Univerzita Karlova

1. 1ékarska fakulta

Studijni program: Doktorské studijni programy v biomediciné

Studijni obor: Molekularni a bunécné biologie, genetika a virologie

UNIVERZITA KARLOVA

1. 1éka¥ska fakulta

Mgr. Lenka Stolafova

Analyza nadorové predispozice a funk¢ni analyza variant nejasného

vyznamu

Analysis of cancer predisposition and functional analysis of variants of unknown

significance

Diserta¢ni prace

Skolitel: prof. MUDr. Zdenék Kleibl, PhD.

Konzultant: MUDr. Libor Mactrek, PhD.

Praha, 2021



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem fadn¢ uvedla a citovala
vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, ze prace nebyla vyuzita k ziskani

jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ticelem soustavné kontroly podobnosti kvalifika¢nich

praci.

V Praze, 24. 6. 2021

Lenka Stolafova

Identifikaéni zdznam:

STOLAROVA, Lenka. Analyza nadorové predispozice a funkcni analyza variant nejasného
vyznamu. [Analysis of cancer predisposition and functional analysis of variants of unknown
significance]. Praha, 2021. 70 stran, 6 ptiloh. Diserta¢ni prace. Univerzita Karlova, 1. 1¢katska
fakulta, Ustav biochemie a experimentalni onkologie. Vedouci zavéreéné prace prof. MUDr.

Zden¢k Kleibl, PhD.



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 ptekryvaji, proto je paralelni vySetfeni paneli genli 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 nalezii NGS vSak komplikuje pfitomnost variant nejasného
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 RPE1 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
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1 Vychodiska a cile prace

Laboratoi onkogenetiky, ve které jsem postgradualnim studiem navazala na témata feSena
v bakalarské (Vyznam Chk2 kinazy ve vnitrobunééné signalizaci a disledky jejich poruch
v onkogenezi) a diplomové praci (Funk¢ni analyza populacné specifickych sekvencnich variant
genu pro kindzu kontrolniho bodu bunécného cyklu CHEK?), se zabyva studiem hereditarnich
nadort od svého zalozeni. Za vice nez 20 let byla analyzovana DNA od n¢kolika tisic pacientii
s nejrizn€j$imi dédiénymi malignitami. Diky spolupréci s kolegy z klinickych pracovist’ se
podafilo ziskat nejen unikéatni kolekci genetického materidlu, ale i klinicko-patologické

charakteristiky vySetfovanych pacientt.

Analyzy nadorové predispozice nejprve probihaly po jednotlivych genech. Vysetfovany gen ¢i
geny se volily na zaklad¢ diagnozy pacienta a spektra predispozi¢nich genl asociovanych
s onemocnénim. Jelikoz se fenotypy i1 mutace nddorovych syndromi piekryvaji, revolucni
zménu v identifikaci nddorové predispozice umoznilo zavedeni sekvenovani nové generace
(NGS) v roce 2011. NGS umoznuje rychlé a spolehlivé paralelni vysetieni i n¢kolika stovek

gentl.

Na nasem pracovisti jsme v roce 2016 vyvinuli sekvenacni panel CZECANCA (CZEch CAncer
paNel for Clinical Application). Validace panelu CZECANCA mi umoznila proniknout
do ptipravy sekvenacnich knihoven (Soukupova, Zemankova et al. 2018). Povedlo se nam
vytvofit robustni a spolehlivy postup pro analyzu nadorové predispozice, ktery sdilime se

spolupracujicimi centry v ramci CZECANCA konsorcia (www.czecanca.cz). V laboratofi jsem

si nasledné osvojila rutinni ptfipravy knihoven. V navaznosti na mezinarodni spolupraci
konsorcia ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant
Alleles) jsme poskytli ziskana data k analyze promotoru BRCA!I - hlavniho predispozi¢niho
genu ke vzniku dédiénych karcinomil prsu a ovaria (Burke, Sevcik et al. 2018). Na vySetfeni
retrospektivnich vzorkil u pacientek s karcinomem ovaria analyzovanych pomoci CZECANCA
panelu jsem se podilela ptipravou sekvenacnich beha a vyuzitim tdaji ze spole¢né databéaze
(Soukupova, Lhotova et al. 2019, Lhotova, Stolarova et al. 2020). ZkuSenosti ziskané analyzami
vzorki pomoci panelu CZECANCA mi umoznily rozvinout NGS analyzy dédi¢né predispozice
u pacientli s malignim melanomem, kteii doposud nebyli v CR testovani. Pro vysetieni jejich
zarodeCnych mutaci, jsem se podilela na ndvrhu a pfipravé nového sekvenacniho panelu
CZMELAC (CZech MELanoma Clinical panel) cileného na geny asociované s malignim

melanomem. Nésledné jsem provedla optimalizaci analyz, NGS u vétSiny vzorkd v souboru


http://www.czecanca.cz/

pacientli, vyhodnoceni zpracovanych bioinformatickych dat a statistické analyzy vysledka

(Stolarova, Jelinkova et al. 2020).

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 bakalarské a pozdéji diplomové praci. Tyto analyzy studovaly funkéni
katalytickou aktivitu CHK?2 kinazy in vitro, avSak pro hodnoceni vyznamu dédi¢nych mutaci
bylo nezbytné ptipravit vhodnéjsi experimentalni model na Zivych lidskych nenadorovych
buiikach. Z tohoto divodu jsem zahdjila spolupraci s Laboratoii biologie nadorové buiky
MUDr. Libora Maciirka, Ph.D. na UMG AVCR. Pod jeho vedenim jsem piipravila funkéni
model zaloZeny na kvantifikaci kindzov¢ aktivity v buitkdch RPE1 s deleci endogenniho lokusu
CHEK?2 pomoci CRISPR/Cas9. Nasledné jsem funk&né vySetfila varianty, které jsme
identifikovali ve vzorcich od pacientek s karcinomem prsu a/nebo ovaria (Kleiblova, Stolarova
etal. 2019, Kleiblova, Stolarova et al. 2019). Dosavadni poznatky o klinickém vyznamu alteraci

CHEK?2 genu jsem shrnula v piehledném c¢lanku (Stolarova, Kleiblova et al. 2020).

Cile prace:

1) identifikace genetickych alteraci v genu CHEK2 u pacientek s nadorovym
onemocnénim pomoci NGS analyzy
2) vytvoreni modelového systému pro hodnoceni nalezenych sekvencnich variant

nejasného vyznamu v genu CHEK? a funkéni klasifikace téchto variant



2 Uvod
2.1 Hereditarni nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejéastéjii pii¢inou tmrti v Ceské republice. Pfiblizné 90-
95 % ptipadd vznikd na zakladé¢ akumulace genetickych zmén ziskanych v pribéhu Zivota
jedince, tzv. somatické mutace a jedna se tak o sporadicky vyskyt nddorového onemocnéni.
Podstatné mensi procentudlni zastoupeni, zbyvajicich 5-10 %, maji hereditarni nadorova
onemocnéni, pro ktera je hlavnim faktorem vzniku vrozena predispozice. Dédicna slozka se
mezi riznymi typy nadorovych onemocnéni lisi, nejniz§im podilem 3 % u karcinomu plic

a naopak nejvyssim 30 % u feochromocytomu (Rahman 2014, Stoffel and Cooney 2016).

Vyznamnymi charakteristikami hereditarnich nadorovych syndromt, které je odliSuji
od sporadickych onemocnéni, je brzky nastup nemoci (neziidka do 35 let véku), opakovany ¢i
vicendsobny vyskyt nddorového onemocnéni u postizené osoby a vysoky vyskyt nadorovych
diagnéz v rodin¢ (Kulkarni and Carley 2016). Ptestoze hereditdrni nddory tvofi minoritni
slozku, pacienti s mutaci v predispozi¢nich genech a jejich rodiny tvoifi velmi vyznamnou

skupinu s potfebou zvySeného sledovani a prevence.

V disertaéni praci se dominantné¢ vénuji analyzdm néadorové predispozice u pacientek

s karcinomem prsu a ovaria a u nemocnych s malignim melanomem.
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Obr. 1. Incidence a mortalita vybranych nadorovych onemocnéni. Pfevzato ze www.svod.cz.
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Karcinom prsu je nejéastéjsim nadorovym onemocnénim v populaci Zen v CR. Jeho incidence
zaznamenala v poslednich letech stabilizaci, incidence vykazuje mirny, ale systematicky pokles
(Obr. 1). Presto karcinom prsu vznikd kazdoro¢né u vice nez 7000 zen a vice nez 1500
pacientek kazdoroéné onemocnéni podlehne. Dédi¢na predispozice karcinomu prsu je v CR
analyzovana dlouhodob¢ (Pohlreich, Stribrna et al. 2003). Hlavnimi predispozi¢nimi geny pro
vznik karcinomu prsu v CR je BRCAI a s odstupem BRCA2 (Pohlreich, Zikan et al. 2005,
Ticha, Kleibl et al. 2010). Identifikace nadorové predispozice ma pro nosicky patogennich
mutaci v obou genech vyznamné klinické dopady. S ohledem na vysoké riziko onemocnéni
jsou zarazovany do preventivnich sledovacich programii umoziujicich vcasnou detekci
karcinomu prsu a dalSich asociovanych nadorti (ovaria, karcinomu prostaty, pankreatu, ¢i
melanomu) nebo preventivni odstranéni rizikovych tkani (preventivni mastektomie nebo
preventivni salpingo-ooforektomie) (Foretova, Machackova et al. 2016). Pfitomnost
patogennich mutaci v genech BRCAIl a BRCA2 (ale idalSich genech, jejichZ proteinové
produkty se podili na opravach genomové DNA) umoznuje pouziti cilené 1é¢by pomoci
inhibitord poly-ADP-ribézapolymerazy (PARPi). Krom¢ toho jsme ve spolupraci s kolegy
z klinické onkologie prokazali, ze karcinomy prsu vznikajici u nosicek mutaci v BRCAI
a BRCA2, maji v souvislosti s expresi estrogennich receptorti biologicky odlisné chovani, nez
nadory u zen bez mutaci (Vocka, Zimovjanova et al. 2019). Tfetim nejcastéji mutovanym
genem u pacientek s dédi¢nym karcinomem prsu je gen CHEK?2. Vysoké incidence karcinomu
prsu, jeho riznorodé biologické charakteristiky, prognosticky a prediktivni vyznam dédi¢nych
mutaci v genech predisponujicich k jeho vzniku zpisobuje, Ze karcinom prsu je z hlediska

nadorové predispozice nejvice studovanym onemocnénim.

S karcinomem prsu byva casto asociovan karcinom ovaria, ktery je nejsmrtelnéjsi
gynekologickou diagnézou. Ptesto, Ze incidence onemocnéni se nezvysuje, nedaii se piilis
ménit nepfiznivy poméer mezi incidenci a mortalitou onemocnéni (Obr. 1). Charakteristickou
vlastnosti karcinomu ovaria je vyznamny vliv hereditarni slozky onemocnéni, ktera se podili
na vzniku az 25 % vSech ptipadi (Walsh, Casadei et al. 2011, Toss, Tomasello et al. 2015).
Podobné jako je tomu u karcinomu prsu, jsou nejcastéji mutovanymi geny u hereditarni formy
karcinomu ovaria geny BRCAI a BRCA2. NaSe ptedchozi analyzy genl predisponujicich ke
vzniku karcinomu ovaria ukézaly, Ze na jeho vzniku se u pacientek v CR podileji rovnéZ ostatni

predispozi¢ni geny (Janatova, Soukupova et al. 2015).

Maligni melanom tvofil v roce 2018 8,2 % z celkového poctu novych ptipadi vSech koznich

malignit, které jsou vilbec nejcastéjSimi onkologickymi onemocnénimi v CR (www.svod.cz).
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Incidence onemocnéni zaznamenala v CR strmy néartist v poslednich 20 letech (Obr. 1). Kromé
toho se melanom stal nejvice rostoucim malignim onemocnénim v nasi détské a adolescentni
populaci (Krejci, Zapletalova et al. 2019). Na rozdil od nemelanomovych koznich nadora
s velmi nizkou mortalitou je maligni melanom nejfatalnéjSim typem koznich nadort. Riziko
vzniku maligniho melanomu je vyrazné ovlivnéno individuélnimi faktory (dermatotyp, vyskyt
pih a matefskych znamének), které ovliviiuji citlivost k UV zéfeni. Vystavovani kize
slune¢nim paprskiim, zejména rizikové spaleni v détském veéku, prispiva spolu s osobni
anamnézou piitomnosti jinych nadorovych onemocnéni nebo pozitivni rodinnou onkologickou
anamnézou ke zvySenému riziku vzniku melanomu. Vyskyt familiarniho maligniho melanomu
se odhaduje na 5-10%, ale nosi¢i pfi¢innych dédicnych mutaci v genech zvySujicich riziko
maligniho melanomu je nachazeno fadové méné, nez je tomu u pacienti s dédi¢nym
karcinomem prsu. Za hlavni predispozi¢ni gen pro vznik maligniho melanomu je povazovan
CDKNZ2A4, kodujici alternativni transkripty, které davaji vzniknout tumor supresorovym
proteinim rodiny P16/INK4a (inhibitors of CDK4) a P14/ARF (Alternate Reading Frame)
(Sharpless 2005). Mutace dalSich gent spojenych s vysokym rizikem vzniku melanomu
(CDK4, BAPI) se vyskytuji velmi vzacné (celosvétoveé byly popsany pouze desitky ptipadi),
asociace s dédicnymi alteracemi fady genti (napt. geny shelterinového komplexu) byla popséna,
avSak mira rizika nebyla jasn€¢ stanovena. Zvysené riziko vzniku melanomu bylo popséno
1 v souvislosti s nosi¢stvim mutaci v genech asociujicich s dal§imi nadory (napt. BRCA2,

CHEK?). Vyskyt nadorové predispozice k melanomu v CR nebyl doposud studovan.

2.2 Nadorové predispozi¢ni geny a jejich germinalni varianty

Geneticky jsou hereditarni nadorovd onemocnéni nejcastéji spojena s mutacemi v tumor-
supresorovych genech. Do soucasné doby jich bylo popsdno né€kolik set, avS§ak pouze mensi
¢ast znich je klinicky vySetfovana (Rahman 2014). Ackoliv jsou mutace v nddorovych
predispozi¢nich genech prevazné dédény autozomalné dominantné, maji recesivni charakter,
jelikoz k rozvoji onemocnéni dochdzi az pii vyfazeni obou alel genu. Zarodecné 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
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syndromti uplna. Obecné se tak predispozicni geny daji rozd¢lit dle zvySeni rizika vzniku

onemocnéni:

e vysoce penetrantni geny zvysujici relativni riziko vzniku onemocnéni >4x
e geny se stiedni penetranci 2-4x

e geny s nizkou penetranci zvysujici riziko az 1,5 (Stratton and Rahman 2008).

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). Vztah mezi frekvenci a penetranci €ini z dédicnych nadorovych
syndromii pomérné obtizné detekovatelnd onemocnéni: casté varianty jsou klinicky
nevyznamné a klinicky vyznamné varianty jsou (s ohledem na jednotlivé predispozicni geny)
vzacné. S vyjimkou populacné specifickych zakladatelskych (founder) mutaci se vrozené
patogenni varianty vyskytuji obvykle s frekvenci zna¢né nizs§i nez 1:10 000. Proto teprve
zafazeni NGS do vySetfovacich algoritmu pro analyzu nddorové predispozice umoznilo ziskat
obraz o spektru dédi¢nych mutaci podilejicich se na vzniku dédi¢nych nadorti. Pfinos NGS ma
vSak 1 své stinné stranky, kterymi je pfedevsim detekce znaéného poctu vzacnych dédi€nych
variant bez zjevné klinické souvislosti s onemocnénim, které se oznacuji jako varianty

nejasného vyznamu (VUS).

