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Abstrakt

Pramérné 5-10% vSech onkologickych onemocnéni vznikd u pacientd s dédicnymi nadory,
ktefi mohou mit mutace v desitkach az stovkach nadorovych predispozi¢nich genii. Fenotypy
se u nosict mutaci prekryvaji, proto je paralelni vySetfeni panelli genti metodou volby
v diagnostice. V nasi laboratofi jsme pfipravili univerzalni panel i panel uréeny k cilené analyze
specifického nadorového onemocnéni, které nam umoznily identifikovat genetické alterace
u pacientek s karcinomem prsu a ovaria, pacientl s melanomem, a dalSimi nadorovymi
onemocnénimi v CR. Vysledky analyz sekvenovani nové generace (NGS) ukazuji, Ze
nejcast&jsi genetickou pii¢inou v CR u karcinomu ovaria jsou dédiéné mutace v BRCAI (u 24%
neselektovanych pacientek) a u maligniho melanomu CDKN24 (u 2 % rizikovych pacientl).
Ptitomnost dédi¢nych alteraci je klinicky vyznamnym fenoménem ovliviiujicim prognézu
1 1écbu onemocnéni. Interpretaci nalezit NGS vSak komplikuje pfitomnost variant nejasné¢ho
vyznamu (VUS). Na interpretaci VUS v hlavnich predispozi¢nich genech BRCAI a BRCA?2 se
podilime v ramci mezinarodniho konsorcia ENIGMA (Evidence-based Network for the
Interpretation of Germline Mutant Alleles). NaSe 1 mezinarodni vysledky nejvice studované
skupiny dédiénych nadorovych onemocnéni — pacientek s karcinomem prsu a ovaria ukazuji,
ze tretim nejcastéji mutovanym genem Vv této skupiné je CHEK?2, jehoz dédiéné mutace
predisponuji 1 ke vzniku dalSich nadorovych onemocnéni. Pro jeho analyzu jsme pfipravili
modelovy systém zaloZeny na cilené deleci endogenniho genu CHEK?2 pomoci CRISPR/Cas9
v lidskych nenadorovych bunikdch RPE1 a nésledné expresi fluorescencné znacené varianty
CHK2. Pomoci tohoto systému jsme funkéné klasifikovali VUS nalezené u pacientek
s karcinomem ovaria a vysoce rizikovych nemocnych s melanomem. Timto pfistupem nyni
analyzujeme 1 varianty CHEK?2 identifikované vramci ENIGMA konsorcia. Funkc¢ni
klasifikace variant CHEK2 vyznamné pfispé€la k rozliSeni benignich a patogennich variant

vyskytujicich se v ¢eské populaci.

Klic¢ova slova: NGS, CZECANCA, panelové sekvenovani, nadorova predispozice, funkcni

analyza, CHEK?2, kinaza CHK2



Abstract

On average, 5-10% of all cancers occur in patients with hereditary tumors, who may have
mutations in tens to hundreds of tumor predisposition genes. The phenotypes in mutation
carriers overlap, and parallel analyses with sequencing panels is the method of choice
in diagnostics. In our laboratory, we designed a universal panel and a targeted panel for
a specific cancer, which allowed us to identify genetic alterations in patients with ovarian
cancer, breast cancer, melanoma, and other cancers in the Czech Republic. The results of next
generation sequencing (NGS) analyses show that the most frequent genetic alteration in ovarian
cancers patients in the Czech Republic are hereditary mutations in BRCAI (in 24% of
unselected patients) and in malignant melanoma patients CDKN2A (in 2% of high risk patients).
The presence of hereditary alterations is a clinically significant phenomenon affecting the
prognosis and treatment of the disease. However, the interpretation of NGS findings is
complicated by the presence of variants of unknown significance (VUS). We participate in the
interpretation of VUS in the main predisposing genes BRCAI and BRCA2 within the
international consortium ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of
Germline Mutant Alleles). Our and international results of the most studied group of hereditary
cancers — breast and ovarian cancers — identified CHEK? as the third most mutated gene, which
germline mutations predispose to the development of various cancer types. For its analysis, we
prepared a model system based on the targeted deletion of the endogenous CHEK? gene using
CRISPR/Cas9 in human non-transformed RPEI1 cells and the subsequent expression of the
fluorescently labeled CHK2 variant. Using this system, we functionally classified VUS found
in patients with ovarian cancer and high-risk patients with melanoma. With this approach, we
are now analyzing the CHEK?2 variants identified within the ENIGMA consortium. The
functional classification of CHEK?2 variants significantly contributed to the classification of

benign and pathogenic variants occurring in the Czech population.

Key words: NGS, CZECANCA, panel sequencing, cancer predisposition, functional analysis,
CHEK?2, CHK2 kinase



1 Vychodiska a cile prace

Nase pracovisté, Laboratoi onkogenetiky se zabyva studiem hereditarnich nadorti od svého
zalozeni. Za vice nez 20 let byla analyzovdna DNA od nékolika tisic pacientli s nejriznéjSimi
dédicnymi malignitami. S nastupem sekvenovani nové generace (NGS), jsme se rozhodli
vytvofit sekvenacni panel CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application a jeho
validace a optimalizace mi umoznila proniknout do pfipravy sekvenacnich knihoven
(Soukupova, Zemankova et al. 2018).

Vysledky naSich analyz ukazaly, Ze mezi nejCastéji se vyskytujici dédicné varianty patii
alterace genu CHEK?2 kodujici kindzu CHK2. VétSina nachazenych germinalnich missense
variant v§ak nema jasné klinické vysvétleni. Funkci kindzy a analyzdm vybranych variant genu
jsem se vénovala v bakalatské a pozdéji diplomové praci. Tyto analyzy hodnotily funkéni
katalytickou aktivity CHK?2 kindzy in vitro, avSak pro hodnoceni vyznamu dédi¢nych mutaci
bylo nezbytné piipravit vhodngjsi experimentalni model v Zivych lidskych nenadorovych
bunkéch.

Cile prace:

1) identifikace genetickych alteraci v genu CHEK2 u pacientek snadorovym
onemocnénim pomoci NGS analyzy

2) vytvoreni modelového systému pro hodnoceni nalezenych sekven¢nich variant
nejasného vyznamu v genu CHEK? a funkdéni Klasifikace téchto variant

2 Uvod

2.1 Hereditarni nadorova onemocnéni

Ptiblizné 90-95 % ptipadli nadorovych onemocnéni vznika na zdklad€¢ akumulace genetickych
zmén ziskanych v pribéhu zivota jedince, tzv. somatické mutace a jedna se tak o sporadicky
vyskyt nddorového onemocnéni. Podstatné mensi procentuélni zastoupeni, zbyvajicich 5-10 %,
maji hereditdrni nadorova onemocnéni, pro ktera je hlavnim faktorem vzniku vrozena
predispozice.

V disertacni praci se dominantné vénuji analyzdm nadorové predispozice u pacientek
s karcinomem prsu a ovaria a unemocnych s malignim melanomem. Karcinom prsu je
nejéastdj§im nadorovym onemocnénim v populaci zen v CR. Hlavnimi predispoziénimi geny
pro vznik karcinomu prsu v CR je BRCAI a s odstupem BRCA2 (Pohlreich, Zikan et al. 2005,
Ticha, Kleibl et al. 2010). Tfetim nejCastéji mutovanym genem u pacientek s dédicnym
karcinomem prsu je gen CHEK?.

