, protein SMARCA1 je exprimován hlavně v diferencovaných 

neuronech, reprodukčních orgánech a placentě (Lazzaro and Picketts 2001). V testes bylo 

pozorováno, že protein CECR2 vytváří komplex s proteinem SMARCA5 (který je zde více 

exprimován než SMARCA1) a hraje roli při spermatogenezi, na rozdíl od neurální trubice a 

vnitřního ucha, kde CECR2 vytváří komplex s proteinem SMARCA1 (Thompson, Norton et 
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al. 2012). Protein SMARCA5 plní v jádru buněk různé funkce v závislosti na tom, v jakém 

komplexu se nachází, viz obrázek č. 4, které bych v dalších pár odstavcích chtěla popsat 

detailněji.  

 

 

Obrázek č. 4.: ISWI komplexy a jejich funkce. Schématické znázornění komplexů (včetně 

hlavních proteinových domén), které mohou hrát roli v replikaci, transkripci či opravě DNA. 

Proteiny SMARCA5 (=SNF2H) a jeho homolog SMARCA1 (=SNF2L) se mohou vyskytovat ve 

všech zobrazených komplexech. Obrázek převzat z (Erdel and Rippe 2011). 

 

2.1.1 Komplexy ACF a CHRAC 

Komplex ACF je tvořen dvěma podjednotkami, proteinem SMARCA5 a dále tzv. BAZ 

proteinem, konkrétně: ACF1/BAZ1A (Bromodomain adjacent to zinc finger domain 1A) (Ito, 

Bulger et al. 1997), (Ito, Levenstein et al. 1999). Tento (tzv. ACF, anglicky ATP-utilizing 

chromatin assembly and remodeling factor) komplex je spojovaný zejména s vysoce 

kondenzovanou strukturou heterochromatinu, kde může plnit různé funkce. Jednak pomáhá při 

průchodu polymerázy touto strukturou během procesu replikace DNA v pozdní části S-fáze 

buněčného cyklu, tím že udržuje chromatin v rozvolněné podobě (Collins, Poot et al. 2002). 

Komplex ACF také rozvolňuje strukturu heterochromatinu, aby byla přístupná reparačním 

proteinům, při opravě dvouvláknových zlomů na DNA procesem nehomologní rekombinace 

(NHEJ) (Klement, Luijsterburg et al. 2014). Roli komplexu ACF v procesech replikace a 
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opravy DNA potvrdila také studie využívající fluorescenční mikroskopii k lokalizaci tohoto 

komplexu v jádře, která potvrdila zvýšený výskyt ACF v oblastech, kde tyto procesy aktivně 

probíhaly (Erdel, Schubert et al. 2010). Tento komplex hraje též roli v rozpoznaní poškození 

DNA během G2/M přechodu během buněčného cyklu, což dále dokazuje jeho význam při 

opravě DNA (Sanchez-Molina, Mortusewicz et al. 2011). SMARCA5 v komplexech ACF a 

WICH, skenuje DNA vlákno a hledá místa poškození, jak bylo pozorováno při poškození 

vyvolaném pomocí UV-záření. Tyto dva komplexy spolu pravděpodobně interagují a ve chvíli, 

kdy naleznou místo poškození, tak se váží na chromatinovou strukturu a aktivují nukleotidovou 

excizní opravu spřaženou s transkripcí (TC-NER) (Aydin, Marteijn et al. 2014). Komplex ACF 

dokáže pomocí posunu histonových oktamerů po vlákně DNA vytvořit rovnoměrné rozestupy 

mezi nukleozómy, což je typické pro kondenzované struktury heterochromatinu. Snížená 

exprese komplexu ACF vedla též k narušení regulace genové exprese pomocí Polycomb 

proteinů. Komplex tedy pravděpodobně hraje roli také v procesu umlčování genů (Fyodorov, 

Blower et al. 2004). Tuto hypotézu podporuje též studie popisující vazbu komplexu ACF na 

modifikovaný histon macroH2A, který se nachází v inaktivovaném X-chromozomu (Chang, 

Ferreira et al. 2008). Další studie dokazují roli komplexu ACF v umlčování genů pomocí N-

CoR korepresoru (anglicky nuclear receptor corepressor) a histonové deacetylázy 3. N-CoR je 

korepresor, který blokuje jaderné receptory a tím umlčuje expresi genů, která by jinak byla 

těmito receptory aktivována. Komplex ACF se váže do promotorových oblastí takto 

umlčovaných genů a modifikuje zde strukturu chromatinu (Alenghat, Yu et al. 2006), (Ewing, 

Attner et al. 2007). Deleční myší model (uskutečněný ve všech buňkách myši) pro Acf1 

prokázal esenciální roli ACF komplexu pro spermatogenezi, myší samci s delecí na obou 

alelách genu jsou sterilní a byl u nich pozorován výrazně snížený počet spermií, které měly 

navíc sníženou motilitu a defektní morfologii. Změny ve struktuře chromatinu pozorovány 

nebyly, ale byly naměřeny problémy s regulací genové exprese mnoha genů důležitých pro 

správný průběh spermatogeneze (Dowdle, Mehta et al. 2013). 

Komplex CHRAC se skládá ze stejných proteinů jako komplex ACF, tedy SMARCA5 a 

ACF1, ale obsahuje navíc ještě proteiny CHRAC-15 a CHRAC-17. Komplex CHRAC má také 

stejně jako komplex ACF schopnost vytvářet rovnoměrné rozestupy mezi nukleozómy, které 

jsou charakteristické pro kondenzované části umlčeného chromatinu (Poot, Dellaire et al. 

2000). Pozorování získaná z modelového organismu Drosophila melanogaster ukazují, že 

komplex CHRAC je exprimován pouze v časné fázi embryonálního vývoje (Corona, Eberharter 

et al. 2000). 
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2.1.2 Komplex WICH a B-WICH 

Komplex WICH se skládá z proteinů SMARCA5 a WSTF/BAZ1B (Williams syndrome 

transcription factor). Gen pro WSTF je jedním z genů deletovaných u pacientů s Williamsovým 

syndromem, což je vývojová porucha postihující mnoho tkání, zejména však kardiovaskulární 

a nervovou soustavu (Martens 2013). Komplex WSTF se stejně jako komplex ACF podílí na 

replikaci genů, kdy stejně jako tento komplex remodeluje chromatin do rozvolněné podoby 

umožňují přístup proteinům replikační vidličky a interaguje s ‚clamp‘ proteiny a 

topoisomerázou I (Poot, Bozhenok et al. 2004), (Ribeyre, Zellweger et al. 2016). Komplex 

WICH se pravděpodobně podílí na udržování rozvolněné struktury chromatinu. 

V experimentech, kdy došlo ke snížení jeho exprese in vitro, byl pozorován vyšší podíl 

heterochromatinového proteinu HP1 a histonových modifikací typických pro kondenzované 

části chromatinu (Poot, Bozhenok et al. 2004). Komplex WICH může dále vytvářet větší 

komplex B-WICH hrající roli v procesu transkripce ribozomálních genů polymerázou I a III. 

Komplex B-WICH obsahuje sliceosomový faktor Sf3b155/SAP155, RNA helikázu II/Guα, 

Myb-binding protein 1a, CSB, protoonkogen Dek, nucleární myosin 1 a také RNA (45 S rRNA, 

5 S rRNA, 7SL RNA) (Cavellan, Asp et al. 2006), (Percipalle, Fomproix et al. 2006). Stejně 

jako komplex WICH je i komplex B-WICH spojován s rozvolněnou strukturou chromatinu. 

Bylo pozorováno, že je schopen rekrutovat histonové acetyl-transferázy (probíhá například 

acetylace H3K9, která je nezbytná pro transkripci RNA polymerázou III) a tím umožnit počátek 

transkripce v oblasti genů pro 5S a 7S ribozomální podjednotky (Sadeghifar, Bohm et al. 2015). 

Dále se ukázalo, že komplex B-WICH také pravděpodobně hraje roli při opravě 

dvouvláknových zlomů na DNA, kde je schopen díky své vnitřní kinázové aktivitě vytvářet 

histonové modifikace – fosforylovat tyrozin 142 na histonu H2AX, což je důležitá značka pro 

započetí opravy zlomů (Xiao, Li et al. 2009). 

2.1.3 Komplex RSF 

Komplex RSF je tvořen proteiny SMARCA5 a RSF1 (LeRoy, Loyola et al. 2000). Tento 

komplex se vyznačuje svojí chaperonovou aktivitou, dokáže totiž vázat tetramery histonů H3 a 

H4 a tyto histony umisťovat na vlákno DNA. Následně s nimi dokáže pohybovat po vlákně 

DNA, tak aby mezi nimi vznikly rovnoměrné rozestupy a podílet se tímto způsobem na procesu 

vytváření struktury chromatinu (Loyola, LeRoy et al. 2001). Komplex RSF hraje zásadní roli 

při formaci centromery, při tomto procesu také využívá svou chaperonovou aktivitu. Mění zde 

složení nukleozómů, kdy dochází k inkorporaci speciální varianty histonu H3 a to CENP-A 

do oblasti centromery (Perpelescu, Nozaki et al. 2009). Dále komplex RSF hraje roli v opravě 
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dvouvláknových zlomů na DNA, do těchto míst inkorporuje proteiny CENP-S a CENP-X, které 

dále hrají roli pro signalizaci opravy mechanismem NHEJ (Helfricht, Wiegant et al. 2013). 

Ukázalo se, že navýšení množství RSF1 proteinu v buněčných liniích pomocí transgenního 

konstruktu vedlo k poškození DNA a navýšení množství dvouvláknových zlomů, což by mohla 

být jedna z příčin proonkogenních vlastností tohoto proteinu (Sheu, Guan et al. 2010). 

2.1.4 Komplex NoRC 

Komplex NoRC je tvořen proteiny SMARCA5 a TIP5/BAZ2A (Strohner, Nemeth et al. 

2001). Protein TIP5 obsahuje PHD doménu, která přímo interaguje s histonovou deacetylázou 

1, jejíž aktivitu pak přináší do promotorových oblastí rDNA, které jsou transkribovány RNA 

polymerázou I (Zhou, Santoro et al. 2002). Do těchto oblastí je komplex rekrutován díky své 

interakci s transkripčním faktorem Ttf1, který je nezbytný právě pro transkripci RNA 

polymerázou I (Strohner, Nemeth et al. 2001). Bylo dokázáno, že komplex NoRC interaguje 

s histonovou značkou H4K16acetyl a následně deacetyluje okolní lysiny (H4K5, H4K8, 

H4K12) a interaguje též s DNA methyl-transferázami, které pak dále vytváří modifikace známé 

pro kondenzovanou strukturu heterochromatinu (Zhou and Grummt 2005). Komplex NoRC 

může interagovat také s histonovými methyl-transferázami a methylovat například lysin na 

pozici H3K9 (umlčující značka) a to v oblastech rDNA promotorů (Santoro, Li et al. 2002). 