Presto se v pfipadé nadort prsu da predispozi¢nimi geny v ramci vSech zminénych skupin
penetrance vysvétlit pouze 25 % familiarnich ptipadi onemocnéni; znacné procento tak zlstava
stale neobjasnéno. Varianty ve vysoce penetrantnich genech BRCAI a BRCA2 objasnuji
dohromady pouze 3-6 % ptipadi karcinomu prsu, dle zastoupeni v dané populaci (Kleibl and
Kristensen 2016). Riziko vzniku karcinomu prsu pro nosi¢ky mutaci v téchto genech je vSak

velmi vysoké a dosahuje 70-80 % do 80 let véku (King, Marks et al. 2003).

Na zakladé NGS analyz se jevi, Ze tfetim nejcastéji mutovanym genem po genech BRCA1/2
v souboru pacientek s karcinomem prsu a ovaria v nasi laboratofi, v databdzi CZECANCA
konsorcia, 1 v fadé mezinarodnich studii je gen CHEK2 (Stolarova, Kleiblova et al. 2020).
Pfestoze se jedna o vyvojové nepiibuzné geny, jejich proteinové produkty spolupracuji
pfi opravach dvoufetézcovych zloml genomové DNA pomoci homologni rekombinace.
Varianty v genu CHEK? v§ak nejsou vyhradné spojeny s témito tumory a mutace CHEK?2 byly
nalezeny 1u pacientll s nddory prostaty, kolorekta, pankreatu ¢i osteosarkomu (Cybulski,
Gorski et al. 2004). Na rozdil od vysoce penetrantnich genit BRCAI a BRCA2, jejichz roli pro

vznik nddorového onemocnéni nikdo nezpochybiiuje, je interpretace ndlezi v genu CHEK? se
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sttedni penetranci stale v mnoha ptipadech opomijena. Jednim z diivoda je znacné kolisava
prevalence populacné specifickych germindlnich variant tohoto genu ve svété a jejich nejasna
penetrance. Dal$im diivodem je i vysoky pocet VUS variant, pro které chybi jednotna klinicka
¢i funk¢ni interpretace. Rozhodli jsme se proto zmapovat prevalenci mutaci v CHEK? a jejich
asociaci s nadorovymi syndromy, ale pfedevsim jsme se zaméfili na vytvoreni modelového

systému pro analyzu jeho vzacnych, populacné specifickych variant nejasného vyznamu.

2.3 Gen CHEK? a kinaza CHK?2

CHK2 kinaza byla prvni popsana Matsuokou et al. v roce 1998, ktefi ji identifikovali jako
lidsky homolog kvasinkovych proteint Rad53 u Saccharomyces cerevisiae a Cdsl
u Schizosaccharomyces pombe (Matsuoka, Huang et al. 1998). Byla zasazena do signalni drahy
v odpovédi na dvoutetézcova 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 dédi¢nych mutaci v genu CHEK?2 s nadorovymi syndromy bylo poprvé popsano v roce
1999 Bellovou a kolektivem, ktefi u skupiny pacienti (piedevSim s karcinomem prsu) s Li-
Fraumeni syndromem, resp. Li-Fraumeni-like syndromem, nesoucich wild-type alely
kauzalniho genu 7P53, identifikovali variantu ¢.1100delC CHEK?2 a p.I157T (Bell, Varley et
al. 1999).

Zasazeni nové objeveného proteinu CHK2 do drahy bunééné odpovédi na poskozeni DNA
a objev asociace zarode¢nych variant CHEK2 s naddorovym fenotypem podnitil jeho dalsi
studium. Nasledné analyzy prokazaly, Ze varianta c¢.1100delC vede k pfed¢asnému ukonceni
translace proteinu, kterému tak chybi podstatna cast kindzové domény a je tedy katalyticky
nefunkéni (Wu, Webster et al. 2001). Dalsi studie vSak neprokdzaly mutace v CHEK? jako
kauzalni pfi¢inu LFS/LFL (Sodha, Williams et al. 2000, Sodha, Houlston et al. 2002,
Vahteristo, Bartkova et al. 2002). V roce 2004 Cybulski a kolektiv provedli rozsdhlou analyzu
souboru 4008 pacientl se 13 riznymi typy nadorti a 4000 kontrol. Vybrané hereditarni mutace
CHEK? genu asociovaly s vyskytem fady nadorovych onemocnéni, véetné karcinomu prsu,
prostaty, stitné zlazy, kolorekta, prostaty a nddort ledvin (Cybulski, Gorski et al. 2004). Ackoli
dédicné varianty CHEK?2 dosahuji niz$i penetrance, ptiblizné trojndsobné zvysuji riziko vzniku
fady nadorovych onemocnéni a lze je tak povazovat za klinicky vyznamné faktory stiedniho

rizika.
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2.3.1 Struktura CHK2

Gen CHEK? se nachazi na chromozomu 22 (22q12.1) a jeho nejvice exprimovana varianta 1
(NM_007194/ENST00000404276.6) kdduje mRNA obsahujici 15 exonl (Tominaga, Morisaki
et al. 1999). Exoni, jez koduji protein je 14, se zacatkem translace v exonu 2, exony 11 — 14 se
vyskytuji v lidském genomu ve formé neexprimovanych pseudogenti (Sodha, Williams et al.

2000).

Proteinovy produkt nejCastéjsi sestithové varianty mé 543 aminokyselin a velikost 65 kDa.
CHK2 ve sv¢ struktufe obsahuje tii funkéni domény (Obr. 2) — SQ/TQ cluster domain (SCD),
forkhead-associated domain (FHA) a kinazovou doménu (Ahn, Urist et al. 2004).
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Obr. 2. Struktura dimeru CHK2 kindzy (www.rscb.org/structure/316W) a funkéné a klinicky vyznamné
aminokyseliny a modifikace. Jedna podjednotka je zndzornéna Sedé, druha v barevném gradientu, ktery
odpovida doménam znazornénych v primarni sekvenci panelem vpravo (hranice domén dle Cai, Chehab et al.
2009). (podle Stolarova et al. 2020)

N-koncova SCD doména (aminokyselinové zbytky 16 -69) je bohatd na kombinaci para

serin/glutamin athreonin/glutamin, jez jsou cilem fosforylace nadfazen}'/ch kinaz,

vvvvvv

(Matsuoka, Rotman et al. 2000, Ouchi and Ouchi 2014). Nasledna FHA doména
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(aminokyseliny 92 — 205) je diillezitym protein-fosfoproteinovym modulem (Li, Williams et al.
2002), jenz se podili na vazb¢ substratt a interak¢nich partnerd. Je vsak dulezita i pro aktivaci
samotné kindzy CHK2, kdy je schopna véazat pThr68 v oblasti SCD domény druhého
monomeru. Kinazova doména se serin/threoninovou specifitou zaujima velkou ¢ast C-koncové
sekvence CHK2 (aminokyselinové zbytky 212 — 501), 1ze ji rozd€lit na ¢ast tvorici strukturu B-
listh obsahujici Glu273 dilezity pro enzymatickou aktivitu, a ¢ast z a-helixti, ve které se
nachazeji mista autofosforylace Thr383 a Thr387 v aktiva¢ni smycce (aminokyseliny 371 —
391) (Cai, Chehab et al. 2009). Tyto dvé c¢asti kindzové domény tvofi mezi sebou zlab,
do kterého se vaze molekula ATP. Oproti svym kvasinkovym homologtim, lidsky CHK2 ma
pouze jeden jaderny lokaliza¢ni signal, jenz se nachazi na C-konci proteinu (aminokyseliny 515
-522) a je rozpoznavan proteinem karyopherin-a2 (KPNA2) pro transport do jadra (Zannini,
Lecis et al. 2003).

2.3.2 Regulace aktivity CHK2

V normélnim stavu se CHK2 v bunce vyskytuje v podobé neaktivniho protomeru. Podnétem
pro jeho aktivaci jsou dvoufetézcové zlomy ve struktufe DNA, které vznikaji plsobenim
ioniza¢niho zafeni, nebo pisobenim drog etoposidu, neokarcinostatinu. V reakci na poSkozeni
kindza ATM fosforyluje CHK2 na Thr68, coz umoziuje jeho rozpoznani a navazani FHA
doménou druhé molekuly CHK2 a dochazi k transientni dimerizaci. Tato dimerizace slouzi
k pfechodnému pfiblizeni dvou protomertt CHK2, coz umozni frans-autofosforylovaci zbytkl
Thr383 a Thr387 v aktivac¢ni smy¢ce proteinu. Autofosforylaci dochazi ke konforma¢ni zmeéné,
kterd vede k rozpadu dimeru a uvolnéni dvou plné aktivnich monomertt CHK?2 kinazy (Li,
Williams et al. 2002, Wybenga-Groot, Ho et al. 2014). Cilem aktiva¢ni 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 miiZe nastat i pfi
absenci dvoufetézcovych zlomid DNA a fosforylace ATM v dusledku ektopické nadprodukce
proteinu v bakteridlnich ¢i sav€ich buiikach (Schwarz, Lovly et al. 2003, Kleiblova, Stolarova

etal. 2019).

Vyznamnou a hojné studovanou posttranslaéni modifikaci je aktivacni fosforylace Thro68,
kterou je regulovdna aktivita CHK2 nadfazenou kinazou ATM. Thr68 muze byt taktéz
fosforylovan kindzou ATR in vitro (Matsuoka, Rotman et al. 2000) a v pribéhu mitdzy
1 kindzou DNA-PK (Shang, Yu et al. 2014). Uvadi se, ze kindza PLK3 fosforyluje Ser62
a Ser73 v tésném okoli Thr68, coz usnadiuje jeho ptistupnost pro ATM (Bahassi el, Myer et
al. 2006). V oblasti SCD domény byla popsana fada dalSich fosforylaci, které vSak nemaji jasny
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vyznam (Matsuoka, Rotman et al. 2000, Ouchi and Ouchi 2014). Fosforylovat CHK2 dokaze
nejen PLK3, ale i PLK1 (Tsvetkov, Tsekova et al. 2005). Tyto fosforylace se odehravaji
v mitéze, kdy PLK1 v komplexu s proteinem 53BP1 fosforyluje CHK2 na Ser164, Thr205
a Ser210 (Tsvetkov, Tsekova et al. 2005, van Vugt, Gardino et al. 2010). V cytokinezi PLK 1
a CHK2 spolecné lokalizuji v mitotickém vieténku a na centrozomech (Tsvetkov, Xu et al.

2003).

V kvasinkach inhibuji aktivacni fosforylaci Rad53 kinazou ATM fosfatazy Ptc2 a Ptc3.
Na zakladé¢ homologie byla rozpoznana fosfatiza WIP1 v savCich bunkach defosforylujici
aktivovanou CHK2 kindzu (Oliva-Trastoy, Berthonaud et al. 2007). Pokusy in vitro ukazuji, ze
WIPI je schopna defosforylovat Thr68, avSak nedokaze defosforylovat threoninové zbytky
v aktivacni kli€ce (Fujimoto, Onishi et al. 2006, Yoda, Xu et al. 2006). Fosfataza WIP1 tak neni
schopna G¢inn¢ defosforylovat jiZ plné aktivované molekuly CHK?2. Lze se domnivat, Ze WIP1
nepotlacuje primarn¢é odpoveéd’ na poskozeni DNA zprostfedkovanou kinazami ATM/ATR, ale
podili se spiSe na ptekonani kontrolniho bodu bunééného cyklu. V normalnich neposkozenych
buitkach ATM aktivitu antagonizuji fosfatdzy WIP1, PP2A a PP1, které G¢inn¢ defosforylu;ji
CHK2. Dalsi autofosforyla¢ni misto Ser516 je pro defosforylaci pfistupnéjsi nejen pro WIP1,
ale také pro fosfatazu PP2C (Carlessi, Buscemi et al. 2010).

Ackoli je fosforylace nejvice prostudovanou posttranslaéni upravou, aktivita CHK2 je
ovlivnéna 1 dal§imi modifikacemi v¢etné ubikvitinace. Bazalni hladina CHK2 je udrzovana
pomoci E3 ubikvin-ligazy STAH2 (Seven In Absentia Homolog 2), jez cili CHK?2 k degaradaci
v proteazomu (Garcia-Limones, Lara-Chica et al. 2016). V odpovédi na poskozeni DNA
ioniza¢nim zafenim ¢i plsobenim cisplatiny je CHK2 naopak udrZovan deubikvitinylaci
pomoci ubikvitin-specifickych peptidaz USP28 a USP39 (Wu, Chen et al. 2019, Wang, Yang
et al. 2020) a zaroven je stabilita CHK2 zvySena diky fosforylaci na Ser456 (Kass, Ahn et al.
2007). Po ukonceni reparacni signalizace je defosforylace tohoto mista vyzadovana pro
rozpoznani E3 ubikvitin-ligdzou PIRH2 (p53-Induced Protein with a RING-H2 Domain) spolu
s proteiny MDM2 (Mouse Double Minute 2 Homolog) a P/CAF (p300/CBP-Associated Factor,
Lysine Acetyltransferase 2B; KAT2B), jenz je jednim z proteinii remodelujicich chromatin
(Kass, Poyurovsky et al. 2009, Bohgaki, Hakem et al. 2013). Dal$im proteinem se schopnosti
ovlivitovat strukturu chromatinu je ARID1A (AT-Rich Interactive Domain-Containnig Protein
1A), ktery polyubikvitinyluje CHK2 na zbytcich Lys492, Lys494, Lys520 a Lys534 (Wang,
Yang et al. 2020). Somatické mutace ARIDIA patii mezi jedny z nejCastéjSich a pravé jeho

ztrata muze timto mechanismem vést ke zvySeni hladiny CHK2 v téchto nadorech. Modifikace
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ubikvitinylaci nemusi mit nutn¢ vliv pouze na stabilitu a degradaci CHK2, takovymto
prikladem je komplex ubikvitin ligdz s CULI rozeznava kindzu CHK2 fosforylovanou na
Ser379, a mé nejspiSe vliv na funkci proteinu v procesu apoptoézy v odpovédi na ionizacni

zéateni (Lovly, Yan et al. 2008).

Acetylace CHK?2 nebyla doposud vyrazné prostudovana, byla vSak popséana interakce CHK?2
s histon-deacetylazou SIRTI1, ktera odejima acetylovou skupinu z Lys520, coz potlacuje
moznost aktivacni fosforylace v okoli (Magni, Ruscica et al. 2014, Alves-Fernandes and

Jasiulionis 2019).

2.3.3 Funkce CHK2

Schopnost aktivované kinazy CHK2 fosforylovat své cilové substraty zalezi na pritomnosti
urcujicich aminokyselin v okoli fosforylovaného mista. CHK2 rozpoznava konsensni motiv,

kde se v pozici - 3 nachdzi arginin a v pozici -5 je obsazena hydrofobni aminokyselina (Seo,

Kim et al. 2003).