S karcinomem prsu byva casto asociovan karcinom ovaria, ktery je nejsmrtelnéjsi
gynekologickou diagnézou. Podobné jako je tomu u karcinomu prsu, jsou nejcastéji
mutovanymi geny u hereditarni formy geny BRCAI a BRCAZ2. NaSe ptredchozi analyzy genii
predisponujicich ke vzniku karcinomu ovaria ukézaly, Ze na jeho vzniku se u pacientii v CR
podileji rovnéz ostatni predispozi¢ni geny (Janatova, Soukupova et al. 2015).
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Za hlavni predispozi¢ni gen pro vznik maligniho melanomu je povazovan CDKN2A, kodujici
alternativni transkripty, které davaji vzniknout tumor supresorovym proteinim rodiny
P16/INK4a (inhibitors of CDK4) a P14/ARF (alternate reading frame) (Sharpless 2005).
Zvysené riziko vzniku melanomu bylo popséano i v souvislosti s nosi¢stvim mutaci v genech
asociujicich s dal§imi nadory (napt. BRCA2, CHEK2). Vyskyt nadorové predispozice
k melanomu v CR nebyl doposud studovan.

2.2 Nadorové predispozi¢ni geny a jejich germinalni varianty

Zarode¢né mutace v klinicky nejvice vyznamnych genech — hlavnich predispozi¢nich genech
pro dané onemocnéni s vysokou penetranci, predstavuji pro nosice vyznamné zvySené riziko
vzniku onemocnéni. AZ na naprosté vyjimky, penetrance onemocnéni neni u hereditarnich
nadorovych syndromu uplna. V populaci jsou nejvice zastoupeny klinicky malo vyznamné
mutace v nizko penetrantnich genech. Se zvysujici se penetranci (klinicky rizikem vzniku
tumoru) se frekvence germinalnich mutaci snizuje (Foulkes 2008).

Na rozdil od vysoce penetrantnich genlt BRCAI a BRCA2, jejichZ roli pro vznik nadorového
onemocnéni nikdo nezpochybiiuje, je interpretace nalezi v genu CHEK? se stfedni penetranci
stdle v mnoha piipadech opomijena. Jednim z diivodii je znaéné kolisava prevalence populaéné
specifickych germindlnich variant tohoto genu ve svété a jejich nejasnd penetrance. DalSim
divodem je i vysoky pocet variant nejasného vyznamu (VUS), pro které chybi jednotnd klinicka
¢i funkeni interpretace. Rozhodli jsme se proto zmapovat prevalenci mutaci v CHEK? a jejich
asociaci s nadorovymi syndromy, ale pfedevsim jsme se zaméfili na vytvoieni modelového
systétmu pro analyzu jeho vzacnych, populacné specifickych variant nejasného vyznamu
a klasifikaci téchto variant.

2.3 Gen CHEK? a kinaza CHK2

CHK2 kinaza byla prvni popsana Matsuokou et al. v roce 1998 (Matsuoka, Huang et al. 1998).
Byla zasazena do signalni drdhy v odpovédi na dvouretézcova poskozeni DNA v ramci osy
ATM-CHK2-p53 (Brown, Lee et al. 1999, Chaturvedi, Eng et al. 1999, Hirao, Kong et al. 2000,
Matsuoka, Rotman et al. 2000). Spojeni dédicnych mutaci v genu CHEK? s nddorovymi
syndromy bylo poprvé popsano v roce 1999 Bellovou a kolektivem, ktefi u skupiny pacientd
(ptedevS§im s karcinomem prsu) s Li-Fraumeni syndromem, resp. Li-Fraumeni-like
syndromem, nesoucich wild-type alely kauzalniho genu 7P53, identifikovali variantu
c.1100delC CHEK?2 a p.1157T (Bell, Varley et al. 1999).

2.3.1 Struktura CHK2

Gen CHEK? se nachazi na chromozomu 22 (22q12.1) a jeho nejvice exprimovana varianta 1
(NM_007194/ENST00000404276.6) kéduje mRNA obsahujici 15 exont (Tominaga, Morisaki
et al. 1999).



Proteinovy produkt nejCastéjsi sestithové varianty mé 543 aminokyselin a velikost 65 kDa.
CHK?2 ve své struktufe obsahuje tfi funkéni domény — SQ/TQ cluster domain (SCD), forkhead-
associated domain (FHA) a kindzovou doménu (Ahn, Urist et al. 2004). N-koncova SCD
doména (aminokyselinové zbytky 16 -69) je bohatd na kombinaci pard serin/glutamin
studovanym je Thr68, ktery je pfedevsim cilem aktiva¢ni kinazy ATM (Matsuoka, Rotman et
al. 2000, Ouchi and Ouchi 2014). Nasledna FHA doména (aminokyseliny 92 — 205) je
dalezitym protein-fosfoproteinovym modulem (Li, Williams et al. 2002), jenz se podili
na vazb¢ substratii a interak¢énich partnerti. Je vSak dilezita i pro aktivaci samotné kinazy
CHKZ2, kdy je schopna vazat pThr68 v oblasti SCD domény druhého monomeru. Kindzova
doména se serin/threoninovou specifitou zaujima velkou ¢ast C-koncové sekvence CHK2
(aminokyselinové zbytky 212 — 501).

2.3.2 Regulace aktivity CHK2

V normalnim stavu se CHK2 v bufice vyskytuje v podobé neaktivniho protomeru. V reakci
na dvoufetézcova poSkozeni DNA kindza ATM fosforyluje CHK2 na Thr68, coz umoziuje
jeho rozpoznani a navazani FHA doménou druhé molekuly CHK2 a dochazi k transientni
dimerizaci a trans-autofosforylovaci zbytkti Thr383 a Thr387 v aktiva¢ni smyc¢ce proteinu.
Autofosforylaci dochazi ke konformaéni zméné, kterd vede k rozpadu dimeru a uvolnéni dvou
plné aktivnich monomert CHK2 kinazy (Li, Williams et al. 2002, Wybenga-Groot, Ho et al.
2014). Cilem aktivaéni fosforylace je také Ser516, jenZ je autofosforylovan a je ukazatelem
plné katalytické aktivity CHK2 (Schwarz, Lovly et al. 2003, Wu and Chen 2003). Aktivace
katalytické funkce kindzy mlze nastat i pfi absenci dvoufetézcovych zlomti DNA a fosforylace
ATM a to v disledku ektopické nadprodukce proteinu v bakteridlnich ¢i sav€ich buikéach
(Schwarz, Lovly et al. 2003, Kleiblova, Stolarova et al. 2019).

Proteinem, ktery defosforyluje CHK2 je WIP1 (Oliva-Trastoy, Berthonaud et al. 2007).
Fosfatdza WIP1 je schopna defosforylovat Thr68, av§ak nedokdze defosforylovat threoninové
zbytky v aktivacni kli¢ce (Fujimoto, Onishi et al. 2006, Yoda, Xu et al. 2006).

2.3.3 Funkce CHK2

Nejvice prostudovanou drahou, které¢ je CHK2 soucésti je odpoveéd’ na dvoutetézcové zlomy
ve struktute DNA. Pravé dvoutetézcové zlomy piedstavuji pro proliferujici buitku vyznamnou
hrozbu, které neopraveny mohou vést k apoptoze ¢i v piipade nespravnych ¢i neuplnych oprav
k chromozomalnim translokacim a zac¢atku tumorogeneze. Misto zlomu rozpoznéava proteinovy
komplex MRN (Mrel1-Rad50-NBN1) zprostfedkovavajici aktivaci ATM kinazy (Paull 2015).
ATM nasledné fosforyluje fadu jadernych proteinii s DNA repara¢ni aktivitou nebo aktivuje
dalsi signalni pfenasece v amplifikaci signalu o poskozeni DNA. Mezi né fadime i kindzu
CHK2.