K umlčení promotorů může docházet též pomocí již zmiňovaného posunu nukleozómů po 

vlákně DNA, který ISWI remodelační komplexy katalyzují. Bylo pozorováno, že komplex 

NoRC posouvá nukleozómy v promotorových oblastech takovým způsobem, že dojde 

k znepřístupnění oblasti pro transkripční faktory (Li, Langst et al. 2006). Mimo zmíněných 

funkcí souvisejících s umlčováním transkripce v jadérku hraje NoRC také roli ve formaci 

centromery, byla prokázána přímá interakce s histonový proteinem CENP-A typickým pro 

oblast centromery. Po depleci proteinu TIP5 v NIH3T3 buňkách byla pozorována prodloužená 

doba dělení buněk a narušení struktury mitotického vřeténka, což během anafáze vedlo 

k problémům s distribucí chromozomů do nově vznikajících buněk (Guetg, Lienemann et al. 

2010). Mimo formace centromery komplex NoRC hraje též roli v heterochromatinizaci 

telomer, čímž napomáhá udržovat stabilitu genomu (Postepska-Igielska, Krunic et al. 2013). 

2.1.5 Ostatní komplexy 

Protein SMARCA5 dokáže vytvářet komplexy ještě s dalšími typy proteinů, jedním 

z nich je kohezinový komplex, kde přímo interaguje s proteinem RAD21. Tento komplex je 

zásadní pro udržení koheze sesterských chromatid (Hakimi, Bochar et al. 2002). Dále, jak již 

bylo řečeno může protein SMARCA5 vytvářet komplexy se známými vazebnými partnery 
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proteinu SMARCA1, tedy BPTF a CERF2. Komplex NURF, tvořený proteiny SMARCA5 a 

BPTF byl popsán jako esenciální pro správný vývoj T-lymfocytů. Ukázalo se, že tento komplex 

pravděpodobně hraje roli při aktivaci genů při TCR signalizaci během vývoje této buněčné linie 

(Landry, Sharov et al. 2008). Komplex CECR2 (proteiny SMARCA5 a CERF2) se nachází 

v embryonálních kmenových buňkách a v testes, kde hraje roli při spermatogenezi, u myších 

samců s delecí Cerf2 byla pozorována snížená fertilita, přestože počet spermií ani jejich motilita 

nebyly výrazně sníženy (Thompson, Norton et al. 2012). Byla též popsána též interakce 

proteinu SMARCA5 (a také SMARCA1) s vazebným partnerem BAZ2B, funkce tohoto 

komplexu nejsou zatím známé (Oppikofer, Bai et al. 2017).  

 

2.2 Deleční myší modely pro gen Smarca5 

Pro studium chromatin remodelačních komplexů in vivo byla vytvořena řada myších 

modelů, které umožnily rozšířit dosavadní pozorování pocházející hlavně z experimentů 

provedených in vitro nebo na modelech nepocházejících ze třídy savců (Drosophila 

melanogaster, Xenopus laevis). In vitro modely jsou cenným nástrojem pro výzkum funkcí 

remodelačních komplexů na molekulární úrovni a jejich rolí v buněčných procesech, 

neumožňují ale sledovat jejich role při vývoji tkání a orgánů či jednotlivce jako celku. 

Vzhledem k vysoké expresi proteinu SMARCA5 ve kmenových buňkách a progenitorech, jako 

jsou například krvetvorné progenitory (Prasad, Lennartsson et al. 2015) bylo možné 

předpokládat, že tento protein hraje důležitou roli v buněčné diferenciaci, krvetvorbě a vývoji 

jedince. Za tímto účelem byla v naší laboratoři vytvořena řada myších delečních modelů, 

prvním z nich byl celotělový knock-out model pro Smarca5 gen (delece exonů 5-9a kódujících 

katalytickou doménu ATPázy) (Stopka and Skoultchi 2003). Tento model je letální ve velmi 

časné fázi embryonálního vývoje a pomocí ex vivo kultivace blastocyst s deletovaným genem 

Smarca5 na obou alelách bylo zjištěno, že k defektům dochází už 48 hodin po začátku vývoje 

blastocysty. Buňky vnitřní zárodečné vrstvy (anglicky inner cell mass) nebyly schopné 

proliferovat a vstupovaly do apoptózy (Stopka and Skoultchi 2003).  

Podobný fenotyp byl pozorován také u myší linie MommeD4 (Modifier of murine 

metastable epiallele dominant, chemicky-vytvořená mutace genu Smarca5), které mají 

nekonzervativní záměnu jedné aminokyseliny v oblasti helikázové domény, která 

pravděpodobně vede k narušení ATPázové funkce. Existují celkem tři takové linie: výše 

zmíněná MommeD4 (záměna adeninu za thymin v exonu 12) a dále ještě: MommeD35 (záměna 

adeninu za guanin v exonu 9) a MommeD37 (záměna thyminu za cystein v exonu 13), u všech 
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těchto linií dochází k velmi časté embryonální letalitě, pokud nesou mutaci na obou alelách 

genu pro Smarca5 (Chong, Vickaryous et al. 2007), (Daxinger, Harten et al. 2013). 

Jak už bylo zmíněno protein SMARCA5 je exprimovaný v krvetvorných kmenových 

buňkách a progenitorech, které v naší laboratoři Hematoonkologie a kmenových buněk 

studujeme. Celotělový deleční model Smarca5 prokázal roli SMARCA5 v regulaci délky 

linkeru, tedy volné DNA, která se nachází mezi jednotlivými nukleozómy. Absence 

SMARCA5 proteinu vedla ke zvýšení délky linkeru, což je defekt, který změnil dostupnost 

určitých úseků DNA pro mnoho transkripčních faktorů, včetně vazby vazebného faktoru CTCF 

(Barisic, Stadler et al. 2019). Hlavní funkcí CTCF je inhibice transkripčních enhancerů, což je 

jeden z mechanismů řídících expresi transkripčního faktoru PU.1 (SPI1), který je nezbytný pro 

časnou iniciaci krvetvorby a diferenciaci myelocytárních a lymfocytárních progenitorů 

(Dluhosova, Curik et al. 2014). Z výše zmíněných důvodů jsme v naší laboratoři chtěli studovat 

význam proteinu SMARCA5 během procesu myší krvetvorby, za tímto účelem byl vytvořen 

kondicionální deleční model, ve kterém je možné pomocí Cre rekombinázy deletovat exon 5 

Smarca5 genu, který kóduje helikázovou doménu. Delece je zároveň navržena tak, že dochází 

k posunu čtecího rámce ve výsledné zkrácené molekule mRNA, která tak nemůže dát vzniknout 

ani zkrácené verzi proteinu. Tento kondicionální deleční model byl následně křížen s různými 

Cre expresory, umožňujícími deleci Smarca5 ve specifické tkáni či buněčné linii (Kokavec, 

Zikmund et al. 2017), (Zikmund, Kokavec et al. 2019).  

Jedním z takto vytvořených modelů je Vav1iCre Smarca5fl/fl, ve kterém dochází k deleci 

v krvetvorné kmenové buňce, Vav1 je též exprimovaný v téměř celém průběhu krvetvorby 

(Kokavec, Zikmund et al. 2017). Tento model je také embryonálně letální stejně jako celotělový 

knock-out, ale embrya umírají až v E18,5 dni jejich vývoje, vlivem selhání erytropoézy. Je pro 

ně typický anemický fenotyp spojený s defektem ve vývoji jejich hlavního krvetvorného orgánu 

– fetálních jater. Také u nich dochází k hromadění LSK (Lin-Sca1+c-Kit+) krvetvorných 

progenitorů, které nejsou schopné další diferenciace, viz obrázek č. 5 (Kokavec, Zikmund et al. 

2017).  
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Obrázek č. 5: Genotyp Vav1iCre Smarca5fl/fl je embryonálně letální a vykazuje anemický 

fenotyp. (A) Embrya ve věku E15,5 dne jejich vývoje, zleva první je kontrolní genotyp a vedle 

něj heterozygotní a homozygotní delece Smarca5. (B) Fetální játra vyizolovaná z embryí výše 

popsaných genotypů. Při homozygotní deleci Smarca5 dochází k selhání erytropoézy a 

defektům ve vývoji fetálních jater. (C) Analýza buněčné suspenze vyizolované z E13,5 dne 

starých fetálních jater pomocí průtokové cytometrie. U Smarca5 deficientních jedinců 

můžeme pozorovat akumulaci LSK krvetvorných progenitorů. Tato populace byla dále 

rozdělena podle exprese CD48 a CD150 markerů, zde můžeme vidět akumulaci CD48+CD150+ 

populace, tedy multipotentních progenitorů typu 2. Obrázek převzat z (Kokavec, Zikmund et 

al. 2017). 

 

Vzhledem k pozorované nezastupitelné funkci proteinu SMARCA5 pro vývoj erytrocytů 

byl následně vyvinut kondicionálně deleční model EpoRiCre Smarca5fl/fl, kde dochází k deleci 

v liniově determinovaných erytroidních progenitorech. Účelem tohoto modelu bylo zjistit, zda 

delece Smarca5 v pozdějším stádiu krvetvorby (oproti Vav1iCre modelu) povede taktéž 

k zastavení diferenciace. Tento předpoklad se ukázal jako správný, u EpoRiCre modelu bylo 

taktéž pozorováno selhání erytropoézy, tento defekt byl ovšem menší než u Vav1iCre modelu 

a některá embrya přežila vývoj až do dospělého věku. Byla však pozorována menší než 

očekáváná pravděpodobnost narození jedinců s genotypem EpoRiCre Smarca5fl/fl a u těch co se 

narodili, byla pozorována snížená hmotnost a anemický fenotyp (Kokavec, Zikmund et al. 

2017). Na tento výzkum dále navazoval kondicionální deleční model pro protein SMARCA5 
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v lymfocytech (CD2iCre), pomocí kterého jsme studovali vliv SMARCA5 na tuto linii, 

v průběhu jejíhož vývoje dochází řízeným dvojvláknovým zlomům DNA (během V(D)J 

rekombinace). Manuskript založený na studiu CD2iCre Smarca5fl/fl modelu je součástí této 

disertační práce (Zikmund, Kokavec et al. 2019). 