Nejvice prostudovanou dréhou, které je CHK2 soucasti je odpovéd’ na dvoufetézcové zlomy
ve struktuie DNA. Pravé dvoufetézcové zlomy predstavuji pro proliferujici buniku vyznamnou
hrozbu, které neopraveny mohou vést k apoptoze ¢i v ptipade nespravnych ¢i neuplnych oprav
k chromozomalnim translokacim a zac¢atku tumorogeneze. Misto zlomu rozpoznéava proteinovy
komplex MRN (Mrel 1-Rad50-NBN1) zprostiedkovéavajici aktivaci ATM kindzy (Paull 2015).
ATM nasledné fosforyluje fadu jadernych proteinti s DNA reparacni aktivitou nebo aktivuje
dalsi signalni pfenasece v amplifikaci signalu o poskozeni DNA. Mezi né fadime i kindzu
CHK2 (Obr. 3). Ob¢ kinazy katalyzuji fosforylaci ¢aste¢né se piekryvajiciho spektra proteind,

takZe se signal dale amplifikuje.
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Obr. 3. V reakci na poskozeni DNA dvoutetézcovymi zlomy je aktivovana ATM kinaza, ktera fosforyluje
a aktivuje CHK?2, ktery nésledn¢ fosforyluje fadu svych substrat ti€astnicich se zejména regulace bunécného
cyklu, repara¢nich procestt DNA a apoptdzy. (podle Stolarova et al. 2020)



Jednim z prvnich popsanych substrath CHK2 je tumor supresorovy protein p53, transkripcni
faktor, ovliviiujici naptiklad gen CDKNIA koédujici produkt p21, inhibitor komplexa
cyklin/cyklin-dependentnich kinaz umoznujicich vstup do dalsi fadze bunécného cyklu.
V normalnim stavu bunky je p53 rozpoznavan avazan proteinem MDM2, ktery jej
ubikvitinyluje a cili k degradaci proteazomem. Protein p53 je stabilizovan fosforylaci na Ser15,
ktery je fosforylovan pfimo kindzou ATM a znemoziiuje vazbu MDM?2 (Cheng and Chen
2010). Obdobné¢ je p53 ovliviiovan i kinazou CHK2, fosforyla¢ni misto ovliviiujici rozpoznéni
MDM2 je Ser20 (Hirao, Kong et al. 2000). Objev propojeni transkripéniho faktoru p53
s kinazou CHK2 logicky vedl k experimentiim, které by potvrzovaly navozeni zastaveni
bunééného cyklu v G1/S prostiednictvim ptsobeni CHK2 na p2l. Prvotni analyzy tento
fenotyp sice potvrdily, avSak nasledné studie pii endogenni produkci CHK2 zastaveni
bunécéného cyklu nepozorovaly (Jack, Woo et al. 2002). Zastaveni bunéného cyklu lze
pozorovat 1 u nadorové linie bun€k HCT116, v niZ byla kindza CHK2 cilené deaktivovana

(Jallepalli, Lengauer et al. 2003).

Na transkripéni urovni je aktivita p21 regulovana také pomoci proteinu KAP1 (KRAB
(Kriippel-Associated Box Domain)-Associated Protein 1), coz je transkripéni korepresor
skupiny transkrip¢nich faktortt motivu zinkového prstu obsahujicich KRAB doménu (Shaltiel,
Aprelia et al. 2014). Pii1 poskozeni DNA ptisobenim ioniza¢niho zafeni ¢i etoposidu je KAP1
fosforylovan bud’to piimo kindzou ATM na Ser824 nebo pomoci CHK2 na Ser473 (Hu, Zhang
et al. 2012). Ser473 KAP1 fosforyluje i kindza CHK1, u které ale dominuje aktivita po UV
zafeni. Fosforylovany KAP1 neni po ozafeni schopen reprimovat transkripci a dochdzi
ke zvySené expresi p21 a zastaveni bunééného cyklu na G2/M piechodu (Lee, Goodarzi et al.
2012). Ser473 KAP1 se naléza v blizkosti vazebného mista pro protein HP1 (Heterochromatin
Protein 1), jenZ se ucastni tvorby a udrzovani heterochromatinu, pro coZ je vazba s KAPI
dalezita. Fosforylace tohoto zbytku kindzou CHK2 znemozni tuto vazbu a narusi asociaci
KAP1 sregulacnimi oblastmi a represi transkripce (Chang, Chou et al. 2008). Ser473
ve fosforylované formé taktéz poskytuje vazebné misto pro transkripéni faktor E2F1 ucastnici
se regulace bunécného cyklu aapoptéozy. Vazba E2F1 s KAP1 pSer473 snizuje expresi
proapoptotickych genil pod G€inkem E2F1 (Hu, Zhang et al. 2012). Provazanost drah podtrhuje
fakt, ze E2F1 je fosforylovan i kindzou CHK?2 na Ser364, coz zvySuje jeho stabilitu a vytstuje
v transkrip¢ni aktivitu smérem k apoptdze, v tomto piipadé nezavisle na p53 (Stevens, Smith
et al. 2003). NejspiSe je takto v buiice zajistén regulaéni zpétnovazebny mechanismus, kdy

skrze fosforylaci KAP1 CHK?2 kontruje proapoptotickou aktivitu vyvolanou fosforylaci E2F1.
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Regulace bunécného cyklu a apoptdzy ovlivnénim transkripce vyuziva buiika 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 kinaz (CDK) stimulujici vstup do dalsi faze bunééného cyklu (Matsuoka, Huang
et al. 1998, Donzelli and Draetta 2003). K zabranéni vstupu buiiky do S faze napomaha kinaza
CHK2 svou aktivitou vic¢i CDC25A, kterou fosforyluje na Ser123, coz znemoznuje fosfataze
defosforylovat komplex CDK2 s cyklinem E (Falck, Mailand et al. 2001). CHK2 je schopna
fosforylovat idalsi fosfatizu — CDC25C ato na Ser216, ¢imz vytvaii vazebné misto
pro proteiny 14-3-3, které sekvestruji CDC25C v cytoplazmé a znemoznuji ji tak defosforylaci
komplexu CDKI1 s cyklinem B pied vstupem do mitozy (Peng, Graves et al. 1997).

Mimo zminéné proteiny regulace bunécného cyklu, smétfuje kindza CHK2 svou aktivitu
i na proteiny repara¢ni drahy DNA. Jednim z cilii je dulezity tumor supresorovy protein
BRCAI1 (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 pted
nehomolognim spojovanim koncti (NHEJ) (Lee, Collins et al. 2000, Zhang, Willers et al. 2004).
Existuji studie, které fosforylaci Ser988 pozorovaly pti poskozeni mitotického vieténka, kdy
dochazelo k akumulaci BRCA1 anésledné inhibici nukleacni aktivity centrozomalnich
mikrotubuld (Sankaran, Starita et al. 2005, Chabalier-Taste, Racca et al. 2008, Stolz, Ertych et
al. 2011). V ramci mitoézy byly identifikovany dal$i proteiny ucastnici se drahy oprav DNA
(Petsalaki and Zachos 2020). CHK?2 neovliviiuje pouze funkci BRCA1, ale taktéz reguluje dalsi
proteiny mitotického vieténka - fosforyluje Thr288 MPS1 (Monopolar Spindle 1), Ser331
AURKB (Aurora Kinase B) nebo Ser507 v MYPT1 (Myosin Phosphatase-Targeting Subunit 1)
(Yeh, Yu et al. 2014, Nai, Shi et al. 2019).

Nizka hladina kysliku — hypoxie nebo zvySeni koncentrace volnych kyslikovych radikalt
(ROS) mohou taktéz spoustét aktivitu kindzy ATM a CHK2. DileZitym proteinem v tomto
ptfipadé je Beclinl, jenz chrani bunku pted produkci a poSkozenim ROS pomoci autofagie
a odstranovanim poSkozenych mitochondrii. Kindza CHK2 fosforyluje Beclinl na Ser90
a Ser93, ¢imz naruSuje tvorbu regula¢niho komplexu autofagie Beclinl s proteinem Bcl2
a chréani tak bunku vystavenou ischemickému poSkozeni (Guo, Wang et al. 2020). Krom piimé
interakce s efektorovymi proteiny, CHK2 taktéz fosforyluje transkripéni faktory FOXK1
a FOXK2 (Forkhead Transcription Factors 1/2), které za normalniho stavu buiiky reprimuji

transkripci autofagickych genti. Fosforylace kindazou CHK2 v odpovédi na DNA poskozeni
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vytvoii vazebné misto pro proteiny 14-3-3 a FOXK faktory zlstanou sekvestrovany

v cytoplazmé, coz jim znemoziuje represi autofagie (Chen, Wu et al. 2020).

CHK2 sdili fadu substrat i s CHK1, hlavnim obecnym rozdilem ztstava podnét, kterym jsou
jednotlivé drahy spustény — CHK2 je aktivovana kindzou ATM v reakci na dvoufetézcové
poskozeni DNA, zatimco CHK1 je fosforylovana ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related)
v odpovédi na pritomnost dlouhych jednoietézcovych iisekit DNA. Na rozdil od kinazy CHK1,
jejiz deplece je v zarodecnych buiikach letalni, CHK2 neni pro bunku nezbytny. Experimenty
u mysi s depleci Chk2 (Chk2/") prokéazaly, ze mysi jsou zivotaschopné a fertilni, oproti wild-
type mySim (Chk2"/") v8ak vykazuji mirn& zvySeny vyskyt nadord a nejsou dostatecné
senzitivni k ionizaCnimu zateni (Takai, Naka et al. 2002). Chk2/- mysi maji taktéz Castéjsi
vyskyt infarkti a mozkovych mrtvic v zavislosti na Chk2 v draze indukujici autofagii bunék
vystavenych patologickym podminkdm poskozené tkané reaktivnimi kyslikovymi radikaly

(Guo, Wang et al. 2020).

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 béloSské populaci evropského plvodu, naopak nejmensi
u Cernochi a Asiatli (Caswell-Jin, Gupta et al. 2018). U bélochii v Evropé frekvence CHEK?
mutaci klesa ve sméru od severu k jihu, kdy vyskyt ¢.1100delC je ve Velké Britanii a Nizozemi
v obecné populaci 1 %, zatimco v oblasti Sttedomofii se tato mutace objevuje spiSe ziidka
(Caligo, Agata et al. 2004, Kleibl, Novotny et al. 2005, Fachal, Santamarina et al. 2013). Dalsi
ze znamych a velmi studovanych variant p.I157T dosahuje frekvence 5 % v Mad’arsku,
Lotyssku a Polsku a klesa na 2 % v ptipadé Cechti, Slovakti a Némct. U &inskych pacient
s karcinomem prsu byly hereditarni patogenni varianty v CHEK?2 identifikovany pouze v 0,3 %
ptipadd (Sun, Meng et al. 2017). V USA, v souboru témet 7000 pacientl s hereditarni formou
karcinomu prsu nebo ovaria byl CHEK? identifikovan jako tfeti nejCastéji mutovany gen
po BRCAI a BRCA2, pticemz frekvence vyskytu mutaci prevladala u bélochli oproti cernochlim
v obou typech nadorii (Kurian, Gong et al. 2011).

Hereditarni mutace CHEK? jsou nejcastéji spojovany s diagnoézou 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 nenosicim,

srovnatelné s rizikem mutaci v BRCA2. V piipadé varianty c¢.1100delC maji nosi¢i horsi
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progndézu onemocnéni. Z dosavadnich studii vyplyva, ze patogenni mutace CHEK? riziko
vzniku karcinomu prsu vyrazné zvysuji, pokud je v rodin€ nosice pozitivni nadorovd anamnéza,
unosi¢l patogenni mutace c¢.1100delC se riziko zvySuje z 20 % az na 40 % (Cybulski,
Wokolorczyk et al. 2011, Nurmi, Muranen et al. 2019). Naprosta vétSina hereditarnich mutaci
CHEK? je asociovana s estrogen pozitivnim typem karcinomu prsu (Cybulski, Huzarski et al.
2009, Hauke, Horvath et al. 2018, Kleiblova, Stolarova et al. 2019) Naopak, analyza
hereditarnich mutaci v 17 genech u 1824 triple negativnich pacientd s karcinomem prsu,
ukazala, Ze nosicky patogennich mutaci v CHEK2 se u pacientek bez exprese
estrogenniho/progesteronového a HER2/Neu receptoru prakticky nevyskytuji (Couch, Hart et
al. 2015). BCAC konsorcium (The Breast Cancer Association Consortium) ze své analyzy
britské populace odhaduje, ze kumulativni riziko vzniku ER+ a ER- karcinomu prsu je pro
nosice ¢.1100delC do 80 let veku 20 % a 3 %, v porovnani s obecnou populaci kde jsou rizika
9% a2 9% (Schmidt, Hogervorst et al. 2016). Piestoze obecné¢ u neselektovanych pacientii
s karcinomem prsu maji ER+ nédory lepsi prognézu, u nosict hereditarnich mutaci CHEK? je
tomu naopak azvySené riziko vzniku ER+ karcinomu prsu je spojeno s rozvojem
oboustranného nadoru a negativni prognézou (Meyer, Dork et al. 2007, Schmidt, Hogervorst et
al. 2016). Casta varianta p.I157T byla v n&kolika analyzach asociovana s lobularnim typem

karcinomu prsu (Huzarski, Cybulski et al. 2005, Kleiblova, Stolarova et al. 2019).

CHEK? neni pro preziti buniky nezbytny, a s ohledem na cetnost hereditarnich mutaci v dané
populaci, Ize identifikovat i recesivni homozygoty. Ve studii zaméfené pouze na nosice mutaci
v CHEK? bylo u 2508 lidi identifikovano 32 (1,3 %) homozygoti, nejcastéjSimi variantami
byly ¢.1100delC a p.I157T a jejich nosici byli v 66 % a 60 % diagnostikovani s karcinomem
prsu (Sutcliffe, Stettner et al. 2020). Oproti nosicim monoalelické varianty, bialelické mutace
znamenaji az dvakrat vyssi riziko vzniku karcinomu prsu, pravdépodobnéji do 50 let veku
a Cast€j$i vyskyt druhého nédoru (Rainville, Hatcher et al. 2020). Dle soucasnych NCCN
(National Comprehensive Cancer Network) doporuceni by méli nosi¢i patogenni CHEK?2

mutace od 40 let véku podstupovat pravidelné rocni mamografické vysetreni.

Mutace v CHEK?2 vSak mohou zvySovat riziko vzniku Sir§iho spektra nddort, ale s nizsi
penetranci (Narod 2010). U muzt mutace v CHEK?2 zvySuji riziko vzniku karcinomu prostaty
a CHEK? je standardné zatazen do sekvenacnich paneld pro genetické vySeteni (Zhen, Syed
et al. 2018). Mutace v CHEK? byly identifikovany u sporadické i dédicné formy karcinomu
prostaty piiblizné ve stejném procentu (3,75 % a 3,69 %) (Dong, Wang et al. 2003). CHEK? se
vedle ATM, BRCAI, BRCA2, CHEK2, FANCM, TP53 tadi do skupiny genl podilejicich se

22



na DNA reparacnich drahdch, apravé mutace v téchto genech jsou nejcastéjSimi jak
u metastazujicich nadorl, tak i uneselektovanych pacientli, ale jejich pfitomnost se poji
s vy$$im rizikem pokrocilejSich nédorti. U trunka¢ni mutace ¢.1100delC CHEK2 nebyl
prokdzan vliv nanastup onemocnéni, ale ma vysS§i pravdépodobnost rozvoje letalniho
onemocnéni nez leh¢i formy (1,28 % oproti 0,16 %) (Wu, Yu et al. 2018). Toto tvrzeni nebylo
potvrzeno v praci Yadav a kolegli, shoduji se vSak na tom, ze celkové mutace v genech
reparacnich drah byly mnohem c¢etnéjsi u pacientll s metastazujici formou onemocnéni (Yadav,
Hu et al. 2020). Jelikoz patogenni mutace v CHEK?2 pravdépodobné predisponuji ke vzniku
a rozvoji karcinomu prostaty, je jejich nosicim doporucovan pravidelny screening a nad 40 let

test PSA s ro¢ni frekvenci.
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3 Metody
Metody vyuzité v dizertacni praci jsou detailné popsany v metodickych sekcich v jednotlivych
clancich (Kapitola 5). Nésledujici prehled zohlediiuje metody, které jsem zpracovavala

samostatné (pokud neni uvedeno jinak).