Nejvice studovanym substratem CHK?2 je tumor supresorovy protein p53, transkripéni faktor,
ovliviwyjici naptiklad gen CDKNIA kodujici produkt p21, inhibitor komplext cyklin/cyklin-
dependentnich kindz umoziujicich vstup do dalsi faze bunécného cyklu. V normalnim stavu
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buniky je p53 rozpoznavan a vazan proteinem MDM?2 (Mouse double minute homolog 2), ktery
jej ubikvitinyluje a cili k degradaci proteazomem. Protein p53 je stabilizovan fosforylaci
na Serl5, ktery je fosforylovan ptimo kindzou ATM a znemoziuje vazbu MDM2 (Cheng and
Chen 2010). Obdobné je p53 ovliviiovan i kindzou CHK2, fosforylacni misto ovlivitujici
rozpoznani MDM?2 je Ser20 (Hirao, Kong et al. 2000). Objev propojeni transkripcniho faktoru
p53 s kinazou CHK2 logicky vedl k experimentiim, které by potvrzovaly navozeni zastaveni
bunécného cyklu v G1/S prostiednictvim ptisobeni CHK2 na p21.

Regulace bunécného cyklu a apoptézy ovlivnénim transkripce vyuziva bunka pro trvalejsi
odpovéd’ (Chen 2016), naopak v ptipad¢ potieby rychlé reakce dochazi k alteraci aktivity
CDC25 fosfataz, dudlné specifickych fosfataz odstépujicich inhibi¢ni fosfat z cyklin-
dependentnich kindz (CDK) stimulujici vstup do dalsi faze buné¢ného cyklu (Matsuoka, Huang
et al. 1998, Donzelli and Draetta 2003). K zabranéni vstupu butiky do S faze napomahd kindza
CHK2 svou aktivitou vii¢ci CDC25A (Falck, Mailand et al. 2001). CHK2 fosforyluje 1 dalsi
fosfatdzu — CDC25C a podili se tak na zabranéni vstupu do mitozy (Peng, Graves et al. 1997).

Mimo zminéné proteiny regulace bunééného cyklu, kinaza CHK2 sméfuje svou aktivitu
i na proteiny repara¢ni drahy DNA. Jednim z cilti je dulezity tumor supresorovy protein
BRCA1 (Breast Cancer Susceptibility Protein 1) Gi€astnici se reparace poSkozené DNA zejména
cestou homologni rekombinace (HR). Kindza CHK2 fosforyluje Ser988 BRCAI, a tato
modifikace byla popséna jako urCovatel upfednostnéni opravy homologni rekombinaci ptred
nehomolognim spojovanim koncti (NHEJ) (Lee, Collins et al. 2000, Zhang, Willers et al. 2004).

2.3.4 Hereditarni mutace CHEK?2 a nadorova onemocnéni

Zastoupeni CHEK? variant se mezi riznymi etnickymi skupinami a populacemi vyznamné lisi.
Nejvyssi vyskyt mutaci je v belosské populaci evropského pivodu, naopak nejmensi
u ¢ernochtl a Asiatli (Caswell-Jin, Gupta et al. 2018).

Hereditarni mutace CHEK?2 jsou nejCastéji spojovany s diagnézou karcinomu prsu. Nadory
prsu maji u nosicii patogennich mutaci CHEK?2 nékolik klinickych charakteristik, mezi nimi
napt. zvySené relativni riziko vzniku oboustranného karcinomu prsu oproti nenosi¢im,
srovnatelné s rizikem mutaci v BRCA2. Z dosavadnich studii vyplyva, ze patogenni mutace
CHEK? riziko vzniku karcinomu prsu vyrazn€ zvySuji, pokud je v rodiné nosice pozitivni
nadorova historie, u nosi¢ patogenni mutace c¢.1100delC se riziko zvysuje z 20 % az na 40 %
(Cybulski, Wokolorczyk et al. 2011, Nurmi, Muranen et al. 2019).

Mutace v CHEK2 vSak mohou zvySovat riziko vzniku S$ir§iho spektra nadorti, ale s nizsi
penetranci (Narod 2010). U muzi mutace v CHEK?2 zvySuji riziko vzniku karcinomu prostaty
a CHEK? je standardné zafazen do sekvenacnich panelil pro genetické vySetieni (Zhen, Syed
et al. 2018). CHEK?2 se vedle ATM, BRCAI, BRCA2, CHEK2, FANCM, TP53 tadi do skupiny
genti podilejicich se na DNA reparacnich drdhach, a pravé mutace v téchto genech jsou
nejCastejSimi u metastazujicich nadori i u neselektovanych pacienti, a jejich pritomnost se poji
s vys$§im rizikem pokrocilejSich nadora.
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Controlled by Protein Phosphatase 6. Cells. 2020 Jun 20;9(6):1506. IF = 4,366

10. Vocka M, Zimovjanova M, Bielcikova Z, Tesarova P, Petruzelka L, Mateju M, Krizova L, Kotlas
J, Soukupova J, Janatova M, Zemankova P, Kleiblova P, Novotny J, Konopasek B, Chodacka M,
Brychta M, Sochor M, Smejkalova-Musilova D, Cmejlova V, Kozevnikovova R, Miskarova L,
Argalacsova S, Stolarova L, Lhotova K, Borecka M, Kleibl Z. Estrogen Receptor Status
Oppositely Modifies Breast Cancer Prognosis in BRCAI/BRCA2 Mutation Carriers Versus
Non-Carriers. Cancers (Basel). 2019 May 28;11(6):738. IF = 6,126

4 Komentar k vybranym publikovanym pracim
4.1 Publikace 1: Validation of CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical

Application) for targeted NGS-based analysis of hereditary cancer syndromes.

Soukupova J, Zemankova P, Lhotova K, Janatova M, Borecka M, Stolarova L, Lhota F,
Foretova L, Machackova E, Stranecky V, Tavandzis S, Kleiblova P, Vocka M, Hartmannova
H, Hodanova K, Kmoch S, Kleibl Z. PLoS One. 2018 Apr 12;13(4):e0195761.

Moderni technologie masivniho paralelniho sekvenovani nové generace dnes pln¢ nahradila
pfistup analyzy mutaci postupné po jednotlivych genech. Rozhodli jsme se vytvofit panel
CZECANCA cilici geny, které maji souvislost s nddorovymi syndromy, a ktery by byl
vyuzitelny pro klinickou diagnostiku nddorové predispozice. Pfed uvedenim do laboratorni
praxe a klinické diagnostiky bylo nezbytné urcit senzitivitu, specificnost a ptesnost analyzy
timto panelem. Vyhodnoceni téchto parametrii bylo hlavni néplni naSeho sdéleni. Mym
dominantnim podilem byla ptfiprava vzorki a nasledna piiprava sekvenacnich knihoven.

Panel CZECANCA obsahoval ve své prvni verzi 219 cilovych gend, u nichZ byly pokryty
vSechny kodujici exony vcetné ptilehlych intronovych oblasti.

Pro validaci panelu bylo zvoleno 389 jiz dfive testovanych vzorki, z nichZz 137 obsahovalo
patogenni mutaci nebo kratkou deleci €i inzerci, 217 bylo testovano negativné a 35 vzorkl
obsahovalo dfive charakterizované intragenové prestavby.

Aby bylo mozné analyzovat paralelné vysSi po€et vzorkid dohromady, bylo nutné oznacit
fragmenty DNA od jednotlivych pacientl unikatnimi DNA identifikatory (tzv. barkddy)
pomoci ligaéni PCR (ligation-mediated PCR, LM PCR) v 5 cyklech. Pro inkubaci
s hybridiza¢nimi sondami pro nabohaceni cilovych sekvenci byly vzorky multiplexovany.
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Pro sekvenovani jsme cilili na pokryti 100x. Finalni knihovna byla sekvenovana systémem
MiSeq platformy Illumina.

Bioinformatické zpracovani bylo provadéno naSimi bioinformatiky pomoci vefejné dostupnych
mapovacich (Novoalign) a anotacnich (ANNOVAR) programii v ucelené bioinformatické
kaskad¢ zahrnujici rekalibrace dat (GATK) a odstranéni PCR duplikati. Pfitomnost
identifikovanych variant byla kontrolovana v externich frekvencnich databazich a hodnocena
vybranymi predikénimi in silico programy. Pfitomnost intragenovych piestaveb (CNV) byla
hodnocena pomoci CNVkit (Obr. 1). Pro tuto analyzu je zasadni uniformita pokryti
sekvenovanych tsekl. Pokryti jednotlivych vzorkl bylo vizualizovano programem R ve skriptu
Boudalyzer vytvorenym nasi bioinformatickou, coz umoziuje velmi rychlou kontrolu pokryti
jednotlivych vySetfovanych gent.