Mimo výše zmíněných kondicionálních delečních modelů v krvetvorných buňkách byly 

vytvořeny ještě další, které bych chtěla krátce zmínit. Jedním z nich je model delece v 

progenitorech granulárních neuronů pomocí Nestin-Cre rekombinázy. U jedinců s delecí na 

obou alelách byla pozorována výrazně snížená hmotnost a hypoplazie mozečku, dále také 

jedinci trpěli ataxií a umírali dříve než kontroly (Alvarez-Saavedra, De Repentigny et al. 2014). 

V této práci dále ještě deletovali Smarca5 pomocí PCP2-Cre rekombinázy, která je 

exprimovaná v progenitorech Purkyňových buněk, tyto myši měly normální hmotnost, ale 

vykazovaly určité defekty v jejich kognitivních schopnostech (Alvarez-Saavedra, De 

Repentigny et al. 2014). Dalším modelem, je kondicionální delece Smarca5 v progenitorech 

oční čočky pomocí Le-Cre rekombinázy. U tohoto modelu byly pozorovány defekty ve vývoji 

oka, například u buněk oční čočky nedocházelo k denukleaci, což bylo způsobeno defekty 

v expresi řady genů důležitých pro tento proces (He, Limi et al. 2016). Dalším modelem je 

kondicionální delece Smarca5 v retině, která má za následek defekt v jejím vývoji, projevující 

se defekty laminace a nepřítomností vrstvy fotoreceptorů. Bylo pozorováno, že Smarca5 

deficientní progenitory mohou dát vzniknout všem potřebným buněčným typům, ale byl 

pozorován výrazný defekt v jejich proliferaci, hlavně v S-fázi buněčného cyklu (Kuzelova, 

Dupacova et al. 2023). 

Všechny výše zmíněné deleční myší modely prokázaly, že protein SMARCA5 je 

nezbytný pro diferencující a dělící se buňky a jeho delece vede k zastavení buněčného cyklu a 

vstupu do apoptózy. Abychom mohli studovat funkce tohoto proteinu během procesu 

diferenciace, vytvořili jsme v naší laboratoři model s transgenní expresí alely genu Smarca5, 

jež je hypomorfní a tedy produkuje nižší množství proteinu oproti normální alele. Po zkřížení 

s popsanými delečními modely (Smarca5fl/fl) jsme tak vytvořili model s odstupňovanými 

hladinami exprese SMARCA5 proteinu (z jedné či ze dvou alel transgenu), který nám umožnil 

studovat vliv odstupňované míry exprese tohoto proteinu na viabilitu a funkci různých 

buněčných podtypů. 
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2.3 Protein SMARCA5 a nádorová onemocnění 

V řadě studií byla pozorována deregulovaná exprese jak Smarca5 genu, tak jeho paralogu 

Smarca1, tak i jeho vazebných partnerů v různých typech nádorových onemocnění (Li, Gong 

et al. 2021). Zatímco protein SMARCA1 se jeví spíše jako tumor-supresor a v nádorových 

buňkách bývá jeho exprese umlčována, jak je tomu např. nádorech trávicího traktu (Takeshima, 

Niwa et al. 2015), nebo v melanomech (Eckey, Kuphal et al. 2012). Protein SMARCA5 může 

mít proonkogenní účinky a v nádorových buňkách bývá často nadprodukován, jak tomu je např. 

u rakoviny prsu (Jin, Mao et al. 2015), hepatocelulárního karcinomu (Wang, Qin et al. 2016), 

nebo u akutní myeloidní leukémie (Stopka, Zakova et al. 2000).  

Co se týče vazebných partnerů pro SMARCA5, v souvislosti s nádorovými 

onemocněními je nejčastěji zmiňován protein RSF1 (komplex RSF). Zvýšená exprese Rsf1 byla 

zjištěna např. u rakoviny plic (Zhang, Fu et al. 2017), gliomu (Zhao, An et al. 2016), karcinomu 

vaječníků (Shih Ie, Sheu et al. 2005), (Yang, Ahn et al. 2014). Tato zvýšená exprese je 

spojována s rychlejší proliferací buněk a špatnou prognózou onemocnění. Ve studii založené 

na řízené nadprodukci proteinu RSF1 v tumoru pocházejícího z buněk karcinomu vaječníků u 

myšího modelu, bylo pozorováno zrychlení proliferace nádorových buněk. SMARCA5 byl 

v těchto buňkách stabilizován v komplexu s proteinem RSF1 na úkor dalších jeho vazebných 

partnerů, což pravděpodobně vedlo k narušení rovnováhy buněčných procesů (Sheu, Choi et al. 

2008). Výrazné zvýšení (až 10x) exprese Rsf1 v buňkách karcinomu vaječníku in vitro může 

vést až k poškození DNA a vstupu buněk do apoptózy (Sheu, Guan et al. 2010).  

Dalším vazebným partnerem SMARCA5, který je nadprodukovaný v nádorových 

buňkách, je protein WSTF/BAZ1B (komplex WICH). Jeho zvýšená produkce byla popsána 

např. u rakoviny plic, kde zrychluje proliferaci buněk a agresivitu tumoru (Meng, Zhang et al. 

2016). Deregulovaná exprese v nádorových buňkách však byla pozorována i u mnoha dalších 

SMARCA5 vazebných partnerů viz obrázek č. 6. Význam deregulace exprese BAZ proteinů 

napovídá, že buňky vnímají změnu exprese SMARCA5 a mají vytvořeny mechanismy její 

regulace na postranskripční úrovni, zatímco na změnu exprese BAZ proteinů jsou 

pravděpodobně méně citlivé. Výše zmíněné studie dokazují zásadní roli komplexů obsahujících 

protein SMARCA5 v různých nádorových onemocněních, jeho konkrétní role při nádorové 

transformaci však nejsou zatím známé. 
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Obrázek č. 6.: Analýza genové exprese podjednotek ISWI komplexů u nádorových 

onemocnění. Červená barva značí upregulaci a modrá downregulaci. Na ose Y jsou názvy 

jednotlivých genů, na ose X jsou různé typy nádorových onemocnění: ESCA = karcinom jícnu, 

LIHC = hepatocelulární karcinom jater, READ = adenokarcinom rekta, COAD = adenokarcinom 

tlustého střeva, LUAD = adenokarcinom plic, STAD = adenokarcinom žaludku, HNSC = 

spinocelulární karcinom hlavy a krku, BLCA = uroteliální karcinom močového měchýře, BRCA 

= invazivní karcinom prsu, LUSC = dlaždicobuněčný karcinom plic, UCEC = endometriální 

karcinom děložního těla, KIRC = světlobuněčný karcinom ledviny, THCA = karcinom štítné 

žlázy, KICH = chromofobní renální karcinom, KIRP = papilární renální karcinom, PRAD = 

adenokarcinom prostaty. Převzato z (Li, Gong et al. 2021). 
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3 Cíle disertační práce 

 Studium role ISWI chromatin remodelačního faktoru Smarca5 v myší krvetvorbě, 

především lymfopoéze, erytropoéze a kmenových buňkách s využitím několika typů 

tkáňově specifických Cre expresorů. 

 Výzkum vlivu delece Smarca5 na vývoj lymfocytů a to jak lymfoidních progenitorů, 

tak i T-buněk v brzlíku a B-buněk ve slezině. 

 Vývoj modelu exprimujícího transgenní SMARCA5 cDNA a studium vlivu snížené 

hladiny tohoto proteinu na diferenciaci kmenových buněk s využitím všech předchozích 

Cre-expresorů a v kombinaci s kondicionálním delečním modelem pro Smarca5. 

 Výzkum SMARCA5 interaktomu ve studovaných systémech a tkáních pomocí 

proteomiky v transgenních myších modelech pro tento protein. 
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5 Diskuse 

ISWI ATPáza SMARCA5 je esenciální protein hrající roli v mnoha pro buňku velmi 

důležitých procesech, jako je transkripce a replikace genů či oprava DNA. Protein SMARCA5 

je aktivní v komplexech s dalšími proteiny, zejména s BAZ proteiny, kde v důsledku své 

ATPázové aktivity plní funkci katalytické podjednotky, zatímco BAZ proteiny představují 

protein-protein interagující kofaktory rozpoznávající modifikace histonů a DNA. 

V předchozích studiích provedených v naší laboratoři bylo prokázáno, že Smarca5 je esenciální 

pro brzký embryonální vývoj, konkrétně v období stadia blastocysty s poruchou gastrulace, jak 

dokázal myší model s delecí tohoto genu (Stopka and Skoultchi 2003). Model navazoval na 

objev významu Smarca5 v myší krvetvorbě (a také klonování první myší sekvence Smarca5) a 

práci o Smarca5 ve stresové erytropoéze. Dále také na odhalení role Smarca5 v obnovení 

diferenciace po dosažení kompletní remise u akutní myeloidní leukemie (Stopka, Zakova et al. 

2000). Dalším krokem ve studiu Smarca5 bylo vytvoření modelu kondicionální delece toho 

genu v krvetvorných kmenových buňkách (Vav1iCre model), jež umožnil odhalení 

nezastupitelné role Smarca5 při časném vývoji hematopoetických kmenových buněk a jejich 

progenitorů (Kokavec, Zikmund et al. 2017). Oba výše zmíněné myší modely jsou letální 

(z důvodu těžké anemie ve fetálním období u Vav1 modelu a v případě klasického delečního 

modelu během časného embryonálního vývoje), což bohužel neposkytlo možnost zkoumat 

pozdější stádia krvetvorby a také neumožnilo studovat, jak konkrétně se Smarca5 na vývoji 

kmenových buněk a progenitorů podílí. Zatímco přítomnost erytropoézy je kritickým faktorem 

přežití myšího modelu, lymfocyty jsou v myši postradatelné, díky tomu model delece Smarca5 

v lymfocytech není letální. Z toho důvodu, ale také i vzhledem k možné účasti SMARCA5 na 

opravě dvouvláknových zlomů DNA (Lan, Ui et al. 2010), (Toiber, Erdel et al. 2013) (v našich 

předchozích datech in vivo modelech prozatím neprokázané), jsme se rozhodli zkoumat dopad 

delece Smarca5 na vývojový proces lymfopoézy, během níž k řízeným dvouvláknovým 

zlomům na DNA přirozeně dochází (během V(D)J rekombinace).  