3.1 Izolace genetického materialu

Pro izolaci genetického materialu bylo pouzito 10 ml nesrazlivé periferni krve. Pro izolaci
genomové DNA byl pouzit kit Wizard Genomic DNA Purification System (Promega) dle
instrukci vyrobce. RNA z Cerstvé nesrazlivé krve byla izolovana z leukocytli pomoci
centrifugace syst¢émem Histopaque 1070 (Sigma) a néasledné pomoci fenol-chloroformové
extrakce s guanidiniumizothiokyanatem (Chomczynski and Sacchi 1987). Alternativné byla
izolace RNA provedena systémem PAX gene (Qiagen) dle navodu vyrobce. RNA pak byla

uchovavana v -80°C.

3.2 Sekvenovani nové generace

Pro NGS sekvenovani jsme pouzili 500 ng genomové DNA, kterou jsme rozpustili v TE pufru
pomoci ultrazvuku (Covaris E220, Covaris Inc.). Alternativnim pfistupem bylo enzymatické
Stépeni fragmentdzou (KAPA Biosystems) 25 minut pfi 37°C. Knihovny vzorkil byly
pfipraveny pomoci KAPA HTP Library Preparation kitu v ptipad¢ fragmentace sonikaci, nebo
pro vzorky Stépené enzymaticky kitem KAPA HyperPlus, dle instrukci vyrobce (KAPA
Biosystems, Roche). Univerzalni adaptory, indexovaci primery pro LM-PCR (Ligation-
Mediated Polymerase Chain Reaction) a primery pro posledni PCR po inkubaci se sondami
byly navrzené v nasi laboratofi. Po vybéru fragmenti pozadované velikosti 200 bp, byly na
jejich konce pomoci ligacni PCR (LM-PCR) v 6 cyklech pfipojeny unikatni indexy, které nam
umoziuji analyzovat vzorky jednotlivych pacienti dohromady. Spojovalo se vzdy 30 vzorki
(33 ng kazdého), abychom doséahli pokryti (coverage) sekvenacnich cili 100x. Vzorek se
nasledné inkuboval 16-72 h s hybridizaénimi sondami sekvena¢niho panelu CZECANCA nebo
CZMELAC (NimbleGen Seq-Cap EZ Choice, Roche). Po inkubaci byla knihovna vzorkl
amplifikovana pomoci posledni PCR v 11 cyklech pro dosazeni optimalni vysledné

koncentrace 2 ng/ul. Velikost a kvalita fragmentl byly v priibéhu ptipravy kontrolovany
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pomoci mikrofluidni elektroforézy (Agilent 2100, Agilent) po kroku fragmentace, selekce
velikosti, amplifikaci pomoci LM-PCR a vysledné knihovny. Vyslednd knihovna vzorkl
o koncentraci 18 pM byla sekvenovana na piistroji MiSeq za pouziti sekvenacni chemie MiSeq

Reagent Kit v3, 150 cykla (Illumina).

Velké genové prestavby v genu CHEK? byly detekovany/konfirmovany z NGS analyz
metodou MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification), kit P190 (MRC-
Holland) dle instrukei vyrobce.

3.3 Bioinformaticka analyza

Sekvenacni data ziskana sekvenatorem MiSeq byla zpracovana Mgr. Petrou Zemankovou, PhD.
v nasi laboratofi postupem, ktery nyni pouziva pro ptipravu databaze CZECANCA. Soubory
ve formatu FASTQ jsou mapovany programem Novoalign na referen¢ni genom hgl19. Vzniklé
SAM (Sequence Alignment Map) a jejich binarni forma - BAM soubory jsou zpracovany
do VCF (Variant Call Format) souboru, jenz obsahuje informaci pouze o variantnich
nukleotidech. Kvalita VCF soubori je provedena pomoci GATK postupu

(https://software.broadinstitute.org/gatk/) anasledné¢ jsou anotovany za pouziti SnpEff

(Cingolani, Platts et al. 2012). Inzerce a duplikace nad velikost 35 bp, jsou identifikovany

nastrojem Pindel (http://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/). Velké genové piestavby

jsou detekovany pomoci CNVkit (https://pypi.python.org/pypi/CNVKkit).

Pro hodnoceni genotypti a prioritizaci identifikovanych variant byly vyuzity udaje vetejnych
databazi genotypll (gnomAD, 1000 genomes project, FLOSSIES), vysledky sekvenovani
kontrolnich vzorkl (nenadorova populace osob starSich 60 let bez onkologickych onemocnéni
u ptimych piibuznych — tzv. superkontroly), databaze klinickych interpretaci variant (ClinVar,

OMIM).

Identickym bioinformatickym postupem byly zpracovany i sekvenacni béhy analyzované
pomoci panelu CZMELAC u pacientll s melanomem. Pro pacienty s melanomem slouzily jako
kontroly genotypy ziskané z exomového sekvenovani (WES) poskytnuté laskavosti prof.
Ing. Stanislava Kmocha, CSc. a Mgr. Viktora Straneckého, Ph.D. z Narodniho centra I¢katské

genomiky (www.ncmg.cz).
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3.4 Funk¢ni analyzy variant nejasného vyznamu

Nasi prvni metodou pro charakteristiku enzymatické aktivity identifikovanych sekvenénich
variant genu CHEK2 byla komer¢ni analyza zaloZzena na schopnosti variantnich kinéaz
fosforylovat arteficielni substrat s navazanym fluoroforem. Plazmidy pDREAM2.1-CHEK?2
nesouci bud’to wild-type nebo mutantni variantu byly transformovany do bakteridlniho kmene
E. coli BL21. Exprese proteinu byla indukovana 50 pM IPTG pii ODs00o=0,5, nédsledné byly
bunky sklizeny centrifugaci a lyzovany pomoci cOmplete Lysis-B kit (Roche). Enzymova
aktivita jednotlivych variant CHK2 byla méiena v 1 pg celkového bakterialniho lyzatu pomoci
Omnia S/T Peptide 3 Kinase assay kit (Life Technologies) dle protokolu vyrobce. Specificky
substrat s navazanym fluoroforem Sox po fosforylaci kindzou zvysil svou fluorescenci, ktera
byla detekovéna v intervalu 90 s po dobu 1 h pomoci pfistroje FLUOstar Omega Microplate
Reader (BMG Labtech). Aktivita wild-type CHK2 byla povaZovana za 100% a hodnoty aktivit

variantnich kinaz k ni byly normalizovany.

Pro dalsi analyzy jsme zvolili modelovy systém netransformované bunécné linie odvozené
od lidskych bunék sitnicového epitelu hTERT-RPE1 (ATCC CRL-4000), ve které byl
CRISPR/Cas9 ptistupem vytvoien knockout genu CHEK?2. Do téchto bun¢k jsme transientné
transfekovali plazmidy pcDNA4-EGFP-FLAG-CHEK? s variantnimi kindzami a méfili jsme
jejich schopnost fosforylovat endogenni substrat Ser473 KAP1. V odpovédi na poskozeni DNA
ionizaénim zafenim, neokarcinostatinem nebo etoposidem je KAPI fosforylovan kinazou
CHK2 specificky na Ser473. Zjistili jsme, Ze pii exogenni expresi CHK2 dochazi k jeho
dostatecné aktivaci pro fosforylaci Ser473 1 bez dal§iho podnétu a na tomto poznani jsme se

rozhodli zalozit nasi analyzu.

Krom oblasti aktivaéni smycky (aminokyseliny 371 — 391) je kinaza CHK?2 autofosforylovana
na Ser516. Proti této fosforylaci existuje primarni protilatka doporucena pro western blot, kde
lze mezi nespecifickym signalem detekovat tuto fosforylaci u parentdlnich RPEI bunck
po jejich ozateni. Podafilo se ndm tuto protilatku vyuZzit pro imunofluorescen¢ni mikroskopii,
jelikoZ po transientni transfekci poskytovala specificky signal u aktivni wild-type varianty
CHK2 oproti neaktivni kontrole, a proto jsme se ji rozhodli pouzit v nasi analyze jako dalsi

vystup.

Bunky RPE1-CHEK2-KO, rostouci na krycich sklickach, jsme transfekovali plazmidem
nesoucim jednotlivé studované varianty CHK2 kindzy, kontrolami byla wild-type kinaza,

zkracena a nefunk¢ni varianta c.1100delC a prazdny EGFP plazmid. Den po transfekci jsme
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buiiky fixovali 4% paraformaldehydem, permeabilizovali pouzitim 0,2% Triton X-100 v PBS
a blokovali v 3% BSA v PBS. Nésledné byla sklicka inkubovéana v primarni protilatce KAP1
pSer473 (BioLegend) nebo CHK2 pSer516 (Cell Signaling), poté se sekundarni protilatkou
Alexa568 a DAPI. Po omyti a ususeni byla sklicka pfipevnéna na podlozni sklicko za pouziti
Vectashield H-1000 a signal byl sniman pomoci mikroskopu ScanR (Olympus) objektivem
40%/1,3 NA. Mikroskopickd data byla vyhodnocena v programu ScanR Analysis Software
(Olympus). Schopnost jednotlivych variantnich kindz fosforylovat substrat Ser473 KAP1 nebo
se autofosforylovat (Ser516 CHK?2) jsme normalizovali k wild-type kindze CHK?2.
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6. Stolarova L, Kleiblova P, Janatova M, Soukupova J, Zemankova P, Macurek L, Kleibl
Z. CHEK2 Germline Variants in Cancer Predisposition: Stalemate Rather than
Checkmate. Cells. 2020 Dec 12;9(12):2675. doi: 10.3390/cells9122675. PMID:
33322746; PMCID: PMC7763663. IF = 4,366

4.2 Publikace bez IF slouzici jako podklad pro vypracovani disertacni prace

7. Soukupova J, Lhotova K, Zemankova P, Vocka M, Janatova M, Stolarova L, Borecka
M, Kleiblova P, Machackova E, Foretova L, Koudova M, Lhota F, Tavandzis S, Zikan
M, Stranecky V, Veseld K, Panczak A, Kotlas J, Kleibl Z. Contribution of Massive
Parallel Sequencing to Diagnosis of Hereditary Ovarian Cancer in the Czech

Republic. K/in Onkol. 2019 Summer;32(Supplementum?):72-78.

8. Kleiblova P, Stolarova L, Kiizova K, Lhota F, Hojny J, Zemankova P, Havranek O,
Vocka M, Cerna M, Lhotova K, Borecka M, Janatova M, Soukupova J, Seveik J,
Zimovjanova M, Kotlas J, Panczak A, Vesela K, Cervenkova J, Schneiderova M,
Burécziova M, Burdova K, Stranecky V, Foretovad L, Machackovéa E, Tavandzis S,
Kmoch S, Mactrek L, Kleibl Z. Germline CHEK2 Gene Mutations in Hereditary
Breast Cancer Predisposition - Mutation Types and their Biological and Clinical

Relevance. Klin Onkol. 2019 Summer;32(Supplementum?2):36-50.
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4.3 DalSi spoluautorské publikace vytvorené v prubéhu PgS

9. Aquino Perez C, Palek M, Stolarova L, von Morgen P, Macurek L. Phosphorylation
of PLK3 Is 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 BRCA1/BRCA2 Mutation Carriers Versus Non-Carriers. Cancers
(Basel). 2019 May 28;11(6):738. IF = 6,126
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5 Komentar k vybranym publikovanym pracim

5.1 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
pristup analyzy mutaci postupné po jednotlivych genech. Spektrum genti v prvnim pouzitém
sekvenacnim panelu bylo naddimenzované a obsahovalo mnoho gend bez moznosti klinické
interpretace (Lhota, Zemankova et al. 2016). Proto jsme se rozhodli vytvofit panel
CZECANCA cilici geny, které maji souvislost s nddorovymi syndromy, a ktery by byl
vyuzitelny pro klinickou diagnostiku nadorové predispozice. Paralelni zpracovani velkého
mnozstvi vzorkli umozni zrychleni laboratorni diagnostiky, arozsifeni panelu do dalSich
laboratoti piispé&je k unifikaci diagnostiky nadorové predispozice v CR. Pied uvedenim
do laboratorni praxe a klinické diagnostiky bylo nezbytné urcit senzitivitu, specifi¢nost
a pfesnost analyzy panelem CZECANCA - dikladné otestovat a demonstrovat robustnost
analyz v rdmci jednoho sekvenac¢niho béhu, mezi vice analyzami i pii zpracovani identickych
vzorkll v ramci jedné 1 mezi n¢kolika laboratofemi. Vyhodnoceni téchto parametrt bylo hlavni
naplni naseho sdéleni. Mym dominantnim podilem byla ptiprava vzorkd 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 nichz 137 obsahovalo
patogenni mutaci nebo kratkou deleci ¢i inzerci, 217 bylo testovano negativné a 35 vzorkl

obsahovalo dfive charakterizované intragenové piestavby.

Pro ptipravu knihovny vzorki byla pouzita DNA izolovéana z leukocytd periferni krve, ktera
byla nejprve fragmentovana na velikost pfiblizn€ 200 bp. V pfipravé knihoven jsme lepsi

uniformity doséhli fragmentaci ultrazvukem (ultrasonikdtor Covaris E220, Covaris Inc)
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ve srovnani s enzymatickym Stépenim fragmentazou (KAPA Biosystems, Roche; Obr. 4).

Dutivodem byla preferen¢ni fragmentace G/C-bohatych oblasti DNA.

A TC
GG 2 AC
CG 1.5 GC
cc ’x——-\ TA
0.5
T C cT 0 / ‘ T
CA \:// AA
TG AT
AG GA
G GT

Obr. 4 Mezilaboratorni porovnani relativniho zastoupeni (poméru) terminalnich 3’ nukleotidd (vlevo)
a dinukleotidti (vpravo) pii fragmentaci DNA ukazuje vyrovnané zastoupeni v laboratofich pouzivajicich
mechanickou fragmentaci DNA (modra a ¢ervena linka) a posun k vy$§imu zastoupeni C/G v porovnani s A/T
v laboratotich vyuzivajicich enzymovou fragmentaci.

Aby bylo mozné analyzovat paralelné vyssi pocet vzorkd dohromady, bylo nutné oznacit
fragmenty DNA od jednotlivych pacientii unikatnimi DNA identifikatory (tzv. barkddy)
pomoci ligaéni PCR (Ligation-Mediated PCR, LM PCR) v 35 cyklech. Pro inkubaci
s hybridiza¢nimi sondami pro nabohaceni cilovych sekvenci byly vzorky multiplexovany. Pro
sekvenovani jsme cilili na pokryti 100x. Findlni knihovna byla sekvenovéana systémem MiSeq

platformy Illumina.