200X -
kit i, i

Obr. 1. Vizualizace pokryti genu BRCAI v programu Boudalyzer pfi rutinni analyze cilici na primérné pokryti
100x ukazujici velmi homogenni pokryti vSech 22 exont (oddélenych svétle modrymi tisekami)

Valida¢nimi nastroji se ndm podafilo prokazat, Ze analyza panelem CZECANCA je dostate¢né
spolehliva, specifickd a senzitivni pro nasazeni do rutinni klinické praxe. Uniformita
laboratorni analyzy a nésledného bioinformatického zplsobu zpracovani v jednotlivych
centrech vyuzivajicich panel CZECANCA je dilezitym predpokladem pro tvorbu frekvencni
databaze hereditarnich variant u rizikovych pacienti.

4.2 Publikace 2: BRCA1 and BRCA2 5' noncoding region variants identified in breast

cancer patients alter promoter activity and protein binding.

Burke LJ, Sevcik J, Gambino G, Tudini E, Mucaki EJ, Shirley BC, Whiley P, Parsons MT, De
Leeneer K, Gutiérrez-Enriquez S, Santamarifia M, Caputo SM, Santana Dos Santos E,
Soukupova J, Janatova M, Zemankova P, Lhotova K, Stolarova L, Borecka M, Moles-
Fernandez A, Manoukian S, Bonanni B; ENIGMA Consortium, Edwards SL, Blok MJ, van
Overeem Hansen T, Rossing M, Diez O, Vega A, Claes KBM, Goldgar DE, Rouleau E, Radice
P, Peterlongo P, Rogan PK, Caligo M, Spurdle AB, Brown MA. Hum Mutat. 2018
Dec;39(12):2025-2039.

V ramci mezinarodni spoluprace s kolegy z konsorcia ENIGMA jsme se podileli na analyze
5’ nekddujici oblasti gent BRCAI a BRCA2 u vice nez 6000 pacientek s karcinomem prsu
v nizkém veéku nebo s nadorovou historii v rodin€, které nenesly mutaci v kodujici oblasti
téchto gent. V nasi laboratoti jsme panelem CZECANCA analyzovali téméef 3000 pacientek
a vice nez 300 kontrol, které tvotily podstatnou ¢ast hodnoceného souboru.
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Celkem bylo identifikovano 141 raritnich variant promotorii, 76 zcela nové. Kolegové
z konsorcia ENIGMA provedli sérii in silico analyz a prioritizovali 21 variant, které mohou mit
vliv na regulaci transkripce a asociaci s DNA-vazebnymi doménami transkripénich faktort.

Ctyfi varianty vykazovaly pozménénou aktivitu promotoru v luciferazové eseji v bunéénych
liniich oproti wild-type variantam. Vysledky retardacni analyzy (electrophoretic mobility shift
assay; EMSA) u tfi z téchto variant, prokazala vliv na vazbu transkripniho faktoru NFYA
na CCAAT-box v promotoru BRCAI avazbu transkripéniho faktoru PAXS na promotor
BRCA2. Nicmén¢, nasledné genetické analyzy vyskytu téchto variant neprokazaly jejich
zvysenou cetnost u pacientek s karcinomem prsu ve srovnani s kontrolami.

4.3 Publikace 3: Multigene Panel Germline Testing of 1333 Czech Patients with Ovarian

Cancer.

Lhotova K, Stolarova L, Zemankova P, Vocka M, Janatova M, Borecka M, Cerna M, Jelinkova
S, Kral J, Volkova Z, Urbanova M, Kleiblova P, Machackova E, Foretova L, Hazova J,
Vasickova P, Lhota F, Koudova M, Cerna L, Tavandzis S, Indrakova J, Hruskova L, Kosarova
M, Vrtel R, Stranecky V, Kmoch S, Zikan M, Macurek L, Kleibl Z, Soukupova J. Cancers
(Basel). 2020 Apr 13;12(4):956.

V nasi studii jsme pomoci sekvenaéniho panelu CZECANCA analyzovali 1333 pacientek
s karcinomem ovaria, zamé&fili jsme se na systematicky popis dédi¢né naddorové predispozice
u pacientek z CR. Vyskyt germinalnich alteraci u pacientek byl porovnavan s prevalenci téchto
variant v souboru 2278 kontrol.

Primarn¢ jsme se zaméfili na hodnoceni 18 predispozi¢nich genti ke karcinomu prsu a ovaria
uvedenych v NCCN doporucenich, kterd jsou podkladem pro narodni doporuceni (Foretova,
Navratilova et al. 2019). V téchto genech jsme identifikovali 441 mutaci u 427/1333 (32 %)
pacientli a 58/2278 (2,5 %) kontrol.

Nejvyssi frekvenci dédiénych mutaci jsme nasli u pacientt, ktefi byli diagnostikovani ve véku
40-49 a 50-59 (37,4 % a 40,7 %), naopak nejnizsi u nejmladsich pacientl s vékem do 30 let
(8,3 %). Za zajimavé a klinicky vyznamné zjisténi povazujeme, ze BRCA1/2 mutace byly
median véku diagndzy (46 let) jsme pozorovali u nosict mutaci v genech Lynchova syndromu
(MLHI1, MSH2, MSHG).

Mutace v genech BRCAI1/2, RAD51C/D, BARDI a geny mismatch opravnych mechanismil
zvySovaly riziko vzniku karcinomu ovaria vyznamné (OR>5). Mutace v BRCA1/2 genech byly
identifikovany u 84 % nosi¢li mutaci a byly nejc€astéjsi alteraci u 17,9 % a 7,4 % pacientd.
Mutace v dalSich z hlavnich predispozi¢nich gent, ptedev§im RADS51C/RADS51D/BRIP1, jsme
nalezli u pfiblizné 5 % pacientd. ZvySené riziko karcinomu ovaria jsme pozorovali u nosic¢lt
varinat v NBN a BARD1, naopak mutace v ATM a PALB2 v naSem souboru riziko vyznamné
nezvySovaly. Oproti naSim predeSlym poznatkiim jsme nezaznamenali vyznamny rozdil
vrozlozeni variant CHEK?2 upacienti akontrol. Mutace v nékterych z hlavnich
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predispozi¢nich genti jsou velmi raritni (S7K11, PTEN) a pro piesné zhodnoceni rizika bychom
potiebovali vétsi studovany soubor.

Vysledky nasi analyzy umoznily zhodnotit spektrum hereditarnich alteraci podmifiujicich vznik
dédi¢nych karinomt ovaria. Potvrdily, ze dédi¢néa forma vznika u téméf tretiny pacientek, coz
jasn¢ ukazuje, ze genetické testovani je indikovano u vSech nemocnych s timto onemocnénim
bez ohledu na vék pacientky, onkologickou rodinou anamnézu, ¢i histologicky typ karcinomu
ovaria. Prekvapivym zjisténim je maly pocet nosicek germindlnich mutaci u nejmladsich
dospélych pacientek.

4.4 Publikace 4: Identification of Germline Mutations in Melanoma Patients with Early
Onset, Double Primary Tumors, or Family Cancer History by NGS Analysis of 217

Genes.

Stolarova L, Jelinkova S, Storchova R, Machackova E, Zemankova P, Vocka M, Kodet O,
Kral J, Cerna M, Volkova Z, Janatova M, Soukupova J, Stranecky V, Dundr P, Foretova L,
Macurek L, Kleiblova P, Kleibl Z. Biomedicines. 2020 Oct 9;8(10):404.