Pro studium lymfoidního vývoje a zjištění role Smarca5 v těchto procesech jsme využili 

myší model s kondicionální delecí Smarca5 v buňkách exprimujících povrchový marker CD2 

(hCD2iCre model), což v myši zahrnuje vedle T lymfocytů i B lymfocyty a dále také některé 

typy NK buněk. Ukázalo se, že Smarca5 je nezbytný i pro vývoj těchto zmíněných buněčných 

typů, jelikož jedinci s delecí Smarca5 neměly téměř žádné maturované T a B lymfocyty 

v periferní krvi. Další analýzou vývoje těchto buněčných linií v thymu a kostní dřeni, jsme 
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zjistili, že u T-lymfocytů docházelo k bloku při přechodu ze stadia DN3 do DN4 (odlišené na 

základě exprese povrchových markerů CD25 a CD44) a u B-lymfocytů při přechodu z pro-B 

do pre-B stádia jejich diferenciace. Podrobnější studium však nepotvrdilo, že by delece 

Smarca5 vedla k poruše rekombinace T buněčného receptoru (TCR). Zkřížení modelu 

s kondicionální delecí Smarca5 v CD2+ buňkách s OT-II transgenním myším modelem 

exprimujícím αβ-TCR specifický pro ovalbumin, u kterého během diferenciace neprobíhá 

rekombinace TCR receptoru, nevedlo k překonání vývojového bloku v DN3 stádiu diferenciace 

T-lymfocytů. Dále data ze sekvenace transkriptomu ukázala, že expresní vzorec konstantních 

(Trbc) a variabilních (Trbv) genových segmentů, a tedy jejich relativní využití při přestavbě 

TCRβ, v DP T-lymfocytech není delecí Smarca5 ovlivněno (Zikmund, Kokavec et al. 2019).  

Vývojový blok při přechodu z DN3 do DN4 stádia T-lymfocytů a pro-B do pre-B přechodu 

B-lymfocytů byl také popsán u myšího modelu s neomorfní alelou Pole3, který se nachází 

s proteinem SMARCA5 v komplexu CHRAC, což naznačuje klíčovou úlohu tohoto komplexu 

v lymfoidním vývoji (Siamishi, Iwanami et al. 2020). U dalších delečních modelů vazebných 

partnerů Smarca5 však nebyly defekty v krvetvorbě pozorovány. Například delece Acf1 (tvoří 

se Smarca5 komplex ACF) vede k defektům ve spermatogenezi, ale poruchy krvetvorby nebyly 

pozorovány (Dowdle, Mehta et al. 2013). Delece genů pro další vazebné partnery Smarca5 Rsf1 

a Bptf jsou embryonálně letální a nebylo u nich tedy možné studovat krvetvorbu (Koscielny, 

Yaikhom et al. 2014), (Landry, Sharov et al. 2008). U myších modelů s delecí genů pro Baz2a, 

Chrac1, Baz2b, Cecr2 (všechny vytváří komplexy s proteinem SMARCA5), nebyly také 

popsány žádné defekty v krvetvorbě (Koscielny, Yaikhom et al. 2014), (Dicipulo, Norton et al. 

2021). 

 Výzkum delečních modelů pro gen Smarca5 prokázal esenciální význam této ISWI 

ATPázy pro proliferující a diferencující buňky, ať už se jedná o embryonální kmenové buňky 

(Stopka and Skoultchi 2003), hematopoetické progenitory (Kokavec, Zikmund et al. 2017), 

(Zikmund, Kokavec et al. 2019), myší embryonální fibroblasty, které po deleci Smarca5 

přestávají proliferovat a ztrácí schopnost imortalizace (Thakur, Cahais et al. 2022), tak i různé 

leukemické linie derivované z pacientů s akutní myeloidní leukemií (Zikmund, Paszekova et 

al. 2020). Vzhledem k tomu, že delece Smarca5 vedla ve výše zmíněných modelech k zástavě 

proliferace a diferenciace, případně vstupu do senescence a následné apoptózy, tyto modely 

neumožnily detailnější studium vlivu Smarca5 na diferenciaci buněk. Z toho důvodu jsme se 

rozhodli vytvořit myší model exprimující transgenní SMARCA5 protein. Původně jsme se 

domnívali, že pokud budeme exprimovat Smarca5 v transgenním systému, povede to 

k nadprodukci proteinu, nicméně, jak jsme ukázali, vzhledem k prozatím nejasnému 
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mechanismu, který nadprodukci na proteinové úrovni brání, dosáhli jsme pouze zanedbatelného 

navýšení exprese. Následně jsme zjistili, že exprese transgenního SMARCA5 proteinu je oproti 

endogennímu naopak výrazně nižší, zvláště při přítomnosti pouze jedné alely transgenu. Z toho 

důvodu jsme se rozhodli použít tento myší model s transgenní expresí cDNA lidského 

SMARCA5, který jsme dále následně zkřížili s delečními modely kondiciální inaktivace 

Smarca5, což nám umožnilo studovat vliv různých hladin SMARCA5 proteinu na hematopoézu 

(množství produkované z jedné či dvou alel transgenu s využitím delečního modelu ve srovnání 

s kontrolou). Transgenní model byl vytvořen vložením cDNA pro lidský SMARCA5 gen do 

lokusu Rosa26, kde je exprimován z endogenního promotoru. Dále také obsahuje proteinovou 

značku FLAG na C-konci proteinu, která umožňuje identifikaci transgenního proteinového 

produktu od endogenního myšího proteinu, jež je prakticky identický kromě několika 

nekonzerovaných aminokyselin, nacházejících se zejména na nestrukturovaném N-koci 

proteinu (homologie přes 97 %). Využití lidské cDNA umožnilo odlišení na úrovni RNA od 

myší endogenní RNA a srovnání exprese transgenu i na této úrovni. SMARCA5 transgen je 

exprimovaný kondicionálně a jeho expresi je možné spustit tkáňově-specificky využitím 

transgenu Cre-rekombinázy exprimované pod příslušným promotorem. Bez aktivace Cre 

rekombinázou, je z transgenního konstruktu exprimován fluorescenční protein tdTOMATO, 

který slouží jako pozitivní kontrola přítomnosti sekvence transgenu a je obklopen LoxP místy. 

Po expresi Cre rekombinázy dochází k jeho vyštěpení a expresi SMARCA5 RNA a proteinu. 

 Abychom ověřili, zda je námi vytvořený transgenní SMARCA5 konstrukt funkční a je 

schopný nahradit funkce endogenní Smarca5, zkřížili jsme transgenní model s hCD2iCre 

kondicionálním Smarca5 delečním modelem. Jak jsme ukázali dříve, delece Smarca5 v CD2+ 

buňkách vede k bloku diferenciace a zmenšení thymu, což vede ke ztrátě T buněk (a taktéž B 

buněk, jelikož u myši je CD2 aktivní i v tomto podtypu lymfocytů) (Zikmund, Kokavec et al. 

2019). V přítomnosti transgenu, tj. exprese zhruba 85 % množství endogenního proteinu 

z jedné alely transgenu, jsme pozorovali téměř úplnou záchranu fenotypu hCD2iCre delečního 

Smarca5 modelu, tedy odstranění vývojového bloku v přechodu z DN3 do DN4 stádia u T 

lymfocytů a pro-B do pre-B stádia B lymfocytů. Nicméně, jisté změny fenotypu byly stále 

zřetelné, což nám umožnilo se zabývat tím, jak silně jsou jednotlivé krvetvorné podtypy závislé 

na dávce SMARCA5 proteinu. Ukázali jsme, že právě lymfoidní linie byla na pokles hladiny 

SMARCA5 nejcitlivější. 

Pro účely studia vlivu snížené hladiny SMARCA5 na celý proces krvetvorby jsme nově 

vytvořený transgenní model zkřížili s Vav1iCre kondicionálním Smarca5 delečním modelem, 

který exprimuje Cre rekombinázu pod promotorem Vav1, tedy ve většině stádií krvetvorby 
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počínaje hematopoetickou kmenovou buňkou. Exprese SMARCA5 transgenu vedla k záchraně 

embryonální letality tohoto modelu, ke které u něj dochází v 18. dni fetálního vývoje na 

podkladě těžké anemie a poruchy vývoje krvetvorného orgánu fetálních jater (Kokavec, 

Zikmund et al. 2017). U transgenních zvířat exprimujících Vav1iCre a současně SMARCA5 

transgen na pozadí delece tohoto genu byly pozorovány defekty v krvetvorbě, obzvlášť pokud 

měly jen jednu alelu transgenu (S5tg), kdy byl protein SMARCA5 exprimován jen na úrovni 

asi 10 % množství endogenního proteinu v kostní dřeni a asi 27 % v thymu. Konkrétně byla 

v periferní krvi pozorována výrazná lymfopenie a jen zcela mírná anémie. Myelocytární 

parametry byly srovnatelné s kontrolními vzorky, což ukazuje, že myelopoéza není závislá na 

vysoké expresi SMARCA5 proteinu. Tento fenotyp byl spojený s výrazně nižší expresí 

SMARCA5 proteinu, na úrovni RNA však tento defekt pozorován nebyl a množství Smarca5 

RNA bylo srovnatelné u transgenních zvířat i jejich kontrol. Dle naší hypotézy dochází 

k regulaci SMARCA5 na proteinové úrovni během hematopoézy, tomuto fenoménu se v naší 

laboratoři dále věnujeme a rádi bychom ho objasnili. 