Bioinformatické zpracovéni bylo provadéno naSimi bioinformatiky pomoci vefejné dostupnych
mapovacich (Novoalign) a anotatnich (ANNOVAR) programi v ucelené bioinformatické
kaskadé zahrnujici rekalibrace dat (GATK) a odstranéni PCR duplikati. Pfitomnost
identifikovanych variant byla kontrolovana v externich frekvenénich databazich a hodnocena
vybranymi predikénimi in silico programy. Pfitomnost intragenovych piestaveb (CNV) byla
zpracovana pomoci CNVkit (Obr. 5). Pro tuto analyzu je zasadni uniformita pokryti
sekvenovanych usekil. Pokryti jednotlivych vzork bylo vizualizovano programem R ve skriptu
Boudalyzer vytvofenym nasi bioinformatickou, coz umoziuje velmi rychlou kontrolu pokryti

jednotlivych vysetfovanych gentl (Obr. 6).
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Obr. 5. Vizualizace intragenovych ptestaveb v genech BRCAI, CHEK?2 a TP53 hodnocenych pomoci CNV
kitu.. Hodnota <-0.6 znamena ptitomnost delece, hodnota >0.5 znamena piitomnost duplikace. Jednotlivé
alterace jsou popsany pro znazornéné geny pod grafem a barevné odliseny.

Analyza prokéazala velmi dobré a homogenni pokryti vétSiny cilenych genti: vice nezZ 85 %
cilovych sekvenci pokryto 100, 98 % cilli bylo pokryto alesponi 50x a pouze 0,2 % cilové
oblasti byla pokryta méné nez 20x. Malo pokryté oblasti jsme pozorovali opakované u 12
stejnych gend, kdy se jednalo bud’to o absenci sond pro dany usek (z divodi vyskytu
pseudogenti ¢i repetitivnich oblasti), vysoké zastoupeni GC nukleotidi (nekvalitné pokryté

oblasti vykazovaly obsah GC ptes 76 %, zatimco primérny cil panelu mél 47 %).

ki nummulm.m

Obr. 6. 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 tiseckami)

33



Pro vyhodnoceni spravnosti analyzy jsme pouzili analyzu péti vzorkli od Coriell Institute for
Medical Research, pro které jsou dostupné BAM soubory ze sekvenovani na rGznych

sekvenacnich platformach a genotypy analyzovanych DNA standardii.

Valida¢nimi nastroji se ndm podafilo prokazat, ze analyza panelem CZECANCA je dostatecné
spolehliva, specifickd a senzitivni pro nasazeni do rutinni klinické praxe. Uniformita
laboratorni analyzy a nasledného bioinformatického zplsobu zpracovani v jednotlivych
centrech vyuzivajicich panel CZECANCA je dilezitym ptedpokladem pro tvorbu frekvencni

databaze hereditarnich variant u rizikovych pacientd.

Natéto studii jsem se podilela optimalizaci NGS analyz, ptfipravou vzorkd a tvorbou

sekvenacnich knihoven. Analyzovala jsem ziskané sekvenacni data a konfirmovala nalezy.
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5.2 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.

Pti ptipravé panelu CZECANCA jsme do cilové sekvence zahrnuli i promotorové oblasti
vybranych gent s vysokou penetranci, véetné genu BRCA I, ktery je dominantnim nddorovym
predispozi¢nim genem pro vznik dédicné formy karcinomu prsu v nasi populaci a BRCA2,
jehoz dédicné varianty jsou druhou nejcastéj$i pfi¢inou tohoto onemocnéni. Ve spojeni
s karcinomem prsu byly publikovany studie, které identifikovaly varianty majici vliv na funkci
promotoru a riziko onemocnéni se rovnalo variantam v kodujicich oblastech (Michailidou,
Lindstrom et al. 2017). V promotorové oblasti jsme nasledn¢ identifikovali fadu variant,
predevsim jednonukleotidovych zdmén, jejichz klinicky vyznam neni znam. Bez zjevného
klinického vyznamu jsou 1idelece v oblasti promotoru a prvnich nekodujicich exont

alternativnich transkripénich variant BRCA1 1A a 1B.

V ramci mezinarodni spoluprace s kolegy z konsorcia ENIGMA jsme se podileli na analyze
5’ nekodujici oblasti genit BRCAI a BRCA2 u vice nez 6000 pacientek s karcinomem prsu
v nizkém veku nebo s nddorovou anamnézou v roding, které nenesly mutaci v kodujici oblasti
téchto genl. V nasi laboratofi jsme panelem CZECANCA analyzovali t¢émét 3000 pacientek

a vice nez 300 kontrol, které tvotily podstatnou ¢ast hodnoceného souboru (Obr. 7).

Celkem bylo identifikovano 141 raritnich variant promotorli, 76 zcela nové. Kolegové
z konsorcia ENIGMA provedli sérii in silico analyz a prioritizovali 21 variant (9 variant
promotoru BRCAI a 12 variant promotoru BRCA2), které mohou mit vliv na regulaci
transkripce a asociaci s DNA-vazebnymi doménami transkripénich faktort, a tyto varianty byly

podrobeny dal§im analyzam.

Ctyfi varianty (BRCAI:c.-315del, BRCAI:c.-287C>T, BRCAI:c.-192T>C, a BRCA2:c.-
296C>T) vykazovaly pozménénou aktivitu promotoru v luciferdzové eseji v buitkach linii

MCF-7 a MDA-MB-231 oproti wild-type variantam. /n silico predik¢éni program tyto varianty
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lokalizovaly do mist vazby transkripcnich faktori, které se kvuli modifikaci konsensniho
vazebného mista mohou pfestat vazat. Vysledky retardacni analyzy (Electrophoretic Mobility
Shift Assay; EMSA) u tfi z téchto variant (BRCA:c.-315del, BRCAI: c.-287C>T,a BRCA2:c.-
296C>T), prokazaly vliv na vazbu transkripcniho faktoru NFYA na CCAAT-box v promotoru
BRCAI avazbu transkriptniho faktoru PAXS5 napromotor BRCA2. Nicmén¢, nasledné
genetické analyzy vyskytu téchto variant neprokazaly jejich zvySenou Cetnost u pacientek

s karcinomem prsu ve srovnani s kontrolami.

Location Institution Samples Gene region
Paris Institut Curie, Saint Cloud 686 cases BRCA1 5 'region, BRCA2 5'region
Milan IFOM, Fondazione Instituto FIRC di Oncologia 772 cases BRCA1 5'region
Molecolare 661 controls
Pisa Department of Translational Research and New 80 cases BRCA1 5'region, BRCAZ2 5'region
Technologies in Medicine, University of Pisa
Santiago de Fundacién Publica Galega de Medicina 270 cases BRCA1 5'region, BRCA2 5'region
Compostela Xenémica-SERGAS, Grupo de Medicina 130 controls
Xendémica-USC, CIBERER, IDIS
Copenhagen Center for Genomic Medicine 1157 cases BRCA1 5 'region, BRCAZ2 5'region
Ghent Center for Medical Genetics, Ghent University 357 cases BRCA1 5'region, BRCA2 5'region
Hospital
Barcelona Vall d'Hebron Institute of Oncology 192 cases BRCA1 5 'region, BRCA2 5'region
Prague CZECANCA - CZEch CAncer panel for Clinical 2961 cases BRCA1 5'region, BRCA2 5'region
Aplication, Institute of Biochemistry and 312 controls

Experimental Oncology

Maastricht Department of Clinical Genetics, Maastricht 900 cases BRCA2 5'region
University Medical Centre

Obr. 7. Ptehled vzorkl zafazenych do analyzy promotorovych variant gent BRCAI a BRCA2 ukazujici
ptispévek vzorkl z nasi laboratofe analyzovanych pomoci panelu CZECANCA.

Doporucené hodnoceni promotorovych variant dle konsorcia ENIGMA je kalibrovano
pro klasifikaci vysoce rizikovych variant zalozené na populacni frekvenci a klinickych datech.
Podle této klasifikace, nami identifikované varianty neptedstavuji pro nosi¢e vysoké riziko
vzniku karcinomu prsu. PiestoZe nami identifikované varianty se nefadi mezi vysoce rizikové
anebudou mit zdsadni klinicky vyznam ve smyslu zvySeného rizika vzniku nédorovych
onemocnéni charakterizujicich dédi¢né podminéné karcinomy prsu a/nebo ovaria, maji funkéni
vliv na regulaci genové exprese a pro zhodnoceni nizkého az stfedniho rizika jsou nutné dalsi

studie.

V této praci bylo mym podilem zpracovani vétSiny vzorkti NGS pacienti a kontrol.
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5.3 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 této studii jsme se zaméfili na systematicky popis dédi¢né nadorové predispozice u pacientek
s karcinomem ovaria v CR s charakterizaci predispozi¢nich gent, identifikaci rizikovych osob
a analyzou klinickopatologickych charakteristik. Pomoci sekvena¢niho panelu CZECANCA
analyzovali 1333 pacientek s karcinomem ovaria. Vyskyt germinalnich alteraci u pacientek byl

porovnavan s prevalenci téchto variant v souboru 2278 kontrol.

Primarn¢ jsme se zaméfili na hodnoceni 18 predispozi¢nich genli ke karcinomu prsu a ovaria
uvedenych v NCCN doporucenich, ktera jsou podkladem pro narodni doporuceni (Foretova,
Navratilova et al. 2019). V téchto genech jsme identifikovali 441 mutaci u 427/1333 (32 %)
pacientek a 58/2278 (2,5 %) kontrol (Obr. 8).

MSH6 - Gen Mutace (N)
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: s LIS — S 5o BRCA2 99
a N

Ngl 1 CHEK2 RAD51D 13

i ( RADS5IC 13

i it 5 BARD1 BRIP1 11

~ 7  BRCA2 3 MLHI 5

]! MSH2 3

@) 94 RADSIDY ~ Vste ;

[ ATM 1\ o,%; 13 e =

\ 6 BN

—8 BRCA1 RAD51C PALB2 8
ATM 7

229 , NBN B BARDI1 5

14 CHEK2 13

ay P53 3

- A CDH1 1

PTEN (1 ?

Nl A TP1531} BRIP1 PTEN 1

1% 10 NF1 0

Soucet 441

Obr. 8. U 427 nosici jsme identifikovali 441 mutaci v 18 znamych predispozi¢nich genech. Cervené znageny
jsou geny a pocty mutaci v genech, které v nasi studii vyznamné zvySovaly riziko karcinomu ovaria. Ttinact
nosicli mélo vice nez jednu mutaci.
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CNV analyzy u téchto 18 genii odhalily ptfitomnost 37 velkych intragenovych piestaveb
u37/1333 (2,8 %) pacientek, coz predstavuje 8,4 % (37/441) vSech identifikovanych
patogennich variant. Pfestavby byly zaznamenany u sedmi genii — 23 ptestaveb v BRCAI,
¢tyti v BRIPI, ¢tyti v CHEK?2, dvé v MLHI, dvé v STK11, jedna v PALB2 ajedna v CDH].
V souboru kontrol byla nalezena pouze jedna duplikace celého genu MSHG6, ktera je

klasifikovana jako VUS.

Nejvyssi frekvenci dédicnych mutaci jsme nasli u pacientek, které byly diagnostikovany
ve veku 40-49 a 50-59 (37,4 % a 40,7 %), naopak nejnizsi u nejmladSich s vékem do 30 let
(8,3 %). Za zajimavé a klinicky vyznamné zjiSténi povazujeme, ze BRCA1/2 mutace byly
vyznamné CastéjSi u starSich pacientek nad 70 let nez u pacientek mladsich 30 let (Obr. 9).

Frekvence mutaci v ostatnich genech byla v téchto vékovych skupinach podobna (4,8 % oproti

v

Obr. 9. Zastoupeni nosicl
identifikovanych mutaci
v jednotlivych vekovych
kategoriich. Mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCA1/2
byly vyznamné vice zastoupeny
upacientek nad 70 let neZ
u pacientek mladsich 30 let

30-39 40-49 50-59 60-69

BRCA1 wBRCA2 wmRADS51C, RAD51D, BRIP1 wm BARD1+ NBN  Lynch (MLH1, MSH2, MSH6)

U pacientek s pozitivni rodinnou anamnézou karcinomu ovaria byla frekvence mutaci nejvyssi
(49,1 %; 57/116), v ptipadé diagnézy deédiéného karcinomu prsu a ovaria 41 % a u pacientek
s ptibuznymi s nddorovymi onemocnéni v rodiné 29,4 %. Proporce mutaci v BRCAI se
v uvedenych skupinach postupné snizovala. Nicméné, u 587 pacientek bez pozitivni rodinné

anamnézy jsme identifikovali 120 (20,4 %) nosict patogennich mutaci.

Mutace v genech BRCAI1/2, RAD51C/D, BARDI a geny mismatch opravnych mechanismil

zvySovaly riziko vzniku karcinomu ovaria vyznamné (OR>5). Mutace v BRCA 1/2 genech byly
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identifikovany u 84 % nosicli mutaci a byly nejcastéj$i alteraci u 17,9 % a 7,4 % pacientek.
Mutace v dalSich z hlavnich predispozi¢nich gent, ptedevsim RADS51C/RADS51D/BRIPI1, jsme
nalezli u ptiblizné 5 % pacientek. Zvysené riziko karcinomu ovaria jsme pozorovali u nosic¢t
varinat v NBN a BARD1, naopak mutace v ATM a PALB2 v naSem souboru riziko vyznamné¢
nezvysSovaly. Oproti naSim ptedeSlym poznatkiim jsme nezaznamenali vyznamny rozdil
vrozlozeni variant CHEK2 upacientek akontrol. Mutace v nékterych z hlavnich
predispozi¢nich gentl jsou velmi raritni (S7K 11, PTEN) a pro pfesné zhodnoceni rizika bychom

potiebovali vétsi studovany soubor.

Vysledky nasi analyzy umoznily zhodnotit spektrum dédi¢nych alteraci podminujicich vznik
dédi¢nych karinomt ovaria. Potvrdily, ze dédicnéd forma vzniké u téméf tietiny pacientek, coz
jasné 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. Analyza nadorové predispozice u této skupiny nemocnych v soucasné

dobé probihd na trovni celogenomového, exomového a transkriptomového sekvenovani.

Mym podilem na této publikaci byla pfiprava sekvenacnich knihoven, analyza sekvenacnich

behi, konfirmace nélezt a ptiprava manuskriptu.
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5.4 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.

V analyze 264 rizikovych pacientii jsme provedli analyzu dédi¢nych variant predisponujicich

N 24

dédiéna podstata nebyla doposud v CR systematicky studovéna.

Produkty gend, jejichz mutace souviseji s familiarnim malignim melanomem, se ucastni
n¢kolika molekuldrnich drah — regulace bunééného cyklu, pigmentace, DNA oprav a udrzovani
délky telomer. Hlavnim predispozi¢nim vysokopenetrantnim genem pro vznik melanomu je
CDKN2A4 kédujici cyklin-dependentni kindzovy inhibitor p16™X* a pozitivni regulator p53
pl14°RE. Mutace v CDKN2A v rodinich s malignim melanomem zvysuje celoZivotni riziko
vzniku nadoru pankreatu, a je odhadovano na 11 - 17 % (Lindor, McMaster et al. 2008).

Varianty v CDKN2A4 mirné zvysuji riziko rozvoje melanomu i u obecné populace.