Pro nasi analyzu jsme vytvoriili sekvenacni panel CZMELAC cilici 217 geni, pficemz osm
znich jsou vysoce az stiedné rizikové predispozi¢ni geny pro vznik melanomu, 26 nizko
rizikovych a déle pak 37 gent, které predisponuji k jinému nddorovému onemocnéni a 146
genl spojenych s melanomem, ale s nezndmym vlivem na hereditarni sloZku onemocnéni.
Analyzu jsme provedli u 264 rizikovych pacientil s diagndézou maligniho melanomu, coz
zahrnovalo nemocné s Casnym nastupem onemocnéni (do 25 let), pacienty s mnohocetnym
melanomem, pacienty s multiplicitou melanomu a dal§iho nddorového onemocnéni.

Patogenni ¢i pravdépodobné patogenni (class 4/5) varianty jsme identifikovali u 31/264
(11,7 %) pacientll s melanomem (u 35/1479, tj. 2,3 % kontrol), ve vysoce az sttedné rizikovych
genech u deviti pacientil (3,4 %) au 22 pacientl (8,3 %) v genech predisponujicim k jinym
nadorovym onemocnénim. Dle pfedpokladu, ve skupiné vysoce az stfedné rizikovych gent
byly nejcastéji zastoupeny mutace v genu CDKN2A a to u Sesti pacientli. VSichni tito pacienti
méli v rodin€ piibuzného s nddorovym onemocnénim, z ¢ehoz v péti ptipadech se jednalo
o alespoii jednoho ptibuzného s melanomem. DalSim ze skupiny klinicky vyznamnych genti je
POTI (protection of telomere 1), jehoz proteinovy produkt POT1 rozpoznava a interaguje
s jednotetézcovymi useky repetitivnich sekvenci telomer a prostiednictvim TPP1 s proteiny
shelterinového komplexu (Kendellen, Barrientos et al. 2009). V naSem souboru jsme
identifikovali missense variantu p.P116L upacienta s mnohocCetnym melanomem
a karcinomem prsu nesoucim taktéz patogenni dele¢ni variantu v CHEK?2. Vlastni funkéni
charakterizaci provedla Ing. Radka Storchova v laboratofi §kolitele konzultanta (UMG AVCR),
kterd prokézala, Ze variantni protein p.P116L je schopen normalné interagovat s TPP1 avsak
nerozpoznava ssDNA. Na zdklad¢ téchto analyz se domnivdme, Ze varianta p.P116L je
pravdépodobné patogenni missense varianta (class 4).
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V ramci vySetieni pacienti s melanomem jsme identifikovali jasné patogenni varianty i vzacné
missense mutace v genu CHEK?2. Vyznam jeho germindlnich alteraci v patogenezi familidrnich
forem melanomu je stale sporny (Bui, LeBoeuf et al. 2021). Nalezené vzacné missense varianty
(p.T133A a p.Y297D), které jsme doposud u pacientii z CR nezaznamenali, jsme podrobili
funk¢ni analyze v bunééném modelu s deleci endogennich wild-type alel CHEK?2, ktera je
detailn¢ popsana v nasledujicim (le¢ Casové predchazejicim) ¢lanku. V porovnani s wild-type
formou proteinu nevykazovaly nové varianty p.T133A ap.Y297D snizenou katalytickou
aktivitu a tudiz jsme je nepovazovali za patogenni varianty zvysSujici riziko vzniku melanomu.

Vysledky nasi analyzy ukézaly, ze pfitomnost mutaci ve vysoce-stfedné penetrantnich genech
(CDKN24, POTI, ACD) se podileji na klinicky vyznamném zvyseni rizika vzniku melanomu
(OR =52,2; 95%CI 6,6-413,1); P=3,2x107).

4.5 Publikace 5: Identification of deleterious germline CHEK2 mutations and their

association with breast and ovarian cancer.

Kleiblova P*, Stelarova L*, Krizova K, Lhota F, Hojny J, Zemankova P, Havranek O, Vocka
M, Cerna M, Lhotova K, Borecka M, Janatova M, Soukupova J, Sevcik J, Zimovjanova M,
Kotlas J, Panczak A, Vesela K, Cervenkova J, Schneiderova M, Burocziova M, Burdova K,
Stranecky V, Foretova L, Machackova E, Tavandzis S, Kmoch S, Macurek L, Kleibl Z. Int J
Cancer. 2019 Oct 1;145(7):1782-1797.

* sdilené prvni autorstvi

V této studii jsme analyzovali vyskyt dédicnych variant v genu CHEK2 u 1928 vysoce
rizikovych pacientek s karcinomem prsu a ovaria. Vyskyt alteraci jsme porovnali s prevalenci
germinalnich variant v souboru 3360 osob kontrolniho souboru z CR, protoze vyznamné
populaéni rozdily v zastoupeni vyskytu variant CHEK2 genu znemoznuji pouZiti frekvence
vyskytu v kontrolnich  souborech uvedenych ve vefejné dostupnych databazich.
Nerespektovani populacnich specifik znacné zkresluje vypocet relativniho rizika vzniku
studovanych nadorti pro nosic¢e mutaci v genu CHEK?.

Ve studovaném souboru jsme u 46 pacientd (2,39 %) a 11 kontrol (0,33 %) identifikovali 10
variant zkracujicich polypeptidovy fetézec. Nadto jsme identifikovali 26 riznych missense

variant VUS se srovnatelnou frekvenci u pacienti a kontrol - 88 pacientli (4,56 %) a 131
kontrol (3,90 %).

Biologicky vyznam missense variant jsme charakterizovali pomoci funkéni analyzy v bunééné
linii odvozené od lidskych netransformovanych bunék sitnice imortalizovanych pomoci
zvySené exprese telomerazy (linie RPE1). V téchto bunkach jsme piistupem CRISPR/Cas9
vytvorili knockout genu CHEK?2. Do vyslednych bunék RPE1-CHEK2-KO jsme nasledné
transientn¢ transfekovali variantni kinazy spolu s kontrolami (wild-type kindza a prazdny
vektor s EGFP) a jejich aktivitu jsme méfili jako schopnost fosforylovat endogenni substrat
Ser473 KAPI, coz jsme detekovali imunofluorescencné pomoci ScanR mikroskopu.
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Tento systém jsme se doplnili o podptrnou analyzu in vitro, kdy jsem pieklonovala wild-type
a mutantni varianty do vektoru pGEX-6P-1, které byly poté transformovany do E. coli BL21.
Purifikované variantni kindzy poté byly inkubovany se substratem GST-KAP1 v kindzovém
pufru. Fosforylace Ser473 KAP1 byla detekovana pomoci western blotu.

Analyzy byly nadto obohaceny o vysledky experimenti komeréné dostupné in vitro kindzové
analyzy Omnia kinase assay (Invitrogen) v bakteridlnich lyzatech, jejiz metodiku jsem jiz
zpracovala v ramci své diplomové prace.

Nejvyssi vahu vysledku jsme uvazovali v ptipad¢ analyzy v RPEI-CHEK2-KO bunkéch,
kterou povazujeme za nejvice vypovidajici, jelikoz jsou v nenadorové bunécné linii zachovany
fyziologické bunécné procesy a jsou pritomni interakcni partneii CHK?2 duleziti pro jeho funkci
a aktivaci. Timto pfistupem jsme byli schopni rozlisit aktivitu variant do tfi skupin — nefunk¢ni,
snizena aktivita a pln¢ zachovana aktivita (Obr. 2).
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Obr. 2. Vysledna aktivita identifikovanych variant v analyze fosforylace endogenniho substratu S473 KAP1 v RPE1-
CHEK?2-KO buiikach. 100% aktivity znazortiuje wild-type CHK2.

Takto jsme klasifikovali 11 variant u 15 (0,78 %) pacientii a 6 (0,18 %) kontrol jako varianty
funkéné patogenni. Frekvence variant s plné zachovanou a ¢astené snizenou aktivitou se mezi
skupinami pacientd a kontrol vyznamné nelisily.