 Při studiu časnějších vývojových stádií progenitorů, jež vycházejí z pluripotentní 

hematopoetické kmenové buňky, v kostní dřeni jsme pozorovali, že dochází k akumulaci 

multipotentních hematopoetických progenitorů (MPP) – konktrétně zejména frakce MPP3 a 

také MPP2. Zajímavé je, že u MPP4 progenitorů, které diferencují do lymfoidní linie, jsme 

změnu zastoupení a počtu nepozorovali. Při analýze kostní dřeně transgenních zvířat pomocí 

průtokové cytometrie jsme pozorovali, že se u nich nachází zvláštní populace buněk 

připomínající MPP2 a MMP3 progenitory, avšak neexprimující CD34 molekulu typickou pro 

toto stádium. Tato aberantní (tj. normálně se nevyskytující) populace pravděpodobně pochází 

z populací MPP2 a MMP3 progenitorů, které nebyly schopné dále diferencovat a je dalším 

projevem defektu krvetvorby u transgenních zvířat. Dále bylo pozorováno snížené zastoupení 

jak myeloidních, tak lymfoidních progenitorů. Na rozdíl od periferní krve byly v kostní dřeni 

pozorovány defekty pouze u jedinců s jednou alelou transgenu S5tg, zatímco jedinci s dvěma 

alelami S5tg měli fenotyp srovnatelný s kontrolami. Konzistentně s hCD2iCre modelem bylo 

pozorováno, že snížená hladina proteinu SMARCA5 má největší vliv na vývoj lymfocytů, a to 

především B-lymfocytů. Také u Vav1iCre modelu bylo pozorováno, že k bloku ve vývoji 

dochází při přechodu z DN3 do DN4 stádia u T-lymfocytů a ze stadia pro-B do pre-B u B-

lymfocytů. Defekty ve vývoji v nepřítomnosti Smarca5 byly však u Vav1iCre modelu výrazně 

závažnější, což dokazuje, že hladina SMARCA5 proteinu je důležitá nejen v pozdějších 

lymfoidních stadiích ale zejména pro jejich liniově specifické hematopoetické progenitory. 
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 Dále jsme se zabývali tím, zda dochází k změnám v množství proteinu SMARCA5 

během diferenciace krvetvorných progenitorů. Pomocí analýzy metodou kvantitativní cílené 

proteomiky jsme zjistili, že pozorovaný blok ve vývoji progenitorů koresponduje právě se 

změněnou mírou exprese proteinu SMARCA5. U kontrolních zvířat bylo pozorováno, že 

dochází k výraznému navýšení množství tohoto proteinu při přechodu z LSK (Lineage 

negativní, Sca1 pozitivní, c-kit pozitivní) do LS-K (Lineage negativní, Sca1 negativní, c-kit 

pozitivní) stádia. Transgenní zvířata s dvěma alelami transgenu měla celkově nižší hladinu 

SMARCA5 proteinu a docházelo u nich pouze malému navýšení množství při přechodu z LSK 

do LS-K stádia. Zatímco u zvířat s pouze jednou alelou transgenu docházelo dokonce 

k mírnému snížení množství SMARCA5 proteinu u LS-K stádia proti LSK. Toto pozorování 

odpovídá dříve zmíněnému vývojovému bloku, protože akumulované MPP patří do LSK stádia 

a myeloidní (CMP) a lymfoidní (CLP) progenitory, u nichž byl pozorován úbytek, patří do LS-

K stádia. Výsledky získané z modelu se dvěma kopiemi transgenu ukazují, že Smarca5 je 

během hematopoézy regulován nezávisle na promotoru, ze kterého dochází k jeho expresi, 

jelikož k této regulaci dochází jak u endogenního, tak u transgenního proteinu, který je 

exprimován z Rosa26 promotoru. Předchozí výzkum ukázal, že SMARCA5 může být 

degradován cestami závisejícími na culinu a proteazomu (Emanuele, Elia et al. 2011), což 

představuje zajímavý a nový koncept, který je zjevně důležitý pro diferenciaci krvetvorby. 

V současné době pracujeme na jeho objasnění a, jak bylo zmíněno výše, regulací SMARCA5 

v hematopoéze na proteinové úrovni se dále zabýváme. Můžeme však potvrdit, že minimálně 

v našich myších modelech dochází k této regulaci jak u lidského, tak u myšího SMARCA5 

proteinu. Tudíž zjištěný fenotyp nesouvisí s liniovou specificitou transgenu. V našich 

projektech máme také k dispozici model s myší transgenní Smarca5 cDNA, jehož konstrukt byl 

u tohoto modelu také vložen do Rosa26 lokusu a je exprimován ve všech buňkách ze silného 

arteficiálního CAG promotoru. I u tohoto modelu byla však pozorována snížená exprese 

SMARCA5 proteinu v kostní dřeni, snížená produkce transgenní SMARCA5 tedy není dána 

přítomností lidské cDNA pro tento protein. 

Abychom prokázali, že se u studovaných Vav1iCre transgenních myší s S5tg jedná 

opravdu o defekt na úrovni hematopoetických progenitorů a že hematopoetická „niche“ (tedy 

oblast přežívání a zrání kmenové buňky v krvetvorném orgánu) jako taková není poškozena, 

provedli jsme sérii transplantačních experimentů. Nejdříve jsme transplantovali kostní dřeň 

z kontrolních myší divokého typu do S5tg transgenních zvířat a kontrol. Příjemci kostní dřeně 

byli ozářeni různými dávkami záření (0-6 Gy), iradiace je zapotřebí pro uvolnění „niche“ 

původními progenitory. Bylo pozorováno, že zdravá kostní dřeň z kontrolních dárců je schopná 
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plně nahradit krvetvorbu transgenních jedinců, kteří exprimují pouze jednu alelu transgenu 

S5tg, a to bez nutnosti jakékoli předchozí iradiace, tudíž příjemci s S5tg genotypem mají 

významně permisivní „niche“ pro transplantaci. U zvířat se dvěma alelami transgenu S5tg 

docházelo také k velmi dobrému přihojení dárcovských buněk a k nahrazení krvetvorby 

dárcovskou docházelo už při nižších dávkách iradiace než u kontrolních zvířat. Toto pozorování 

dokazuje, že hematopoetická nika transgenních zvířat je schopna akceptovat transplantát a 

obnovit celou krvetvorbu na úroveň srovnatelnou s kontrolními zvířaty. V následném 

kompetitivním transplantačním experimentu jsme transplantovali transgenní kostní dřeň 

smíchanou v poměru 3:1 s kostní dření divokého typu do subletálně iradiovaných kontrolních 

zvířat. Kostní dřeň se dvěma alelami transgenu S5tg byla schopná částečně nahradit produkci 

myelocytů, ale ne lymfocytů a kostní dřeň s pouze jednou alelou S5tg transgenu nebyla schopná 

kompetovat s kontrolní kostní dření v produkci všech buněčných podtypů. Tento experiment 

dále potvrdil, že defekt u S5tg myší je opravdu na úrovni transgenních hematopoetických 

progenitorů a opět jsme největší defekt pozorovali především u lymfocytů, a to zejména u B-

lymfocytů. Velmi podobných výsledků bylo dosaženo ve studii, kde byla kompetitivně (poměr 

1:1) transplantována kostní dřeň s neomorfní alelou Pole3 (vazebný partner Smarca5). V této 

studii byl pozorován defekt v repopulaci lymfoidní řady, ale myeloidní řada byla repopulována 

bez problémů (Siamishi, Iwanami et al. 2020). Co se týče jiných chromatin remodelačních 

komplexů, byl podobný experiment proveden u knock-out myšího modelu ARID1A (SWI/SNF 

rodina), delece zde vedla k defektům ve všech řadách hematopoetických buněk a akumulaci 

hematopoetických progenitorů, které nebyly schopny repopulovat hematopoézu 

v kompetitivním transplantačním experimentu (Han, Madan et al. 2019). 

 Dále jsme chtěli zjistit, jestli je možné pomocí SMARCA5 transgenního modelu 

zachránit embryonální letalitu celotělového Smarca5 delečního modelu a vytvořit tak model, 

který by exprimoval pouze transgenní SMARCA5. Dokázali jsme, že to je možné pouze při 

přítomnosti dvou alel transgenu a embrya s tímto genotypem jsou výrazně méně životaschopná 

než kontroly. Pozorovali jsme výrazně sníženou četnost narození genotypu s pouze transgenní 

SMARCA5 – pouze 1 % oproti 25 % očekávané Mendelovské pravděpodobnosti. Embrya 

závislá na jedné alele transgenu S5tg umírala během různých stádií vývoje od časných až do 

vývojových stádií těsně před porodem. Jedinci, kteří se narodili, v některých případech zemřeli 

hned v prvních dnech života vzhledem k jejich snížené hmotnosti a vitalitě. Ti jedinci, kteří se 

však dožili odstavu (věk 4 týdnů), vykazovali fenotyp shodný s Vav1 transgenním modelem – 

lymfopenii postihující zejména B-lymfocyty. Myší model s produkcí S5tg transgenu ve všech 

tkáních těla na pozadí endogenní exprese Smarca5 jsme dále také využili pro potvrzení 
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schopnosti transgenní lidské SMARCA5 vytvářet komplexy s myšími vazebnými partnery. 

Bylo potvrzeno, že transgenní protein vytváří všechny komplexy dle očekávání a potvrdili jsme 

tedy, že může nahradit endogenní protein. Tento S5tg model nám umožnil studovat složení 

ISWI komplexů tkáňově specifickým způsobem. Ačkoli našim výsledkům dominují kanonické 

komplexy s proteiny BAZ (jak bylo aktualizováno v (Oppikofer, Bai et al. 2017)), rozhodně 

nelze vyloučit, že mohou existovat i jiné interakce, které nejsou snadno detekovatelné 

metodikou hmotnostní spektrometrie, kterou jsme použili. Tyto nekanonické komplexy mohou 

být závislé na kontextu a obtížně detekovatelné ve směsi buněčných populací. Nicméně naše 

data také ukazují na zapojení CTCF do komplexu ISWI v některých tkáních, zejména ve fetální 

hematopoéze, jak bylo popsáno dříve (Barisic, Stadler et al. 2019). 

Pozorování podobná výše zmíněným byla učiněna i u delečních myších modelů ostatních 

chromatin remodelujících faktorů z SWI/SNF super-rodiny. Například u modelu s mutovaným 

Baf57 (podjednotka BAF komplexu remodelujícího chromatin), kde došlo k narušení jeho 

vazby na DNA, došlo k blokaci vývoje CD8 pozitivních T-lymfocytů, a to i při mutaci pouze 

jedné alely. Podobný blok diferenciace byl pozorován u myší s heterozygotní delecí Brg1, 

podjednotky chromatin remodelačního komplexu BAF (Chi, Wan et al. 2002). Ale na rozdíl od 

Smarca5 delečního modelu vede delece Brg1 k bloku diferenciace v přechodu z DN4 do DP 

fáze vývoje T-lymfocytů, tedy později. Dochází k snížení exprese c-kit u Brg1 deficitních 

thymocytů a pravděpodobně i narušení Wnt signalizace, která expresi c-kit reguluje. Dále také 

byly pozorovány defekty ve pre-TCR signalizační dráze, která je zásadní právě pro přechod 

z DN3 do DN4 stádia (Chi, Wan et al. 2003). Dalším chromatin remodelačním faktorem s 

významnou úlohou v hematopoéze je Mi-2β (rodina Mi-2, komplex NuRD), který je také 

nezbytný pro přechod z DN4 do DP fáze vývoje T-lymfocytů a zejména pro vývoj CD4 

pozitivních T-lymfocytů. Ukázalo se, že Mi-2β hraje roli při expresi CD4 a jeho delece 

způsobuje defekt ve vývoji této linie, zatímco vývoj CD8+ je delecí Mi-2β ovlivněn pouze 

minimálně (Williams, Naito et al. 2004).  