Pro nas$i analyzu jsme vytvofili sekvenaéni panel CZMELAC cilici 217 geni, pficemZ osm
z nich jsou vysoce az stiedné rizikové predispozi¢ni geny pro vznik melanomu, 26 nizko
rizikovych a déale pak 37 gent, které predisponuji k jinému néddorovému onemocnéni a 146
genl spojenych s melanomem, ale s nezndmym vlivem na hereditarni slozku onemocnéni
(Tab. 1). Geny byly vybrany na zéklad¢ studia praci souvisejicich s analyzou hereditarnich
faktorti maligniho melanomu s riznou mirou penetrance, vcetné populacnich (genom-wide;

GWAS) studii. Dal§im zdrojem kandidatnich genii byla databaze Phenopedia.

Analyzu jsme provedli pfedev§im u vysoce rizikovych pacientd s diagnézou maligniho
melanomu, coz zahrnovalo nemocné s ¢asnym nastupem onemocnéni (do 25 let), pacienty
s mnohocetnym melanomem, pacienty s multiplicitou melanomu a dalS§iho nadorovéeho

onemocnéni.

Analyza pomoci NGS byla provedena podobné jako tomu bylo u panelu CZECANCA, protoze
cilové sekvence obou paneli byly velikostné srovnatelné. Analyza sekvenacnich dat byla
provedena naSim bioinformatikem, Mgr. Petrou Zemankovou, Ph.D., analyza CNV

Mgr. Sandrou Jelinkovou.
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Patogenni ¢i pravdépodobné patogenni (class 4/5) varianty jsme identifikovali u 31/264
(11,7 %) pacientl s melanomem (u 35/1479, tj. 2,3 % kontrol), ve vysoce az sttedné rizikovych
genech u deviti (3,4 %) pacientl a u 22 pacientt (8,3 %) v genech predisponujicim k jinym
nadorovym onemocnénim. Dle pfedpokladu, ve skupin€ vysoce az stfedné rizikovych genii
byly nejcastéji zastoupeny mutace v genu CDKN2A a to u Sesti pacientii. Dle databaze ClinVar
se jednalo o patogenni varianty — dvé missense varianty (p.R24P a p.R112G), dvé posunové
mutace (p.G6Qfs*7 a p.Y129H{fs*11), in-frame delece zkracujici C-koncovou ¢ast proteinu
(p.L32 L37del) a varianta ovlivilujici sestfih (r.384 457del74). Vsichni tito pacienti méli
v rodin¢ ptibuzného s nadorovym onemocnénim, z ¢ehoz v péti ptipadech se jednalo o alespon

jednoho ptibuzného s melanomem.

vysoce aZ stfedné rizikové ACD, BAP1, CDK4, CDKN2A, MITF, POT1, TERF2IP, TERT
predispozi¢ni geny

AGR3, ARNT, ASIP, CASP8, CCND1, CDKN2B, CLPTMIL, FTO,
HERC2, IRF4, MCIR, MGMT, MTAP, MX2, OBFCI, OCA2,
PARPI, PLA2G6, SETDBI, SLC24A44, SLC45A42, TERF1, TERF?2,
TINF2, TYR, TYRPI

APC, ATM, BARDI, BMPRIA, BRCAI, BRCA2, BRIP1, CDHI,

nizko rizikové predispozi¢ni geny

geny predisponujici k nadorovym FH, CHEK?2, KIT, MET, MSH2, MSH3, MSH6, NBN, NF1, NF2,

onemocnénim bez zndmého vlivu na PALB2, PMS2, POLDI, POLE, PTEN, RAD51C, RAD51D, RBI,

rozvoj melanomu RET, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD4, STK11, TP53, VHL,
WRN, WT1I

AURKA, BBC3, BLM, BRAF, BRMSI1, CASP10, CBL, CCAR?2,
CCNH, CDK10, CDK7, CDKNIA, CDKNIB, CDKNIC, CEBPA,
COX84, CTLA4, CTNNBI, CYPIIAl, CYP1741, CYPI194l,
CYPIAl, CYPIA2, CYP3A5, DAB2IP, DCAF4, DDBI1, DDB?2,
EDNRB, EGF, EGFR, EIFIAX, EPCAM, ERBB2, ERBBY,
ERCCI, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERCCS,
EXOC2, EZH2, FANCC, FANCL, FANCM, FAS, FASLG, FGFR2,
FGFR4, FLCN, FLTI, FOXP3, GATA2, GATA4, GC, GNAIlI,
GNAQ, GPC3, GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1, H2AFY, HRAS,

geny spojené s melanomem IDHI, IDH2, IFIHI, IFNAI, IFNG, IL10, IL2RA, IL4, IL6, ILS,

bez znamého vlivu dédi¢nosti ING4, KAT6A, KIAA1967, KMT24, KRAS, LRIGI, MAP2KI,
MDM?2, MLHI, MLH3, MMPI, MMP3, MUTYH, MYH7B,
NCOA6, NFKBI, NFKBIE, NOD2, NOTCH3, NRAS, PAXS,
PDGFRA, PIGU, PIK3CA, PIK3RI, PIK3R4, PMAIPI, PMSI,
POLH, POMC, PPMID, PPP6C, PRFI, PTGS2, PTCHI,
PTPNI1, PTPN22, RACI, RAD23A, RAD23B, RASEF, RECQL,
RECQL4, RHOBTB2, RUNXI, SBDS, SF3BI, SH2B3, SLX4,
SMARCBI, SNX31, STAG2, STK19, SUZI2 , TACCI, TERC,
TLR3, TRPMI, TSC1, TSC2, VDR, XAB2, XPA, XPC, XRCClI,
XRCC3, ZNF365

Tab. 1. Seznam genli obsazenych v sekvenacnim panelu CZMELAC (Czech MELAnoma panel for Cancer

predisposition) navrzeném pomoci programu NimbleDesign (Roche). Primérnim cilem byly vSechny kodujici

exony véetné 10 pfilehlych intronovych bazi, finalni velikost cile byla 563 471 bp.

Dal$im ze skupiny klinicky vyznamnych gent je POTI (Protection of Telomere 1), jehoz
proteinovy produkt se podili na kontrole délky telomer (Loayza and De Lange 2003, Kibe,

Zimmermann et al. 2016). Protein POT1 rozpoznava a interaguje s jednofetézcovymi useky
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repetitivnich sekvenci telomer 5‘-TTAGGG-3°. POT1 rovnéz interaguje prostiednictvim TPP1
s proteiny TRF1 a TRF2, kter¢ jsou soucasti shelterinového komplexu slouziciho jako ochranna
vrstva telomerickych oblasti (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. Tato varianta byla
jiz dfive spojena s nadorovym onemocnénim (Calvete, Garcia-Pavia et al. 2017). Vlastni
funké&ni charakterizaci provedla Ing. Radka Storchova v laboratofi §kolitele konzultanta (UMG
AVCR). Zda je variantni protein POT1 P116L schopen interagovat s TPP1 jsme analyzovali
pomoci imunoprecipitace. Bunky HEK293 byly kotransfekovany plazmidem nesoucim FLAG-
TPP1 a bud'to EGFP-POT1 wild-type nebo EGFP-POT1-P116L, jako negativni kontrola bylo
pouzito EGFP. Bunéc¢né extrakty pak byly inkubovany s GFP-Trap kulickami (Chromotek),
navdzané proteiny poté byly eluovany a analyzovany western blotem (Obr. 10). Nadto jsme
zjiStovali, zda varianta ovliviluje vazbu na telomerickou ssDNA. Opé&t jsme pouzili bunéénou
linii HEK293, kterou jsme transfekovali EGFP, EGFP-POT1 wild-type nebo EGFP-POT]1-
P116L, nasledn¢ jsme bunécné extrakty inkubovali s biotinylovanou telomerickou DNA (ssG
a tel5) nebo kontrolni DNA (ssC) a nakonec byly ptidany streptavidinové kulicky. Navazané
proteiny byly analyzovany pomoci western blotu (Obr 10).

Obr. 10. Funkéni analyza p.P116L POTI.
Schopnost vazby TPP1 je zachovédna (vlevo)
naopak p.P116L nevaze telomerickou ssDNA
(vpravo).
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Vysledky funkéni analyzy prokazaly, Ze variantni protein p.P116L je schopen normalné
interagovat s TPP1 avSak nerozpoznava ssDNA, stejné jako diive charakterizovana sousedni
varianta p.R117C (Calvete, Martinez et al. 2015). Na zéklad¢€ provedenych funk¢nich analyz se

domnivame, ze varianta p.P116L je pravdépodobné patogenni missense varianta (class 4).

V ramci vySetfeni pacientli 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
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(p.T133A a p.Y297D), které jsme doposud u pacientdi z CR nezaznamenali, jsme podrobili
funk¢ni analyze v bunééném modelu s deleci endogennich wild-type alel CHEK?2, ktera je
detailné popséana v nasledujicim (le¢ ¢asové predchéazejicim) clanku. V porovnani s wild-type
formou proteinu nevykazovaly nové varianty p.T133A ani p.Y297D snizenou katalytickou
aktivitu (Obr. 11) a tudiz jsme je nepovazovali za patogenni varianty zvysujici riziko vzniku

melanomu.

Obr. 11. Vysledky funkéni analyzy variant
CHK2. Aktivita variantnich kindz CHK2 vuci
substratu S473 KAP1 v systému transientni
transfekce bunécné linie RPE1-CHEK2-KO.
Hodnoceni aktivity variant v porovnani s wild-
type kinazou (WT; 100%) a nefunkéni trunkaéni
variantou c¢.1100delC. Prazdny vektor EGFP
a netransfekované buiky NT jsou technické
negativni kontroly.

T133A | Y297D

Vysledky nasi analyzy ukézaly, ze pfitomnost mutaci ve vysoce-sttedné 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).

Vznik melanomu je zna¢n€ ovlivnén jinymi nez hereditarnimi faktory jako je senzitivita kiize
k vystaveni UV zafeni, solarni poSkozeni kize v nizkém vé&ku a pfitomnost matetskych
znamének. V této praci jsme se vSak zaméfili na podil hereditarni slozky na vzniku
onemocnéni, a snazili se zmapovat vyskyt zarodeénych varinat predisponujicich pro vznik
melanomu u pacientdl v ramci populace CR. Z nagich vysledkd vyplyva, Ze melanomové
predispozi¢ni geny by mély byt soucasti paneltt NGS pro paralelni vyySeteni hereditarnich
predispozic pro rizna nddorova onemocnéni pro pomoc identifikace vysoce rizikovych jedincti

s melanomem.

Mym podilem na této praci byla ptiprava panelu CZMELAC, vybér casti analyzovanych
pacienttl, jejich NGS analyza, konfirmace identifikovanych alteraci a CNV a funk¢ni analyza

variant CHEK?2 a ptiprava manuskriptu.
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5.5 Publikace 5: Identification of deleterious germline CHEK2 mutations and

their association with breast and ovarian cancer.

Kleiblova P*, Stolarova 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

Dé&di¢né patogenni mutace postihuji u pacientek s karcinomem prsu a ovaria nejcastéji geny
BRCAI a BRCA2. Ttetim nejcastéji mutovanym genem, piedevsim u pacientek s karcinomem

prsu pochazejicich z germanskych a slovanskych populaci Evropy, je v§ak gen CHEK?.

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
populacni rozdily v zastoupeni vyskytu variant genu CHEK?2 znemoziiuji pouziti frekvence
vyskytu v kontrolnich souborech uvedenych ve vefejné dostupnych databazich. Nerespektovani
populacnich specifik znacné zkresluje vypocet relativniho rizika vzniku studovanych nadort

pro nosi¢e mutaci v genu CHEK?.

K vysetfeni jsme pouZili panel CZECANCA, avSak jeho plivodni verze nezahrnovala sondy pro
selektivni nabohaceni exont 11 — 14. Jejich sekvence je v lidském genomu ptitomna nékolikrat
ve formé pseudogenti s velmi malym rozdilem v primarni sekvenci od genu CHEK?. Tato ¢ast
genu se tedy musela vySetfovat dodatecné pomoci teplotné-denaturacni analyzy (HRM)

a nasledného sekvenovani vzorki s aberantnim profilem tani.

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

variant VUS se srovnatelnou frekvenci u pacienti a kontrol - 88 pacientl (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 telomerdzy (linie hTERT-RPE1). V téchto buikidch jsme piistupem
CRISPR/Cas9 vytvorili knockout genu CHEK?2. Do vyslednych bun€k RPE1-CHEK2-KO jsme
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nasledné transientné 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 KAP1, coz jsme detekovali imunofluorescenéné pomoci ScanR mikroskopu.

Experimentaln¢ jsme ovéfili, ze linie RPEI-CHEK2-KO bunék je vhodnym modelovym
systémem. Potvrdili jsme, ze oba nami vytvoiené klony RPE1-CHEK2-KO se v odpovédi
na ionizacni zaieni chovaji stejné jako parentalni RPE1 s depleci CHK2 za vyuziti siRNA
(Obr. 12). V depletovanych bunkach nedochazi k fosforylaci Ser473 KAPI, zatimco

fosforylace Ser824, kterd neni na CHK2 zavisla, ztistava ve vSech buitkach nezménéna.

© @v @\ Obr. 12. Srovnani parentalnich RPEl bunék

& & QQ“ ; & se dvéma vytvofenymi klony RPE1-CHEK2-KO

2 & <« < bunék vreakci naionizaéni zafeni. Parentalni
h post IR (3 Gy)

RPE1 buiky byly budto netransfekovany nebo

|--— e ——— | CHK2 transfekovany siRNA proti CHEK2 nebo kontrolni

siRNA, spolu s RPE1-CHEK2-KO klonem 1 a 2

byly bunky ozafeny 3 Gy a sklizeny po1 a 4 h.

I - - o — -— IKAP1—p5824 Detekce specifického signalu fosforylace KAP1
byla vyhodnocena pomoci western blotu.

| - e —_—— | KAP1-pS473

|-‘~--h—-----n-———-‘ | total KAP1

|"""-_-._-—--.—-——.———'-'| actin

Taktéz jsme zjistovali, jak velky signal pSerd73 vyvolaji rizné typy poskozeni zpusobujici
dvoufetézcové zlomy (Obr. 13), a zda by v nékterém piipadu v RPE1-CHEK2-KO buiikach
nemohlo dochazet k zastoupeni aktivity chybéjici CHK2 jinou kinazou. V parentalnich RPEI
bylo patrné, ze ve vSech piipadech dochézi k aktivaci CHK2 (pThr68), nejsilnéjsi odpoved’
vyvolal v bunkéch etoposid (dle pS824 KAP1), ale ani po ném ani po ionizaénim zatfeni nebo
neokarcinostatinu nedoSlo k fosforylaci Ser473 v RPE1-CHEK2-KO buikach oproti
parentalnim. Mohli jsme tedy uvazovat, Ze fosforylace Ser473 KAP1 je za téchto podminek

plné zavisla na aktivit¢ CHK2.

Obr. 13. Reakce parentalnich RPE1 a bun¢k
RPE1-CHEK?2-KO na ionizacni zafeni (3 Gy),
neokarcinostatin (10 nM) a etoposid (5 uM)
ve srovnani s neoSetfenymi buitkami po 4 h.
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Mnohonasobné vyssi exprese pii transientni transfekci v porovnani s endogennim CHK?2 je

plné€ dostacujici pro aktivaci kindzové aktivity a dals§i poskozeni v podobé ioniza¢niho zafeni
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nevyvola ubunék transfekovanych EGFP-CHEK2-WT vyss§i signal pSerd73 KAPI1

V porovndni s neozarenymi.