Nosi¢stvi hereditarnich mutaci v genu CHEK?2 je v ptipad€ trunkacnich mutaci klinicky
vyznamné pro vznik arozvoj karcinomu prsu u zZen i muzi. Nami klasifikované funkcéné
patogenni missense varianty jsou vice zastoupeny u pacientl. Pro ureni vlivu a asociace
s karcinomem ovaria budou nutné dalsi studie na vétSim souboru.

4.6 Publikace 6: CHEK2 Germline Variants in Cancer Predisposition: Stalemate
Rather than Checkmate.

Stolarova L, Kleiblova P, Janatova M, Soukupova J, Zemankova P, Macurek L, Kleibl Z. Cells.
2020 Dec 12;9(12):2675.

V piehledovém clanku jsme se rozhodli shrnout soucasné znalosti o vyznamu genu CHEK?
a jeho proteinovém produktu, kindze CHK2, v perspektive predispozice ke vzniku nddorovych
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onemocnéni. Zabyvali jsme se predevSim vyskytem dédi¢nych alteraci CHEK?2 genu v rtiznych
populacich a u pacienti s riznymi onkologickymi diagnézami.

Protoze dédi¢né varianty genu CHEK?2 byly nalezeny u riznych souborii pacientii s riznymi
testovanymi nadorovymi onemocnénimi, je v soucasnosti vySetfeni tohoto genu soucasti
rutinnich sekvenacnich panelt v diagnostice hereditarnich syndromt, kde se CHEK? tadi mezi
geny snejvyssi frekvenci zarodecnych alteraci, piedevSim v bélosskych populacich.
S néastupem NGS se spektrum identifikovanych variant zna¢né¢ rozrostlo, predev§im o vzacné
missense varianty nejasného vyznamu se znacn¢ variabilni populacni prevalenci.

Vysledky dosavadnich analyz ukazuji, Ze pro klinicky hodnovérné zhodnoceni rizika spojeného
s nosicstvim dédi¢nych patogennich variant v genu CHEK2 bude nezbytné provést dalsi
analyzy, které budou na rozdil od analyz publikovanych v minulosti obsahovat i dostate¢ny
pocet populacné specifickych kontrol. Vypocty rizik s pouziti souborti mnohonéarodnich
populacnich kontrol je s ohledem na vysokou populacni variabilitu spektra variant v CHEK?2
nepiesné. Dal§im problémem, ktery ¢eka na feSeni, je klinické hodnoceni CHEK?2 VUS.

5 Diskuze

Néadorovd onemocnéni predstavuji v soucasné dobé druhou nejcastéj$i piicinu umrti
ve vyspélych zemich. Ackoliv vétSina nemocnych s onkologickymi diagndézami vyvine
sporadickou formou nadord, pacienti s dédi¢énymi nadorovymi onemocnénimi tvoii malou,
ale klinicky vyznamnou skupinu nemocnych. Vyznam ptesahujici numericky podil 5-10%
vyplyva predevs§im ze skutecnosti, Ze vznik onkologického onemocnéni u nosi¢ti patogennich
mutaci je vyrazn€ vyssi, nez u bézné populace a onemocnéni vznika v atypicky mladém veku.
Z téchto divodl se nadorové onemocnéni u nepoznanych nosi¢li mutaci s nespecifickymi
pfiznaky miZe zaménit za neonkologickou diagnézu. Onkologické onemocnéni u mladych
osob je tak casto odhaleno az v pokrocilém stadiu, které je ndkladné na poskytovanou péci
a prognosticky nepfiznivé s vysokym rizikem Umrti, a tim ise zvySujicimi se nepfimymi
naklady a negativnimi socioekonomickymi dopady. Identifikace naddorové predispozice je
proto jednou z dulezitych strategii prevence vzniku nadorovych onemocnéni, jejichz incidence
v populaci neustéle stoupa.

Pti prechodu z postupnych analyz jednotlivych genli k analyze pomoci NGS v nasi laboratofi
jsme se rozhodli pro panel, ktery by umozZioval identifikaci nddorové predispozice u vSech
nejcastéji analyzovanych onkologickych pacientl. Zvolili jsme format panelu s planovanymi
226 geny, kde se nam v prvnich verzich podatilo z divodu neunikétnich nebo komplikovanych
(GC-rich) oblasti pokryt 219 cilovych genti (Soukupova, Zemankova et al. 2016). V dalSich
fazich, se zlepSovanim optimalizacni strategie pro ptipravu sond, jsme doséhli plného pokryti
226 geni. Pfed klinickym nasazenim bylo nutné panel dikladné otestovat a urcit jeho
kvalitativni a kvantitativni parametry (Soukupova, Zemankova et al. 2018). Robustnost
pfistupu umoznila nabidnout pouZiti panelu i ostatnim diagnostickym centrim v CR, ktera se
spolecné podileji na vzniku populacni databaze a klinické interpretaci nalezenych variant.
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V posledni verzi (5.0 z roku 2020) databaze obsahuje genotypy a fenotypova data od 10 480
pacientl analyzovanych panelem CZECANCA.

Zasadni diagnostické rozpaky tvofi piedev§im VUS varianty, které se nachazeji v genech se
znamymi patogennimi variantami souvisejicimi s onemocnénim, obzvlasté u pacienti
s vyraznym fenotypem a nepiitomnosti jasné patogennich mutaci. Hodnoceni a klinicka
interpretace VUS variant je obtizna Casové 1 metodicky. S ohledem na jejich raritni vyskyt
vyzaduji genetické ptistupy, hodnotici frekvenci VUS v populacich pacientti a kontrol ¢i jejich
segregaci v rodinach nosicl,, mezinarodni spolupraci, napt. konsorcium ENIGMA - Evidence-
based Network for the. Interpretation of Germline Mutant Alleles; (Spurdle, Healey et al. 2012).
Nastroje in silico predikénich algoritmii se sice postupné zlepsuji, ale jejich vyznam spociva
predevsim v piipadné prioritizaci variant pro dal$i analyzy. K hodnoceni klinického vyznamu
jednotlivych  VUS nejsou vhodné. Velmi spolehlivé, ale rovnéz casové a metodicky
nejnarocnéjsi, jsou funkéni analyzy.

V nasem souboru pacientd s hereditarnimi nddorovymi syndromy, zejména s karcinomem prsu,
jsme identifikovali CHEK? jako tfeti nejcastéji mutovany gen po BRCAI a BRCA2. V ramci
mezinarodni spoluprace jsme se podileli na charakterizaci variant v BRCA 1, a jelikoz poptavka
po funkéni analyze sekvencnich variant CHEK2 nebyla do této doby fadn¢ uspokojena,
rozhodli jsme se tohoto tikolu zhostit v nasi laboratofi.

Rozhodli jsme se vytvofit novy modelovy systém, jenz by byl blize fyziologickému stavu
v normélnich lidskych buiikdch. V lidské nenddorové bunécné linii hTERT-RPEL jsme
CRISPR/Cas9 pristupem vytvofili knockout genu CHEK?2. Do RPE1-CHEK2-KO bunék jsme
transientné transfekovali plazmidy nesouci varianty CHEK?2 a mé&fili jsme intenzitu signalu
protilatky pfimo timérné fosforylaci specifického endogenniho substratu KAP1. Transkripéni
korepresor KAP1 je specificky fosforylovan na Ser473 kinazou CHK2 (Bolderson, Savage et
al. 2012, Hu, Zhang et al. 2012) v reakci na dvoufetézcova poskozeni genomové DNA, kdy je
CHK2 aktivovéan. V rdmci charakterizace naseho modelového systému jsme experimentalné
potvrdili, Ze fosforylace Ser473 neni ptitomna u RPEI-CHEK?2-KO ve srovnani s parentalnimi
RPE1 bunkami v odpovédi na dvoufetézcové poskozeni DNA a Ze CHKI1 kinaza neni v této
dréze aktivovana a nezastoupi CHK2.