 Jedním z hlavních důvodů, proč jsme se zaměřili na studium rolí Smarca5 v kmenových 

buňkách, bylo to, že v kmenových buňkách dochází k rozličným dějům, jež mají vztah 

k cytopeniím, imunodeficitům, autoimunitám až po stavy vedoucí k maligním transformacím 

krvetvorné kmenové buňky. Není tedy náhodou, že SMARCA5 byl zvažován jako onkogen, 

který je prokazatelně nadměrně exprimován jak u leukemií, tak u solidních nádorů (Li, Gong 

et al. 2021), (Stopka, Zakova et al. 2000). Na druhou stranu se zdá, že jeho blízký homolog 

SMARCA1 může mít naopak spíše tumor supresorickou úlohu. SMARCA5 byl nalezen v 

komplexu s fúzním transgenem NUP98-NSD1 u dětské akutní leukémie (Jevtic, Matafora et al. 
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2022). To naznačuje, že složení komplexů SMARCA5 hraje významnou roli v jeho 

proonkogenním účinku. Například exprese jeho interakčního partnera Rsf1 (komplex RSF) byla 

spojena s horším přežitím u nádorových onemocnění (Cai, Yang et al. 2021). Výsledky získané 

z SMARCA5 transgenního modelu také ukazují, že ačkoli exprese mRNA z alely transgenu 

byla srovnatelná s endogenní alelou, její exprese na úrovni proteinu byla výrazně nižší. To 

naznačuje, že regulace stability proteinu SMARCA5 by mohla hrát důležitou roli při prevenci 

nadměrné produkce SMARCA5 v kmenových buňkách. Zásadní je určit roli SMARCA5 v 

lymfopoéze a jeho zapojení do lymfoidních patologií, z našich výsledků vyplývá, že pro tento 

buněčný typ je hladina SMARCA5 nejdůležitější. Existují již důkazy (přehled v (Li, Gong et 

al. 2021)) o významu SMARCA5 a jeho vazebných partnerů u lymfomu z plášťových buněk 

(BPTF) a nehodgkinských lymfomů (RBBP4, BPTF). Přesný mechanismus působení 

SMARCA5 a jeho zapojení do dalších patologií, například agresivních lymfomů, však dosud 

nebyl odhalen. Naše práce je však dokladem toho, že výzkum souvislostí mezi expresí Smarca5, 

s tím související vytvářením konkrétních epigenetických komplexů, a regulací genové exprese 

v kmenových buňkách je zapotřebí k pochopení vzniku některých patologických stavů.  
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6 Závěr a grantová podpora 

 SMARCA5 je esenciální pro proliferující a diferencující buňky včetně 

hematopoetických kmenových buněk. 

 Delece Smarca5 vede k zastavení proliferace, akumulaci progenitorů a apoptóze. 

 Myší model se sníženou transgenní expresí SMARCA5 proteinu je schopný zachránit 

letalitu Smarca5 delečních modelů (Vav1iCre, celotělový knock-out). 

 Transgenní SMARCA5 se váže ve všech očekávaných komplexech se svými partnery 

a jeho exprese je nižší než exprese endogenního proteinu. 

 Snížená exprese Smarca5 vede k akumulaci hematopoetických progenitorů, vedoucí 

k těžké lymfopenii a lehké anémii. Nejvíce jsou zasaženy B-lymfocyty. 

 Hematopoetické kmenové buňky exprimující pouze transgenní SMARCA5 protein 

nejsou schopné repopulovat hematopoézu v transplantačních experimentech. Opět jsou 

nejvýrazněji ovlivněné lymfocytární linie, hlavně B-lymfocyty. 

 Regulace hladiny SMARCA5 proteinu je nezbytnou součástí procesu hematopoézy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Disertační práce byla vytvořena za podpory následujících grantů: 

Ministerstvo zdravotnictví České republiky: NU22-05-00374, NU21-08-00312 

Grantová agentura České republiky: 24-10435S, 24-10353S 

Ministerstvo školství, mládeže a tělovýchovy České republiky: SVV 260637, 

UNCE/MED/016, COOPERATIO, Programme EXCELES (LX22NPO5102) 

   



147 

 

7 Seznam použité literatury 

Alenghat, T., J. Yu and M. A. Lazar (2006). "The N-CoR complex enables chromatin 

remodeler SNF2H to enhance repression by thyroid hormone receptor." EMBO J 25(17): 

3966-3974. 

Alvarez-Saavedra, M., Y. De Repentigny, P. S. Lagali, E. V. Raghu Ram, K. Yan, E. 

Hashem, D. Ivanochko, M. S. Huh, D. Yang, A. J. Mears, M. A. Todd, C. P. Corcoran, E. A. 

Bassett, N. J. Tokarew, J. Kokavec, R. Majumder, I. Ioshikhes, V. A. Wallace, R. Kothary, E. 

Meshorer, T. Stopka, A. I. Skoultchi and D. J. Picketts (2014). "Snf2h-mediated chromatin 

organization and histone H1 dynamics govern cerebellar morphogenesis and neural 

maturation." Nat Commun 5: 4181. 

Aydin, O. Z., J. A. Marteijn, C. Ribeiro-Silva, A. Rodriguez Lopez, N. Wijgers, G. Smeenk, 

H. van Attikum, R. A. Poot, W. Vermeulen and H. Lans (2014). "Human ISWI complexes are 

targeted by SMARCA5 ATPase and SLIDE domains to help resolve lesion-stalled 

transcription." Nucleic Acids Res 42(13): 8473-8485. 

Barisic, D., M. B. Stadler, M. Iurlaro and D. Schubeler (2019). "Mammalian ISWI and 

SWI/SNF selectively mediate binding of distinct transcription factors." Nature 569(7754): 

136-140. 

Becker, P. B. (2002). "Nucleosome sliding: facts and fiction." EMBO J 21(18): 4749-4753. 

Bowman, G. D. (2010). "Mechanisms of ATP-dependent nucleosome sliding." Curr Opin 

Struct Biol 20(1): 73-81. 

Boyer, L. A., M. R. Langer, K. A. Crowley, S. Tan, J. M. Denu and C. L. Peterson (2002). 

"Essential role for the SANT domain in the functioning of multiple chromatin remodeling 

enzymes." Mol Cell 10(4): 935-942. 

Boyer, L. A., R. R. Latek and C. L. Peterson (2004). "The SANT domain: a unique histone-

tail-binding module?" Nat Rev Mol Cell Biol 5(2): 158-163. 

Cai, G., Q. Yang and W. Sun (2021). "RSF1 in cancer: interactions and functions." Cancer 

Cell Int 21(1): 315. 

Cavellan, E., P. Asp, P. Percipalle and A. K. Farrants (2006). "The WSTF-SNF2h chromatin 

remodeling complex interacts with several nuclear proteins in transcription." J Biol Chem 

281(24): 16264-16271. 

Collins, N., R. A. Poot, I. Kukimoto, C. Garcia-Jimenez, G. Dellaire and P. D. Varga-Weisz 

(2002). "An ACF1-ISWI chromatin-remodeling complex is required for DNA replication 

through heterochromatin." Nat Genet 32(4): 627-632. 

Corona, D. F., A. Eberharter, A. Budde, R. Deuring, S. Ferrari, P. Varga-Weisz, M. Wilm, J. 

Tamkun and P. B. Becker (2000). "Two histone fold proteins, CHRAC-14 and CHRAC-16, 

are developmentally regulated subunits of chromatin accessibility complex (CHRAC)." 

EMBO J 19(12): 3049-3059. 

Daxinger, L., S. K. Harten, H. Oey, T. Epp, L. Isbel, E. Huang, N. Whitelaw, A. Apedaile, A. 

Sorolla, J. Yong, V. Bharti, J. Sutton, A. Ashe, Z. Pang, N. Wallace, D. J. Gerhardt, M. E. 

Blewitt, J. A. Jeddeloh and E. Whitelaw (2013). "An ENU mutagenesis screen identifies 

novel and known genes involved in epigenetic processes in the mouse." Genome Biol 14(9): 

R96. 

Deindl, S., W. L. Hwang, S. K. Hota, T. R. Blosser, P. Prasad, B. Bartholomew and X. 

Zhuang (2013). "ISWI remodelers slide nucleosomes with coordinated multi-base-pair entry 

steps and single-base-pair exit steps." Cell 152(3): 442-452. 

Dicipulo, R., K. A. Norton, N. A. Fairbridge, Y. Kibalnyk, S. C. Fox, L. K. Hornberger and 

H. E. McDermid (2021). "Cecr2 mutant mice as a model for human cat eye syndrome." Sci 

Rep 11(1): 3111. 



148 

 

Dluhosova, M., N. Curik, J. Vargova, A. Jonasova, T. Zikmund and T. Stopka (2014). 

"Epigenetic control of SPI1 gene by CTCF and ISWI ATPase SMARCA5." PLoS One 9(2): 

e87448. 

Dowdle, J. A., M. Mehta, E. M. Kass, B. Q. Vuong, A. Inagaki, D. Egli, M. Jasin and S. 

Keeney (2013). "Mouse BAZ1A (ACF1) is dispensable for double-strand break repair but is 

essential for averting improper gene expression during spermatogenesis." PLoS Genet 9(11): 

e1003945. 

Eckey, M., S. Kuphal, T. Straub, P. Rummele, E. Kremmer, A. K. Bosserhoff and P. B. 

Becker (2012). "Nucleosome remodeler SNF2L suppresses cell proliferation and migration 

and attenuates Wnt signaling." Mol Cell Biol 32(13): 2359-2371. 

Emanuele, M. J., A. E. Elia, Q. Xu, C. R. Thoma, L. Izhar, Y. Leng, A. Guo, Y. N. Chen, J. 

Rush, P. W. Hsu, H. C. Yen and S. J. Elledge (2011). "Global identification of modular 

cullin-RING ligase substrates." Cell 147(2): 459-474. 

Erdel, F. and K. Rippe (2011). "Chromatin remodelling in mammalian cells by ISWI-type 

complexes--where, when and why?" FEBS J 278(19): 3608-3618. 