Tento systém jsme doplnili o podplrnou 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 kinazovém
pufru. Fosforylace Ser473 KAP1 byla detekovana pomoci western blotu (Obr. 14).
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Obr. 14. Schopnost purifikovanych variantnich kinaz fosforylovat substrat Ser473 KAP1 in vitro. Kontrola
pritomnosti a mnozstvi proteinu CHK2 v prvnim fadku (zkracena varianta c.1100delC migruje nize), ve druhém
fadku GST-KAP1 substrat (barveni ponceau). Signal pSerd73 KAP1 pfii kratké a dlouhé expozici.

Analyzy byly nadto obohaceny o vysledky experimentii komeré¢né dostupné in vitro kinazové
analyzy Omnia kinase assay (Life Technologies) v bakterialnich lyzatech, jejiz metodiku jsem

Jiz zpracovala v ramci své diplomové prace. (Obr. 15)
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Obr. 15. Vysledky funkéni kinazové analyzy in vitro provedené komercné dostupnou Omnia kinazovou eseji.
Studovana byla aktivita variantnich kindz vuci arteficielnimu substratu s navazanym fluoroforem.
Normalizovano k aktivité wild-type proteinu CHK2 (100 %).

v

Nejvyssi vahu vysledku jsme uvazovali v piipadé analyzy v RPEI-CHEK2-KO buikach,

kterou povazujeme za nejvice vypovidajici, jelikoz jsou v nenadorové bunécné linii zachovany
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fyziologické bunécné procesy a jsou pritomni interak¢ni partneti kinazy CHK2 dleziti pro jeji
funkeci a aktivaci. Timto pfistupem jsme byli schopni rozlisit aktivitu variant do tii skupin —

nefunk¢ni, snizend aktivita a plné zachovana aktivita (Obr. 16).
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Obr. 16. Vysledna aktivita identifikovanych variant v analyze fosforylace endogenniho substratu S473 KAP1
v RPE1-CHEK?2-KO bunkach. 100% aktivity znazoriiuje wild-type CHK?2.

Takto jsme klasifikovali 11 variant u 15 (0,78 %) pacientd a 6 (0,18 %) kontrol jako varianty
funk¢né patogenni. Frekvence variant s plné zachovanou a ¢aste¢n¢ snizenou aktivitou se mezi

skupinami pacientd a kontrol vyznamné nelisily.

Nosicstvi hereditarnich mutaci v genu CHEK?2 je v ptipadé trunkacnich mutaci klinicky
vyznamné pro vznik a rozvoj karcinomu prsu u zen i muzi. Pro urCeni vlivu a asociace
s karcinomem ovaria budou nutné dalsi studie na vétS§im souboru. Podafilo se ndm zavést
metodu analyzy VUS CHEK?2 diky, které jsme prokazali, ze funkéné patogenni missense

varianty jsou vice zastoupeny u pacientu.

Mym podilem na publikaci byl vybér a pfiprava vzorki, NGS analyzy, identifikace variant
a jejich konfirmace, HRM analyzy exonii 11-14 CHEK?2 nepokrytych v panelu CZECANCA
verze 1.0. V ramci funk¢nich analyz jsem pfipravila vSechny pouZité konstrukty plazmida
a provedla funkéni charakterizaci variant in vitro, charakterizovala jsem vytvofeny modelovy
systtm bunck RPEI-CHEK2-KO aspolu sMgr. Katefinou KiiZovou jsem zavedla
imunofluorescencni analyzu studovanych missense variant. Podilela jsem se na pfipravé

manuskriptu.
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5.6 Publikace 6: CHEK?2 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 shrnuli soucasné znalosti o vyznamu genu CHEK?2 a jeho
proteinovém produktu, kindze CHK2, v perspektivé predispozice ke vzniku nadorovych
onemocnéni. Zabyvali jsme se predevsim vyskytem dédicnych alteraci genu CHEK?2 v riznych

populacich a u pacientl s riznymi onkologickymi diagndzami.

Zarode¢né mutace v CHEK?2 byly zpocatku spojovany s Li-Fraumeni syndromem (LFS; bez
vyskytu patogennich mutaci genu 7P53) a karcinomem prsu. Nasledujici studie sice prokazaly,
ze spojeni s LFS neni pravdépodobné kauzalni, avSak identifikovaly nosi¢e dédicnych variant
CHEK?2 v souvislosti s fadou jinych nddorovych onemocnéni. Znaénou komplikaci interpretace
nalezl dédi¢nych variant genu CHEK? je vyznamnd populacni promeénlivost jejich vyskytu

a znacn¢ odlisné populacné-specifické prevalence.

Nejcastéji analyzovanymi dédi¢nymi variantami genu CHEK2 byla posunova mutace
c.1100delC, ktera se nejvice vyskytuje v germanskych populacich zdpadni Evropy a missense
varianta ¢.470C>T (p.I157T), nejcastéji se vyskytujici ve slovanskych populacich, véetné
populace nasi. S ohledem na zna¢nou populaéni frekvenci, kterd u nas piesahuje 2% u osob
kontrolniho souboru lze prakticky vyloucit, Ze by varianta p.I157T znamenala klinicky
zdvaznou variantu vyznamn¢ ovliviwyjici riziko vzniku nadorového onemocnéni
u heterozygotnich nosi¢li. Nicméné, i vysledky nasi funkéni analyzy (Publikace 5) prokazaly,
7e homozygotni vyskyt této varianty (u cca 1:2500 osob) mlze znamenat stfedni riziko pro
vznik karcinomu prsu u nosi¢ek a dalSich nadorovych onemocnéni u nosic¢t varianty bez ohledu

na pohlavi.

ProtoZze dédicné varianty genu CHEK?2 byly nalezeny u riiznych souborti pacientl 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 zdrodecnych alteraci, piedevsim v béloSskych populacich.
S nastupem NGS se spektrum identifikovanych variant zna¢né rozrostlo, predev§im o vzacné

missense varianty nejasného vyznamu se znaéné variabilni popula¢ni prevalenci.
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V publikaci jsme zhodnotili klinicky vyznam hereditarnich mutaci CHEK2 u pacientek
s karcinomem prsu, pacientll s karcinomem prostaty, nemocnych s nadory ledvin, papilarnim

karcinomem §titné zlazy a kolorektalnim karcinomem v riznych populacich.

Vysledky dosavadnich analyz ukazuji, ze pro klinicky hodnovérné zhodnoceni rizika spojeného
s nosi¢stvim dédicnych 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 soubor mnohonarodnich
populacnich kontrol je s ohledem na vysokou popula¢ni variabilitu spektra variant v CHEK?2

nepfesné. Dalsim problémem, ktery ¢eka na feSeni, je klinické hodnoceni CHEK?2 VUS.

Mym podilem na této publikaci byla literarni reSerSe, pfiprava podkladi, piiprava ¢asti
shrnujicich strukturu genu a proteinu, funkéni charakteristiky CHK2 kinazy, pfiprava

obrazovych podkladii a psani manuskriptu.
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6 Diskuze

Nadorova onemocnéni predstavuji v soucasné dob¢ druhou nejcastéjsi pricinu Umrti
ve vyspélych zemich. Ackoliv vétSina nemocnych s onkologickymi diagndézami vyvine
sporadickou formu nadord, pacienti s dédiénymi nadorovymi onemocnénimi tvofi malou,
ale klinicky vyznamnou skupinu nemocnych. Vyznam ptesahujici numericky podil 5-10%
vyplyva ptredevsim ze skutecnosti, Ze vznik onkologického onemocnéni u nosicli patogennich
mutaci je vyrazné 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
piiznaky muze zaménit za neonkologickou diagnozu. 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 nadorové predispozice je
proto jednou z dulezitych strategii prevence vzniku nddorovych onemocnéni, jejichz incidence

v populaci neustéle stoupa.

Zavedeni NGS do klinické diagnostiky v predchozim desetileti znamenalo vyznamnou zménu
umoziujici rychle a spolehlivé analyzovat rozsdhlé sety — panely — predispozi¢nich gent.
Pfistup k panelovému sekvenovani se vSak li§i v jednotlivych zemich v dasledku
ekonomickych, zdravotnickych, i1 pravnich zvyklosti. Zatimco na severoamerickém kontinentu
je zvykem pouZzivat malé, nddorové specifické panely, Evropa dava Casto prednost rozsahlejSim
multinadorovym panelim (Soukupova 2016). Malé panely maji vyhodu v rychlé a méné
komplikované interpretaci nachdzenych variant, velké panely v univerzalnosti pouZiti napii¢
Sirokym spektrem nadorovych onemocnéni. Technickd ptiprava pro oba postupy je obdobna
alisi se pouze v detailech danych rtznymi protokoly vyrobct sekvena¢nich knihoven
a obohacujicich prob. Po technické strance je analyza germindlniho genomu nejjednodussi
NGS analyzou nukleovych kyselin s mnohem niZ§i naroc¢nosti neZ analyza epigenomi,
transkriptomu, ¢i somatickych genetickych variant. Pomineme-li vzacné pfipady
postzygotického mozaicismu, pro vyhodnoceni pfitomnosti heterozygotnich variant postacuje
pokryti cilové oblasti minimalné 20 ¢tenimi (ready — 20x), optimalné 35x (Sims, Sudbery et al.

2014).

Pti ptechodu z postupnych analyz jednotlivych genti k analyze pomoci NGS v nasi laboratoii
jsme se rozhodli pro panel, ktery by umoznoval identifikaci nddorové predispozice u vSech
nejcastéji analyzovanych onkologickych pacienti. Zvolili jsme format panelu s planovanymi

226 geny, kde se nam v prvnich verzich podatilo z divodu neunikétnich nebo komplikovanych

50



(GC-rich) oblasti pokryt 219 cilovych genli (Soukupova, Zemankova et al. 2016). V dalSich
fazich, se zlepSovanim optimalizacni strategie pro pfipravu sond, jsme doséhli pIného pokryti
226 geni. Pfed klinickym nasazenim bylo nutné panel dikladné otestovat a urcit jeho
kvalitativni a kvantitativni parametry (Soukupova, Zemankova et al. 2018). Robustnost
piistupu umoznila nabidnout pouZiti panelu i ostatnim diagnostickym centram v CR, ktera se
spole¢né¢ podileji na vzniku populacni databaze a klinické interpretaci nalezenych variant.
V posledni verzi (5.0 z roku 2020) databdze obsahuje genotypy a fenotypova data od 10 480
pacientl analyzovanych panelem CZECANCA.

S klesajicimi naklady a rostoucim potencidlem NGS se postupné rozvijeji vahy o vyznamu
populaéniho screeningu (Guzauskas, Garbett et al. 2020). Na nakladové hodnoceni v CR si viak

budeme muset jeste pockat.

Snizovani nékladi na NGS umoznuje uvazovat o sekvenovani exomii ¢i genomu
u analyzovanych pacienti. Vyhodou tohoto pfistupu by byla univerzalnost pouziti jednotné
technologie pro analyzu genomi bez ohledu na studované onemocnéni. Genomy ¢i exomy by
pro tfadu situaci, véetné nadorové predispozice, nebyly analyzovany celé, ale ve formé
,virtudlnich* panelti zacilenych na analyzu vybranych gend se znamou souvislosti s pfislusSnym
onemocnénim. Vyhodou virtudlnich panelli je omezeni interpretacni nejistoty u varianty
nejasného vyznamu, které jsou nejveétsi komplikaci klinické interpretace analyz germinalni
genetické informace. Klinicky obtizné VUS tvoii pfevazné missense varianty, které se podileji
znacnym poctem na mnozstvi v§ech identifikovanych variant (Young, Feng et al. 2016). Jejich
mnoZzstvi roste umérné s délkou vysetfované cilové sekvence DNA. V porovnani s klinickym
exomem (~40 Mb) odhaluje panel CZECANCA (~0.6 Mb) piiblizné 60-krét nizsi pocet VUS
variant. Tyto varianty tvofi zdsadni diagnostické rozpaky piedevsim v situaci, kdy se nachazeji
v genech se zndmymi patogennimi variantami souvisejicimi s onemocnénim, obzvlasté

u pacientd s vyraznym fenotypem a nepfitomnosti jasné patogennich mutaci.

Hodnoceni a klinicka interpretace VUS variant je obtiznd Casové i1 metodicky. S ohledem
na jejich raritni vyskyt vyzaduji genetické pfistupy, hodnotici frekvenci VUS v populacich
pacientii a kontrol ¢i jejich segregaci v rodinach nosicli, mezinarodni spolupraci, napf.
konsorcium ENIGMA (Spurdle, Healey et al. 2012). Nastroje in silico predikénich algoritmt
se sice postupné zlepsuji, ale jejich vyznam spociva predevsim v piipadné prioritizaci variant
pro dalsi analyzy. K hodnoceni klinického vyznamu jednotlivych VUS nejsou vhodné. Velmi

spolehlivé, ale rovnéZ ¢asove a metodicky nejnarocnéjsi, jsou funkéni analyzy.
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V naSem souboru pacientl s hereditarnimi nadorovymi 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 funk¢ni analyze sekvencnich variant CHEK? nebyla do této doby tadné uspokojena,
rozhodli jsme se tohoto ukolu zhostit v nasi laboratofi. /n silico predik¢ni programy se
v hodnoceni funkéniho vyznamu missense variant mnohdy lisi, pracuji vétSinou na zakladé
evoluéni konzervativnosti aminokyselinovych zbytkGi v jednotlivych pozicich, jejich
chemickych vlastnosti ¢i kombinaci pfistupti. Témeét celd kodujici sekvence CHEK?2 tvofi
funk¢éni proteinové domény, mnoho nalezenych variant tedy zasahuje vyznamné
aminokyselinové zbytky a je tézké predem urcit jejich biologicky dopad. Nejvice vypovidajici
jsou proto prace experimentalné charakterizujici vliv jednotlivych sekvencnich variant

na funkeci proteinu.

Ovlivnéna muze byt stabilita variantniho proteinu, schopnost dimerizace ¢i lokalizace.
Experimenty v systému in vitro (Bell, Kim et al. 2007, Manoukian, Peissel et al. 2011)
¢i modely vyuzivajici bakteridlni systém (Desrichard, Bidet et al. 2011) mohou ve svém
nastaveni opomijet nepfitomnost signdlnich drah a nadfazenych elementi dilezitych pro
aktivaci kindzy CHK2, které jsou pfitomny ve vysSSich systémech. Jiné skupiny vyuzily
kvasinkového modelu (Shaag, Walsh et al. 2005, Tischkowitz, Yilmaz et al. 2008, Roeb,
Higgins et al. 2012, Delimitsou, Fostira et al. 2019), ve kterém se uz endogenn¢ homology
CHK2 vyskytuji. Za nejpresnéjsi se samoziejme povazuji lidské bunééné linie jako klinicky

nejrelevantnéjs$i model (Kleiblova, Stolarova et al. 2019).