Publikovana funkcni analyza (Kleiblova, Stolarova et al. 2019) umoziuje Skélovatelnou
charakterizaci vétsiho poctu VUS v genu CHEK?2. V ramci mezinarodni spoluprace ENIGMA
konsorcia jsme od spolupracujicich skupin shromézdili témét 300 pfevazné missense variant,
které se jiz podafilo zavedenou analyzou funkéné charakterizovat (Obr. 3).

Pro vétsi presvédCivost naSich vysledkii jsme se rozhodli, vedle hodnoceni schopnosti
variantnich kindz fosforylovat endogenni substrat v podobé Ser473 KAP1, zhodnotit schopnost
analyzovanych variant zprostfedkovat autofosforylaci, ktera je dtleZitou aktivaéni modifikaci
pro plnou katalytickou uc¢innost CHK2 kindzy in vivo. Nadto se lze domnivat, ze nckteré
aminokyselinové zamény mohou ovliviiovat rozpoznani a vazbu substratu a 1 pii zachované
enzymatické aktivité by mohly byt chybné vyhodnoceny jako katalyticky neaktivni. Krome
oblasti aktivacni klicky je molekula CHK2 autofosforylovana na Ser516. Fosforylaci tohoto
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aminokyselinového zbytku, rozpoznavanou specifickou protilatkou, jsme zvolili pro dopliujici

hodnoceni vSech analyzovanych VUS genu CHEK?.

KAPL-pSETS

Obr. 3. Hodnoceni aktivity
variantnich kinaz CHK2
v analyze fosforylovace Ser473

KAPI. Analyzovano bylo 288
riznych variant, které jsou zde

sefazeny dle aktivit (od nejvyssi

v

Soubor vsech 288 analyzovanych variant jsem tedy hodnotila ve dvou riznych analyzach —
schopnosti autofosforylace Ser516 a fosforylace endogenniho substratu Serd73 KAPI —
aktivity byly vzdy vztazeny k wild-type formé CHK2. Varianty dosahujici aktivity nejméné
aktivniho replikatu wild-type proteinu byly povazovany za aktivni, naopak varianty s aktivitou
niz8i nez vykazovaly negativni reference c.1100delC a EGFP byly povaZovany za neaktivni,
varianty, jejichZ aktivita byla v rozmezi mezi aktivnimi a neaktivnimi byly povaZovany
za intermedidrni. V obou analyzach v naprosté vétSiné variant spolu naméfené aktivity
korelovaly a mohla jsem vyslednou aktivitu konkluzivné uzavtit (Obr. 4).
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Obr. 4. Diagram znazornujici vysledné
aktivity variantnich kinaz v analyze
autofosforylace (pCHK2)
a fosforylace Ser473 KAP1 (pKAP1).
Varianty jsou sefazeny dle pozice
variantni aminokyseliny v primarni
struktufe CHK2 v kontextu funkénich
domén (nahofe). Venniv diagram
popisuje shodu interpretaci aktivit
zobou analyz. Zkracené varianty,
které nelokalizuji do jadra, jsou
oznaceny ,,DNL* a jsou zahrnuty mezi
funkéné patogenni..

NaSe analyza je momentalné nastavena pievazné na hodnoceni kinazové aktivity, kterou jsme
schopni robustné analyzovat. Varianty s narusenou dimerizaci nejsme timto zptisobem schopni
fadné vysvétlit. Tyto varianty prevazné spadaji do skupiny hodnocené jako intermediarni

a jejich fenotyp je predmétem nasledujicich studii.
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6 Zavér

Na za¢atku svého postgradudlniho studia jsem si stanovila za cil identifikovat genetické
alterace v genu CHEK?2 u pacientek s nddorovym onemocnénim, pro coz jsem si osvojila
metodu sekvenovani nové generace. Této Casti jsem se intenzivné vénovala v laboratofi
Onkogenetiky, kde jsem se podilela na optimalizaci postupu zpracovani vzorki pro sekvenaci
panelem CZECANCA, a jeho zavedeni do klinické praxe. Uniformni postup zpracovani je nyni
vyuzivan nékolika centry v CR, které se podileji na tvorbé databaze identifikovanych variant
a jejich ucelené reportovani. Vyuzila jsem znalost piipravy NGS knihoven v rdmci spoluprace
mezinarodniho konsorcia ENIGMA pro sekvenaci vzorkii pacientek s karcinomem prsu
pro studii variant v nekddujicich oblastech genit BRCA1/2. Nadto jsem se podilela na vyvoji
sekvenaéniho panelu CZMELAC zaméfeného na skupinu pacienti, ktera doposud v CR nebyla
z hlediska hereditarni slozky ucelen¢ studovana. Identifikovala jsem fadu variant nezndmého
vyznamu v genu CHEK?2, zejména missense, které jsem funk¢né charakterizovala v Laboratofi
nadorové bunky, kde jsem vytvofila a optimalizovala modelovy systém pro jejich hodnoceni.
Na zaklad¢ mezinarodni spoluprace s konsorciem ENIGMA jsme shromazdili soubor pfiblizné
300 missense variant CHK2, pro ktery jsem upravila systém funkéni analyzy tak, aby bylo
mozné spolehlivé charakterizovat vSechny varianty v relevantnim ¢ase. Své znalosti o genu
CHEK? akinaze CHK2, kterou se intenzivn¢ zabyvam né¢kolik let, jsem vyuzila pfi sepsani
ptehledové publikace shrnujici vyznam CHK2 v procesu tumorogeneze a spojeni mutaci
v CHEK? s rizikem vzniku nddorovych onemocnéni. V dalSich krocich budu vyvijet analyzu
pro funkéni zhodnoceni variant CHK2, jejichz defekt spocivda mimo kindzovou aktivitu
a studovat roli CHK2, skrze kterou ovliviiuje procesy v buiice.

7 Literatura

Ahn, J., Urist, M., & Prives, C. (2004). The Chk2 protein kinase. DNA Repair (Amst), 3(8-9), 1039-
1047.

Bolderson, E., Savage, K. 1., Mahen, R., Pisupati, V., Graham, M. E., et al. (2012). Kruppel-associated
Box (KRAB)-associated co-repressor (KAP-1) Ser-473 phosphorylation regulates
heterochromatin protein 1beta (HP1-beta) mobilization and DNA repair in heterochromatin. J
Biol Chem, 287(33), 28122-28131.

Brown, A. L., Lee, C. H., Schwarz, J. K., Mitiku, N., Piwnica-Worms, H., & Chung, J. H. (1999). A
human Cdsl1-related kinase that functions downstream of ATM protein in the cellular response
to DNA damage. Proc Natl Acad Sci U S A4, 96(7), 3745-3750.

Bui, A. N., LeBoeuf, N. R., & Nambudiri, V. E. (2021). Skin cancer risk in CHEK?2 mutation carriers.
J Eur Acad Dermatol Venereol, 35(2), 353-359.

Caswell-Jin, J. L., Gupta, T., Hall, E., Petrovchich, I. M., Mills, M. A., et al. (2018). Racial/ethnic
differences in multiple-gene sequencing results for hereditary cancer risk. Genet Med, 20(2),
234-239.

Cybulski, C., Wokolorczyk, D., Jakubowska, A., Huzarski, T., Byrski, T., et al. (2011). Risk of breast
cancer in women with a CHEK2 mutation with and without a family history of breast cancer. J
Clin Oncol, 29(28), 3747-3752.

Dongzelli, M., & Draetta, G. F. (2003). Regulating mammalian checkpoints through Cdc25 inactivation.
EMBO Rep, 4(7), 671-677.

Falck, J., Mailand, N., Syljuasen, R. G., Bartek, J., & Lukas, J. (2001). The ATM-Chk2-Cdc25A
checkpoint pathway guards against radioresistant DNA synthesis. Nature, 410(6830), 842-847.