Erdel, F., T. Schubert, C. Marth, G. Langst and K. Rippe (2010). "Human ISWI chromatin-

remodeling complexes sample nucleosomes via transient binding reactions and become 

immobilized at active sites." Proc Natl Acad Sci U S A 107(46): 19873-19878. 

Ewing, A. K., M. Attner and D. Chakravarti (2007). "Novel regulatory role for human Acf1 in 

transcriptional repression of vitamin D3 receptor-regulated genes." Mol Endocrinol 21(8): 

1791-1806. 

Fairman-Williams, M. E., U. P. Guenther and E. Jankowsky (2010). "SF1 and SF2 helicases: 

family matters." Curr Opin Struct Biol 20(3): 313-324. 

Fyodorov, D. V., M. D. Blower, G. H. Karpen and J. T. Kadonaga (2004). "Acf1 confers 

unique activities to ACF/CHRAC and promotes the formation rather than disruption of 

chromatin in vivo." Genes Dev 18(2): 170-183. 

Goodwin, L. R. and D. J. Picketts (2018). "The role of ISWI chromatin remodeling complexes 

in brain development and neurodevelopmental disorders." Mol Cell Neurosci 87: 55-64. 

Grune, T., J. Brzeski, A. Eberharter, C. R. Clapier, D. F. Corona, P. B. Becker and C. W. 

Muller (2003). "Crystal structure and functional analysis of a nucleosome recognition module 

of the remodeling factor ISWI." Mol Cell 12(2): 449-460. 

Guetg, C., P. Lienemann, V. Sirri, I. Grummt, D. Hernandez-Verdun, M. O. Hottiger, M. 

Fussenegger and R. Santoro (2010). "The NoRC complex mediates the heterochromatin 

formation and stability of silent rRNA genes and centromeric repeats." EMBO J 29(13): 

2135-2146. 

Hakimi, M. A., D. A. Bochar, J. A. Schmiesing, Y. Dong, O. G. Barak, D. W. Speicher, K. 

Yokomori and R. Shiekhattar (2002). "A chromatin remodelling complex that loads cohesin 

onto human chromosomes." Nature 418(6901): 994-998. 

Han, L., V. Madan, A. Mayakonda, P. Dakle, T. W. Woon, P. Shyamsunder, H. B. M. Nordin, 

Z. Cao, J. Sundaresan, I. Lei, Z. Wang and H. P. Koeffler (2019). "Chromatin remodeling 

mediated by ARID1A is indispensable for normal hematopoiesis in mice." Leukemia 33(9): 

2291-2305. 

He, S., S. Limi, R. S. McGreal, Q. Xie, L. A. Brennan, W. L. Kantorow, J. Kokavec, R. 

Majumdar, H. Hou, Jr., W. Edelmann, W. Liu, R. Ashery-Padan, J. Zavadil, M. Kantorow, A. 

I. Skoultchi, T. Stopka and A. Cvekl (2016). "Chromatin remodeling enzyme Snf2h regulates 

embryonic lens differentiation and denucleation." Development 143(11): 1937-1947. 

Helfricht, A., W. W. Wiegant, P. E. Thijssen, A. C. Vertegaal, M. S. Luijsterburg and H. van 

Attikum (2013). "Remodeling and spacing factor 1 (RSF1) deposits centromere proteins at 

DNA double-strand breaks to promote non-homologous end-joining." Cell Cycle 12(18): 

3070-3082. 



149 

 

Chang, E. Y., H. Ferreira, J. Somers, D. A. Nusinow, T. Owen-Hughes and G. J. Narlikar 

(2008). "MacroH2A allows ATP-dependent chromatin remodeling by SWI/SNF and ACF 

complexes but specifically reduces recruitment of SWI/SNF." Biochemistry 47(51): 13726-

13732. 

Chi, T. H., M. Wan, P. P. Lee, K. Akashi, D. Metzger, P. Chambon, C. B. Wilson and G. R. 

Crabtree (2003). "Sequential roles of Brg, the ATPase subunit of BAF chromatin remodeling 

complexes, in thymocyte development." Immunity 19(2): 169-182. 

Chi, T. H., M. Wan, K. Zhao, I. Taniuchi, L. Chen, D. R. Littman and G. R. Crabtree (2002). 

"Reciprocal regulation of CD4/CD8 expression by SWI/SNF-like BAF complexes." Nature 

418(6894): 195-199. 

Chong, S., N. Vickaryous, A. Ashe, N. Zamudio, N. Youngson, S. Hemley, T. Stopka, A. 

Skoultchi, J. Matthews, H. S. Scott, D. de Kretser, M. O'Bryan, M. Blewitt and E. Whitelaw 

(2007). "Modifiers of epigenetic reprogramming show paternal effects in the mouse." Nat 

Genet 39(5): 614-622. 

Ito, T., M. Bulger, M. J. Pazin, R. Kobayashi and J. T. Kadonaga (1997). "ACF, an ISWI-

containing and ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor." Cell 90(1): 145-

155. 

Ito, T., M. E. Levenstein, D. V. Fyodorov, A. K. Kutach, R. Kobayashi and J. T. Kadonaga 

(1999). "ACF consists of two subunits, Acf1 and ISWI, that function cooperatively in the 

ATP-dependent catalysis of chromatin assembly." Genes Dev 13(12): 1529-1539. 

Jevtic, Z., V. Matafora, F. Casagrande, F. Santoro, S. Minucci, M. Garre, M. Rasouli, O. 

Heidenreich, G. Musco, J. Schwaller and A. Bachi (2022). "SMARCA5 interacts with 

NUP98-NSD1 oncofusion protein and sustains hematopoietic cells transformation." J Exp 

Clin Cancer Res 41(1): 34. 

Jin, Q., X. Mao, B. Li, S. Guan, F. Yao and F. Jin (2015). "Overexpression of SMARCA5 

correlates with cell proliferation and migration in breast cancer." Tumour Biol 36(3): 1895-

1902. 

Kato, A. and K. Komatsu (2015). "RNF20-SNF2H Pathway of Chromatin Relaxation in DNA 

Double-Strand Break Repair." Genes (Basel) 6(3): 592-606. 

Klement, K., M. S. Luijsterburg, J. B. Pinder, C. S. Cena, V. Del Nero, C. M. Wintersinger, 

G. Dellaire, H. van Attikum and A. A. Goodarzi (2014). "Opposing ISWI- and CHD-class 

chromatin remodeling activities orchestrate heterochromatic DNA repair." J Cell Biol 207(6): 

717-733. 

Kokavec, J., T. Zikmund, F. Savvulidi, V. Kulvait, W. Edelmann, A. I. Skoultchi and T. 

Stopka (2017). "The ISWI ATPase Smarca5 (Snf2h) Is Required for Proliferation and 

Differentiation of Hematopoietic Stem and Progenitor Cells." Stem Cells 35(6): 1614-1623. 

Koscielny, G., G. Yaikhom, V. Iyer, T. F. Meehan, H. Morgan, J. Atienza-Herrero, A. Blake, 

C. K. Chen, R. Easty, A. Di Fenza, T. Fiegel, M. Grifiths, A. Horne, N. A. Karp, N. 

Kurbatova, J. C. Mason, P. Matthews, D. J. Oakley, A. Qazi, J. Regnart, A. Retha, L. A. 

Santos, D. J. Sneddon, J. Warren, H. Westerberg, R. J. Wilson, D. G. Melvin, D. Smedley, S. 

D. Brown, P. Flicek, W. C. Skarnes, A. M. Mallon and H. Parkinson (2014). "The 

International Mouse Phenotyping Consortium Web Portal, a unified point of access for 

knockout mice and related phenotyping data." Nucleic Acids Res 42(Database issue): D802-

809. 

Kuzelova, A., N. Dupacova, B. Antosova, S. S. Sunny, Z. Kozmik, Jr., J. Paces, A. I. 

Skoultchi, T. Stopka and Z. Kozmik (2023). "Chromatin Remodeling Enzyme Snf2h Is 

Essential for Retinal Cell Proliferation and Photoreceptor Maintenance." Cells 12(7). 

Lan, L., A. Ui, S. Nakajima, K. Hatakeyama, M. Hoshi, R. Watanabe, S. M. Janicki, H. 

Ogiwara, T. Kohno, S. Kanno and A. Yasui (2010). "The ACF1 complex is required for DNA 

double-strand break repair in human cells." Mol Cell 40(6): 976-987. 



150 

 

Landry, J., A. A. Sharov, Y. Piao, L. V. Sharova, H. Xiao, E. Southon, J. Matta, L. Tessarollo, 

Y. E. Zhang, M. S. Ko, M. R. Kuehn, T. P. Yamaguchi and C. Wu (2008). "Essential role of 

chromatin remodeling protein Bptf in early mouse embryos and embryonic stem cells." PLoS 

Genet 4(10): e1000241. 

Lazzaro, M. A. and D. J. Picketts (2001). "Cloning and characterization of the murine 

Imitation Switch (ISWI) genes: differential expression patterns suggest distinct developmental 

roles for Snf2h and Snf2l." J Neurochem 77(4): 1145-1156. 

LeRoy, G., A. Loyola, W. S. Lane and D. Reinberg (2000). "Purification and characterization 

of a human factor that assembles and remodels chromatin." J Biol Chem 275(20): 14787-

14790. 

Li, J., G. Langst and I. Grummt (2006). "NoRC-dependent nucleosome positioning silences 

rRNA genes." EMBO J 25(24): 5735-5741. 

Li, Y., H. Gong, P. Wang, Y. Zhu, H. Peng, Y. Cui, H. Li, J. Liu and Z. Wang (2021). "The 

emerging role of ISWI chromatin remodeling complexes in cancer." J Exp Clin Cancer Res 

40(1): 346. 

Loyola, A., G. LeRoy, Y. H. Wang and D. Reinberg (2001). "Reconstitution of recombinant 

chromatin establishes a requirement for histone-tail modifications during chromatin assembly 

and transcription." Genes Dev 15(21): 2837-2851. 

Martens, M. (2013). "Developmental and cognitive troubles in Williams syndrome." Handb 

Clin Neurol 111: 291-293. 

Meng, J., X. T. Zhang, X. L. Liu, L. Fan, C. Li, Y. Sun, X. H. Liang, J. B. Wang, Q. B. Mei, 

F. Zhang and T. Zhang (2016). "WSTF promotes proliferation and invasion of lung cancer 

cells by inducing EMT via PI3K/Akt and IL-6/STAT3 signaling pathways." Cell Signal 

28(11): 1673-1682. 

Mueller-Planitz, F., H. Klinker and P. B. Becker (2013). "Nucleosome sliding mechanisms: 

new twists in a looped history." Nat Struct Mol Biol 20(9): 1026-1032. 

Oppikofer, M., T. Bai, Y. Gan, B. Haley, P. Liu, W. Sandoval, C. Ciferri and A. G. Cochran 

(2017). "Expansion of the ISWI chromatin remodeler family with new active complexes." 

EMBO Rep 18(10): 1697-1706. 

Percipalle, P., N. Fomproix, E. Cavellan, R. Voit, G. Reimer, T. Kruger, J. Thyberg, U. 

Scheer, I. Grummt and A. K. Farrants (2006). "The chromatin remodelling complex WSTF-

SNF2h interacts with nuclear myosin 1 and has a role in RNA polymerase I transcription." 

EMBO Rep 7(5): 525-530. 

Perpelescu, M., N. Nozaki, C. Obuse, H. Yang and K. Yoda (2009). "Active establishment of 

centromeric CENP-A chromatin by RSF complex." J Cell Biol 185(3): 397-407. 

Poot, R. A., L. Bozhenok, D. L. van den Berg, S. Steffensen, F. Ferreira, M. Grimaldi, N. 

Gilbert, J. Ferreira and P. D. Varga-Weisz (2004). "The Williams syndrome transcription 

factor interacts with PCNA to target chromatin remodelling by ISWI to replication foci." Nat 

Cell Biol 6(12): 1236-1244. 

Poot, R. A., G. Dellaire, B. B. Hulsmann, M. A. Grimaldi, D. F. Corona, P. B. Becker, W. A. 

Bickmore and P. D. Varga-Weisz (2000). "HuCHRAC, a human ISWI chromatin remodelling 

complex contains hACF1 and two novel histone-fold proteins." EMBO J 19(13): 3377-3387. 

Postepska-Igielska, A., D. Krunic, N. Schmitt, K. M. Greulich-Bode, P. Boukamp and I. 

Grummt (2013). "The chromatin remodelling complex NoRC safeguards genome stability by 

heterochromatin formation at telomeres and centromeres." EMBO Rep 14(8): 704-710. 

Prasad, P., A. Lennartsson and K. Ekwall (2015). "The roles of SNF2/SWI2 nucleosome 

remodeling enzymes in blood cell differentiation and leukemia." Biomed Res Int 2015: 

347571. 



151 

 

Ribeyre, C., R. Zellweger, M. Chauvin, N. Bec, C. Larroque, M. Lopes and A. Constantinou 

(2016). "Nascent DNA Proteomics Reveals a Chromatin Remodeler Required for 

Topoisomerase I Loading at Replication Forks." Cell Rep 15(2): 300-309. 

Sadeghifar, F., S. Bohm, A. Vintermist and A. K. Ostlund Farrants (2015). "The B-WICH 

chromatin-remodelling complex regulates RNA polymerase III transcription by promoting 

Max-dependent c-Myc binding." Nucleic Acids Res 43(9): 4477-4490. 

Sanchez-Molina, S., O. Mortusewicz, B. Bieber, S. Auer, M. Eckey, H. Leonhardt, A. A. 

Friedl and P. B. Becker (2011). "Role for hACF1 in the G2/M damage checkpoint." Nucleic 

Acids Res 39(19): 8445-8456. 

Santoro, R., J. Li and I. Grummt (2002). "The nucleolar remodeling complex NoRC mediates 

heterochromatin formation and silencing of ribosomal gene transcription." Nat Genet 32(3): 

393-396. 

Sheu, J. J., B. Guan, J. H. Choi, A. Lin, C. H. Lee, Y. T. Hsiao, T. L. Wang, F. J. Tsai and M. 

Shih Ie (2010). "Rsf-1, a chromatin remodeling protein, induces DNA damage and promotes 

genomic instability." J Biol Chem 285(49): 38260-38269. 

Sheu, J. J., J. H. Choi, I. Yildiz, F. J. Tsai, Y. Shaul, T. L. Wang and M. Shih Ie (2008). "The 

roles of human sucrose nonfermenting protein 2 homologue in the tumor-promoting functions 

of Rsf-1." Cancer Res 68(11): 4050-4057. 

Shih Ie, M., J. J. Sheu, A. Santillan, K. Nakayama, M. J. Yen, R. E. Bristow, R. Vang, G. 

Parmigiani, R. J. Kurman, C. G. Trope, B. Davidson and T. L. Wang (2005). "Amplification 

of a chromatin remodeling gene, Rsf-1/HBXAP, in ovarian carcinoma." Proc Natl Acad Sci U 

S A 102(39): 14004-14009. 

Siamishi, I., N. Iwanami, T. Clapes, E. Trompouki, C. P. O'Meara and T. Boehm (2020). 

"Lymphocyte-Specific Function of the DNA Polymerase Epsilon Subunit Pole3 Revealed by 

Neomorphic Alleles." Cell Rep 31(11): 107756. 

Stopka, T. and A. I. Skoultchi (2003). "The ISWI ATPase Snf2h is required for early mouse 

development." Proc Natl Acad Sci U S A 100(24): 14097-14102. 

Stopka, T., D. Zakova, O. Fuchs, O. Kubrova, J. Blafkova, J. Jelinek, E. Necas and J. Zivny 

(2000). "Chromatin remodeling gene SMARCA5 is dysregulated in primitive hematopoietic 

cells of acute leukemia." Leukemia 14(7): 1247-1252. 

Strohner, R., A. Nemeth, P. Jansa, U. Hofmann-Rohrer, R. Santoro, G. Langst and I. Grummt 

(2001). "NoRC--a novel member of mammalian ISWI-containing chromatin remodeling 

machines." EMBO J 20(17): 4892-4900. 

Takeshima, H., T. Niwa, T. Takahashi, M. Wakabayashi, S. Yamashita, T. Ando, Y. Inagawa, 

H. Taniguchi, H. Katai, T. Sugiyama, T. Kiyono and T. Ushijima (2015). "Frequent 

involvement of chromatin remodeler alterations in gastric field cancerization." Cancer Lett 

357(1): 328-338. 

Thakur, S., V. Cahais, T. Turkova, T. Zikmund, C. Renard, T. Stopka, M. Korenjak and J. 

Zavadil (2022). "Chromatin Remodeler Smarca5 Is Required for Cancer-Related Processes of 

Primary Cell Fitness and Immortalization." Cells 11(5). 

Thompson, P. J., K. A. Norton, F. H. Niri, C. E. Dawe and H. E. McDermid (2012). "CECR2 

is involved in spermatogenesis and forms a complex with SNF2H in the testis." J Mol Biol 

415(5): 793-806. 

Toiber, D., F. Erdel, K. Bouazoune, D. M. Silberman, L. Zhong, P. Mulligan, C. Sebastian, C. 

Cosentino, B. Martinez-Pastor, S. Giacosa, A. D'Urso, A. M. Naar, R. Kingston, K. Rippe and 

R. Mostoslavsky (2013). "SIRT6 recruits SNF2H to DNA break sites, preventing genomic 

instability through chromatin remodeling." Mol Cell 51(4): 454-468. 

Wang, Y., J. Qin, Q. Liu, X. Hong, T. Li, Y. Zhu, L. He, B. Zheng and M. Li (2016). "SNF2H 

promotes hepatocellular carcinoma proliferation by activating the Wnt/beta-catenin signaling 

pathway." Oncol Lett 12(2): 1329-1336. 



152 

 

Williams, C. J., T. Naito, P. G. Arco, J. R. Seavitt, S. M. Cashman, B. De Souza, X. Qi, P. 

Keables, U. H. Von Andrian and K. Georgopoulos (2004). "The chromatin remodeler Mi-

2beta is required for CD4 expression and T cell development." Immunity 20(6): 719-733. 

Xiao, A., H. Li, D. Shechter, S. H. Ahn, L. A. Fabrizio, H. Erdjument-Bromage, S. Ishibe-

Murakami, B. Wang, P. Tempst, K. Hofmann, D. J. Patel, S. J. Elledge and C. D. Allis 

(2009). "WSTF regulates the H2A.X DNA damage response via a novel tyrosine kinase 

activity." Nature 457(7225): 57-62. 

Yang, Y. I., J. H. Ahn, K. T. Lee, M. Shih Ie and J. H. Choi (2014). "RSF1 is a positive 

regulator of NF-kappaB-induced gene expression required for ovarian cancer 

chemoresistance." Cancer Res 74(8): 2258-2269. 

Zhang, X., L. Fu, D. Xue, X. Zhang, F. Hao, L. Xie, J. He, J. Gai, Y. Liu, H. Xu, Q. Li and E. 

Wang (2017). "Overexpression of Rsf-1 correlates with poor survival and promotes invasion 

in non-small cell lung cancer." Virchows Arch 470(5): 553-560. 

Zhao, X. C., P. An, X. Y. Wu, L. M. Zhang, B. Long, Y. Tian, X. Y. Chi and D. Y. Tong 

(2016). "Overexpression of hSNF2H in glioma promotes cell proliferation, invasion, and 

chemoresistance through its interaction with Rsf-1." Tumour Biol 37(6): 7203-7212. 

Zhou, Y. and I. Grummt (2005). "The PHD finger/bromodomain of NoRC interacts with 

acetylated histone H4K16 and is sufficient for rDNA silencing." Curr Biol 15(15): 1434-1438. 

Zhou, Y., R. Santoro and I. Grummt (2002). "The chromatin remodeling complex NoRC 

targets HDAC1 to the ribosomal gene promoter and represses RNA polymerase I 

transcription." EMBO J 21(17): 4632-4640. 

Zikmund, T., J. Kokavec, T. Turkova, F. Savvulidi, H. Paszekova, S. Vodenkova, R. 

Sedlacek, A. I. Skoultchi and T. Stopka (2019). "ISWI ATPase Smarca5 Regulates 

Differentiation of Thymocytes Undergoing beta-Selection." J Immunol 202(12): 3434-3446. 

Zikmund, T., H. Paszekova, J. Kokavec, P. Kerbs, S. Thakur, T. Turkova, P. Tauchmanova, 

P. A. Greif and T. Stopka (2020). "Loss of ISWI ATPase SMARCA5 (SNF2H) in Acute 

Myeloid Leukemia Cells Inhibits Proliferation and Chromatid Cohesion." Int J Mol Sci 21(6). 

 