19



Foretova, L., Navratilova, M., Svoboda, M., Vasickova, P., Stahlova, E. H., et al. (2019).
Recommendations for Preventive Care for Women with Rare Genetic Cause of Breast and
Ovarian Cancer. Klin Onkol, 32(Supplementum?), 6-13.

Foulkes, W. D. (2008). Inherited susceptibility to common cancers. N Engl J Med, 359(20), 2143-2153.

Hirao, A., Kong, Y. Y., Matsuoka, S., Wakeham, A., Ruland, J., et al. (2000). DNA damage-induced
activation of p53 by the checkpoint kinase Chk2. Science, 287(5459), 1824-1827.

Hu, C., Zhang, S., Gao, X., Gao, X., Xu, X., et al. (2012). Roles of Kruppel-associated Box (KRAB)-
associated Co-repressor KAP1 Ser-473 Phosphorylation in DNA Damage Response. J Biol
Chem, 287(23), 18937-18952.

Chaturvedi, P., Eng, W. K., Zhu, Y., Mattern, M. R., Mishra, R, et al. (1999). Mammalian Chk?2 is a
downstream effector of the ATM-dependent DNA damage checkpoint pathway. Oncogene,
18(28), 4047-4054.

Chen, J. (2016). The Cell-Cycle Arrest and Apoptotic Functions of p53 in Tumor Initiation and
Progression. Cold Spring Harb Perspect Med, 6(3), a026104.

Cheng, Q., & Chen, J. (2010). Mechanism of p53 stabilization by ATM after DNA damage. Cell Cycle,
9(3), 472-478.

Janatova, M., Soukupova, J., Stribrna, J., Kleiblova, P., Vocka, M., et al. (2015). Mutation Analysis of
the RAD51C and RADS51D Genes in High-Risk Ovarian Cancer Patients and Families from the
Czech Republic. PLoS One, 10(6), e0127711.

Kendellen, M. F., Barrientos, K. S., & Counter, C. M. (2009). POT1 association with TRF2 regulates
telomere length. Mol Cell Biol, 29(20), 5611-5619.

Kleiblova, P., Stolarova, L., Krizova, K., Lhota, F., Hojny, J., et al. (2019). Identification of deleterious
germline CHEK?2 mutations and their association with breast and ovarian cancer. Int J Cancer.
2019 Oct 1;145(7):1782-1797.

Lee, J. S., Collins, K. M., Brown, A. L., Lee, C. H.,, & Chung, J. H. (2000). hCds1-mediated
phosphorylation of BRCA1 regulates the DNA damage response. Nature, 404(6774), 201-204.

Li, J., Williams, B. L., Haire, L. F., Goldberg, M., Wilker, E., et al. (2002). Structural and functional
versatility of the FHA domain in DNA-damage signaling by the tumor suppressor kinase Chk2.
Mol Cell, 9(5), 1045-1054.

Matsuoka, S., Huang, M., & Elledge, S. J. (1998). Linkage of ATM to cell cycle regulation by the Chk2
protein kinase. Science, 282(5395), 1893-1897.

Matsuoka, S., Rotman, G., Ogawa, A., Shiloh, Y., Tamai, K., & Elledge, S. J. (2000). Ataxia
telangiectasia-mutated phosphorylates Chk2 in vivo and in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A4,
97(19), 10389-10394.

Narod, S. A. (2010). Testing for CHEK?2 in the cancer genetics clinic: ready for prime time? Clin Genet,
78(1), 1-7.

Nurmi, A., Muranen, T. A., Pelttari, L. M., Kiiski, J. I., Heikkinen, T., et al. (2019). Recurrent moderate-
risk mutations in Finnish breast and ovarian cancer patients. Int J Cancer, 145(10), 2692-2700.

Oliva-Trastoy, M., Berthonaud, V., Chevalier, A., Ducrot, C., Marsolier-Kergoat, M. C., et al. (2007).
The Wipl phosphatase (PPM1D) antagonizes activation of the Chk2 tumour suppressor kinase.
Oncogene, 26(10), 1449-1458.

Ouchi, M., & Ouchi, T. (2014). Distinct DNA damage determines differential phosphorylation of Chk2.
Cancer Biol Ther, 15(12), 1700-1704.

Paull, T. T. (2015). Mechanisms of ATM Activation. Annu Rev Biochem, 84, 711-738.

Peng, C. Y., Graves, P. R., Thoma, R. S., Wu, Z., Shaw, A. S., & Piwnica-Worms, H. (1997). Mitotic
and G2 checkpoint control: regulation of 14-3-3 protein binding by phosphorylation of Cdc25C
on serine-216. Science, 277(5331), 1501-1505.

Pohlreich, P., Zikan, M., Stribrna, J., Kleibl, Z., Janatova, M., et al. (2005). High proportion of recurrent
germline mutations in the BRCA1 gene in breast and ovarian cancer patients from the Prague
area. Breast Cancer Res, 7(5), R728-736.

Sharpless, N. E. (2005). INK4a/ARF: a multifunctional tumor suppressor locus. Mutat Res, 576(1-2),
22-38.

Schwarz, J. K., Lovly, C. M., & Piwnica-Worms, H. (2003). Regulation of the Chk2 protein kinase by
oligomerization-mediated cis- and trans-phosphorylation. mol cancer res, 1(8), 598-609.

20



Soukupova, J., Zemankova, P., Kleiblova, P., Janatova, M., & Kleibl, Z. (2016). [CZECANCA: CZEch
CAncer paNel for Clinical Application-- Design and Optimization of the Targeted Sequencing
Panel for the Identification of Cancer Susceptibility in High-risk Individuals from the Czech
Republic]. Klin Onkol, 29 Supp! 1, S46-54.

Soukupova, J., Zemankova, P., Lhotova, K., Janatova, M., Borecka, M., et al. (2018). Validation of
CZECANCA (CZEch CAncer paNel for Clinical Application) for targeted NGS-based analysis
of hereditary cancer syndromes. PLoS One, 13(4), e0195761.

Spurdle, A. B., Healey, S., Devereau, A., Hogervorst, F. B., Monteiro, A. N., et al. (2012). ENIGMA--
evidence-based network for the interpretation of germline mutant alleles: an international
initiative to evaluate risk and clinical significance associated with sequence variation in BRCA1
and BRCA?2 genes. Hum Mutat, 33(1), 2-7.

Ticha, 1., Kleibl, Z., Stribrna, J., Kotlas, J., Zimovjanova, M., et al. (2010). Screening for genomic
rearrangements in BRCA1 and BRCA2 genes in Czech high-risk breast/ovarian cancer patients:
high proportion of population specific alterations in BRCA1 gene. Breast Cancer Res Treat,
124(2), 337-347.

Tominaga, K., Morisaki, H., Kaneko, Y., Fujimoto, A., Tanaka, T., et al. (1999). Role of human Cds1
(Chk2) kinase in DNA damage checkpoint and its regulation by p53. J Biol Chem, 274(44),
31463-31467.

Wu, X., & Chen, J. (2003). Autophosphorylation of checkpoint kinase 2 at serine 516 is required for
radiation-induced apoptosis. J Biol Chem, 278(38), 36163-36168.

Wybenga-Groot, L. E., Ho, C. S., Sweeney, F. D., Ceccarelli, D. F., McGlade, C. J., et al. (2014).
Structural basis of Rad53 kinase activation by dimerization and activation segment exchange.
Cell Signal, 26(9), 1825-1836.

Zhang, J., Willers, H., Feng, Z., Ghosh, J. C., Kim, S., et al. (2004). Chk2 phosphorylation of BRCA1
regulates DNA double-strand break repair. Mol Cell Biol, 24(2), 708-718.

Zhen, J. T., Syed, J., Nguyen, K. A., Leapman, M. S., Agarwal, N., et al. (2018). Genetic testing for
hereditary prostate cancer: Current status and limitations. Cancer, 124(15), 3105-3117.

21