Ve své predchazejici diplomové praci jsem pro funkéni charakterizaci identifikovanych variant
CHK2 vyuzila komer¢ni in vitro kindzovou analyzu, kterd hodnotila enzymatickou aktivitu viici
syntetickému substratu v celkovém bakterialnim lyzatu (Desrichard, Bidet et al. 2011). Pouzity
typ analyzy byl vhodny zejména pro hodnoceni varinat v kindzové doméné, jelikoz
v bakterialnich bunikdch se CHK2 pfirozen¢ nevyskytuje a chybi interakéni partnefi kinazy,
kteti mohou dale ovliviiovat jeji aktivaci a funkci. Z tohoto diivodu jsme se v ramci
mezinarodni spoluprace s Angeliki Delimitsou rozhodli vyuzit kvasinkovému modelu
(Delimitsou, Fostira et al. 2019), ve kterém se jiz homology CHK2 vyskytuji a stejné tak
1 interakéni partnefi, véetné hlavniho aktivatoru ATM. Piestoze kvasinkovy model byl pouzit
jiz v ptedchozich analyzach CHK2 (Roeb, Higgins et al. 2012), domnivame se, Ze pro
hodnovérné funkéni hodnoceni slouzici jako podklad ke klinické interpretact CHEK2 VUS by

bylo vhodnéjsi studium analyzovanych variant v lidskych buiikach.
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Pro dal§i analyzy jsme se rozhodli vytvofit novy modelovy systém, jenz by byl blize
fyziologickému stavu v normélnich lidskych buiikach. V lidské nenadorové bunécné linii
hTERT-RPE1 jsme CRISPR/Cas9 piistupem vytvofili knockout genu CHEK2. Do RPE1-
CHEK2-KO bun¢k jsme transientné transfekovali plazmidy nesouci varianty CHEK?2 a méfili
jsme intenzitu signalu protilatky piimo tmémé fosforylaci specifického endogenniho substratu
KAPI. Transkripéni korepresor KAP1 je specificky fosforylovan na Ser473 kindzou CHK2
(Bolderson, Savage et al. 2012, Hu, Zhang et al. 2012) v reakci na dvoufetézcova poskozeni
genomové DNA, kdy je CHK2 aktivovan. KAP1 je fosforylovan pfimo kinazou ATM,
aktivatorem CHK2, na Ser824 a to v brzké fazi odpovédi na poSkozeni do 30 min, s nejvysSim
signalem pfiblizn€ v 1 h, ktery pak po 3 h mizi. Oproti tomu fosforylace Ser473 se objevuje
po 1 h apfetrvava az 6 h po neokarcinostatinu. V ramci charakterizace naseho modelového
systému jsme experimentalné potvrdili, Ze fosforylace Ser473 neni pfitomna u RPE1-CHEK2-
KO ve srovnani s parentalnimi RPE1 bunikami v odpovédi na dvoutetézcové poskozeni DNA

a ze CHK1 kindza neni v této draze aktivovana a nezastoupi CHK?2.

Jiz dtive bylo publikovéano, Ze nadprodukce CHK2 v bakterialnich buiikch vyvola kinazovou
aktivitu (Schwarz, Lovly et al. 2003), ¢ehoZ jsem vyuzila i v pfedchozi kindzové analyze. Pti
transientni transfekci RPE1-CHEK2-KO bun¢k je taktéz mnohondsobné vyssi ektopicka
exprese pro aktivaci dostatecnd. Dodate¢né ozareni bunék transfekovanych kontrolni wild-type
variantou CHK2 a katalyticky neaktivni c¢.1100delC neni schopno vybudit vyssi kindzovou

aktivitu v porovnani s neozarenymi bunikami.

Znaceni variantnich proteini CHK2 pomoci fluorescenc¢ni znacky GFP nam umoziiuje detekci
variantnich kindz bez nutnosti pouZiti protilatky navic. Pfestoze je ektopickd exprese
mnohonasobné vyssi neZ je endogenni Groven, snazili jsme se na§ model pfibliZit co nejvice
fyziologickému stavu buriky, a proto jsme pro vyhodnoceni aktivit do analyzy vzdy zahrnovali
buiiky s nizkou hladinou exprese GFP. Mikroskopickd analyza ma nevyhodu v pomérné vysokeé
casové narocnosti pro velké mnozstvi vzorki, nespornou vyhodou jsou vSak snimky bunck
v jednotlivych kandlech, coZ ndm umoziuje jasné zhodnoceni lokalizace proteinu v buiice.
Jaderny lokaliza¢ni signdl CHK2 se nachazi na jeho C-konci, nékteré varianty zkracujici
proteinovy produkt postradaji zna¢nou ¢ast sekvence CHK2 vcetné jaderného signalu a ze
snimkl je patrné, ze nejsou schopny lokalizovat do jadra a ziistavaji v cytoplazmé, kde taktéz
mohou vytvaret agregaty. Tyto varianty jsou v naprosté vétSiné enzymaticky neaktivni a tedy
jejich nespravna lokalizace znamend jen potvrzeni neschopnosti fosforylovat jaderné cile.

Existuje vSak fada missense variant, ve kterych se variantni aminokyselina v sekvenci nachazi
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az za kindzovou doménou a enzymaticka aktivita je tedy pln€¢ zachovana, porusena je vSak
sekvence jaderného lokalizacniho signalu. Takové varianty jsou v analyzach in vitro studujici
izolované proteiny hodnoceny jako plné¢ aktivni, shodné s wild-type variantou proteinu,
v kontextu buniky se ale nedokaZzi dostat do jadra a spravné by tedy mély byt hodnoceny jako

nefunkéni.

Publikovana funkéni analyza (Kleiblova, Stolarova et al. 2019) umozZiiuje Skélovatelnou
charakterizaci vétsiho poctu VUS v genu CHEK?2. V ramci mezindrodni spoluprace ENIGMA
konsorcia jsme od spolupracujicich skupin shromazdili témét 300 pfevazné missense variant,

které se jiz podaftilo zavedenou analyzou funkéné charakterizovat (Obr. 17).

KAP1-pS473

WiT-lilee fnter- FunkEnd patogennl
med.

Obr. 17. Hodnoceni aktivity variantnich kinaz CHK2 v analyze fosforylace Ser473 KAP1. Analyzovano bylo
288 ruznych variant, které jsou zde sefazeny dle aktivit (od nejvyssi aktivity po nejnizsi). Jako funkeni,
s aktivitou odpovidajici wild-type CHK?2, byly hodnoceny varianty skorujici jako nejméné aktivni replikat wild-
type CHK2 reference. Za funkéné patogenni jsme povazovali varianty, jejichz aktivita odpovidala negativnim
referencim, ¢.1100delC a EGFP. Varianty, jejichz aktivita spadala mezi ptedeslé skupiny, byly oznaceny jako
intermediarni.

Pro velké mnozstvi variant bylo nutné modifikovat proces analyzy, abychom zkratili ¢asovou
naro¢nost na zpracovani najeden vzorek a dosahli konzistentnich a reprodukovatelnych
vysledkl. Z formatu sklicek a transfekce bun€k na 6-jamkové desticce jsem piesla na 96-
jamkovou desticku se sklenénym dnem, ve které probiha vesSkeré zpracovani, vcetné
mikroskopického sniméni aje tak zamezeno manipulaci se sklicky v pribéhu

imunofluorescenéniho barveni a moznym zadméndm variant. V kazdé desticce bylo vzdy
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analyzovano 48 unikatnich vzorkl a 12 referen¢nich (3% wild-type, 3x EGFP a 3x ¢.1100delC),

abychom byli schopni sledovat piipadnou variabilitu.

Pro vétsi presvédCivost naSich vysledkii jsme se rozhodli, vedle hodnoceni schopnosti
variantnich kinaz fosforylovat endogenni substrat v podob¢ Ser4d73 KAP1, zhodnotit schopnost
analyzovanych variant zprostiedkovat autofosforylaci, ktera je diillezitou aktivacni modifikaci
pro plnou katalytickou u¢innost CHK2 kindzy in vivo. Nadto se lze domnivat, Ze né&které
aminokyselinové zdmény mohou ovliviiovat rozpoznani a vazbu substratu a i pii zachované
enzymatické aktivité¢ by mohly byt chybné vyhodnoceny jako katalyticky neaktivni. Kromé
oblasti aktivacni klicky je molekula CHK2 autofosforylovana na Ser516. Fosforylaci tohoto
aminokyselinového zbytku, rozpoznavanou specifickou protilatkou, jsme zvolili pro dopliujici

hodnoceni vSech analyzovanych VUS genu CHEK?2 (Obr. 18).

CHK2-auto_pS5516

Obr. 18. Vysledky paralelni analyzy, kterd hodnotila schopnost autofosforylace na Ser516 u vSech 288 variant
CHK2. Negativni referenci v této analyze byla varianta p.D265 H282del, kterou jsme jiz dfive hodnotili jako
nefunkeni, ale se zachovanym epitopem pro protilatku pSer516 CHK2. Vysledné aktivity jednotlivych variant
normalizovanych k wild-type CHK2 jsou sefazeny od nejvys$si po nejméné aktivni.

Zpracovani a analyza vzorkll probihala shodné s analyzou fosforylace KAPI1, s vyjimkou
pouzitych negativnich referenci. V piipadé autofosforylace jsem nemohla pouzit katalyticky
neaktivni variantu c¢.1100delC, jelikoz postrdda ¢ast kindzové domény (p.T367fsX)
vcetné epitopu pro protilatku proti pSer516. Plazmid s prazdnym EGFP neobsahuje zadnou

sekvenci CHEK? a tudiz rovnéz nemohl byt pouzit. Jako negativni kontrolu jsem zvolila
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katalyticky nefunk¢ni variantu p.D265 H282del s in-frame deleci exonu 7, které chybi 18
aminokyselin v kindzové doméng, av$ak epitop pro protilatku je intaktni. Uplnou ztratu jeji

kinazové aktivity jsme charakterizovali v predchozi studii (Kleiblova, Stolarova et al. 2019).

Soubor vsech 288 analyzovanych variant jsem tedy hodnotila ve dvou riiznych analyzach —
schopnosti autofosforylace Ser516 a fosforylace endogenniho substratu Serd73 KAPI —
aktivity byly vzdy vztaZeny k wild-type form& CHK2. Varianty dosahujici aktivity nejméné
aktivniho replikatu wild-type proteinu byly povaZzovany 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 intermediarni. V obou analyzach v naprosté vétSiné variant spolu naméfené aktivity

korelovaly a mohla jsem vyslednou aktivitu konkluzivné uzavtit (Obr. 19).

19-69 92-205 212-501 515-522

|
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Intermed.

Funkiné patogenni

Obr. 19. Diagram znazornujici vysledné aktivity variantnich kindz v analyze autofosforylace (pCHK2)
a fosforylace Ser473 KAP1 (pKAP1). Varianty jsou sefazeny dle pozice variantni aminokyseliny v primarni
struktufe CHK2 v kontextu funk¢nich domén (nahote). Vennlv diagram popisuje shodu interpretaci aktivit
z obou analyz. Zkracené varianty, které nelokalizuji do jadra, jsou oznaceny ,,DNL a jsou zahrnuty mezi
funkéné patogenni..

Prostor k zamysleni pfedstavuji nekteré varianty (napt. p.A230V, p.E302D, p.K373R), které
dosahovaly plné aktivity v autofosforylacni analyze, ale nebyly schopné fosforylovat Ser473
KAPI1. Zda se, ze tyto varianty maji zachovanou kinazovou aktivitu, av§ak mohou mit defekt
v rozezndni ¢i vazb€ konkrétniho substratu. Nékolik variant (p.P5S09L, p.P509S, p.R519L)
naopak nevykazovalo schopnost autofosforylace pti plné aktivité viici KAP1. V tomto ptipadé

je varianta pravdépodobn¢ bud’to piimo u epitopu protilatky nebo je zménéna aminokyselina
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chemicky natolik odlisna od ptivodni, ze protilatka neni schopna fosforylaci pSer516 rozeznat.
U nékterych (napt. p.E64K, p.R117G, p.R117A) jsem opakované¢ pozorovala v obou analyzach
znaény rozdil mezi bunkami s nizkou a vysokou expresi proteinu. Jednalo se vétSinou
o varianty v SCD a FHA doménach, které slouzi k prvotni aktivaci CHK2 a dimerizaci. Tyto
varianty maji nejspise zachovanou kinazovou aktivitu, ale je prodlouzen proces jejich aktivace
amuze jim trvat déle vytvoreni pfechodného dimeru ¢i v ném déle setrvavaji. U varianty
p-R117A bylo dfive popséano, ze narusuje vazbu fosfopeptidu s pThr68 (Ahn, Li et al. 2002).
Vyssi koncentrace proteinu a vice stresu v podob¢ ozafeni predstavuje podnét, po kterém jsou

tyto varianty pln¢ aktivni.

Vliv aminokyselinovych zdmén samoziejmé predevsim zalezi, ve které z funkénich domén se
nachazi. Varianty v kindzové doméné ovliviiuji enzymatickou aktivitu, zdmény v FHA
doméné, jakozto interakéniho modulu, schopnost rozeznani substratu. SCD obsahuje zbytky
dilezité pro aktivacni fosforylaci, predevSim Thr68, proto zdmény v této oblasti mohou
zpusobovat pomalejsi aktivaci kinazy. Fosforylace Thr68 kinazou ATM je konzervovanym
mechanismem, a jejich homology jsou Thrll Cdsl u Schizosaccharomyces pombe, jenz je
fosforylovan kindzou Rad3p. Serin/threoninovych zbytki v SCD doméné je vice ajejich
fosforylaci 1ze nejspiSe ¢astecné zastoupit absenci aktivacniho Thr68. Interakce pThr68 s FHA
doménou druhého protomeru urychluje proces dimerizace, mezi FHA doménami jsou vSak
pfitomny slabé interakce i pfi absenci této aktiva¢ni fosforylace (Li, Taylor et al. 2008, Cai,
Chehab et al. 2009). Pravé mutace v SCD i FHA doméné mohou znemoziiovat dimerizaci
CHK2 uplné. Varianta p.I157T, prvotné identifikovana v rodin¢ s Li-Fraumeni syndromem
(Bell, Varley et al. 1999), byla od svého objevu zatfazena do nékolika funk¢nich studii, ale jeji
vysledné hodnoceni stidle neni konkluzivni. Ile157 se ve struktufe proteinu nachézi pfimo
v centru hydrofobniho rozhrani FHA a kindzové domény a jeho zdména za threonin s polarni
skupinou v tomto prostfedi strukturu destabilizuje. NaruSeni dimerizace varianty p.1157T bylo
reportovano v experimentech in vitro (Cai, Chehab et al. 2009) 1 v mySich embryonalnich
fibroblastech (MEFS) s depleci Chk2 (Chk27/") (Schwarz, Lovly et al. 2003). V dalSich studiich
ale poruchu aktivace této varianty nepozorovali, coZ jini pfipisuji pfitomnosti endogenniho
CHK2 v pouzitém bunéném systému a tvorbé heterodimert (Lee and Chung 2001, Wu,
Webster et al. 2001). V nasi analyze jsme opakované pozorovali, ze p.1157T ma mirn€ snizenou
aktivitu oproti wild-type CHK2, atento pokles mize byt spojen s pomalejsi schopnosti
dimerizace. Pii dostate¢ném podnétu aktivace v podobé ioniza¢niho zafeni ¢i vysoké exprese

proteinu je varianta pln€ aktivni. Proto je pfitomnost nadifazenych aktivacnich proteina
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a interak¢nich partneri v modelovém systému zasadni pro simulaci fyziologickych procest

buiiky v odpovédi na poSkozeni DNA.

Neékteré zamény jsou chemicky tak odlisné, Zze pokud se nachézeji v dilezitych konzervovanych
pozicich, mohou mit vliv na spravné slozeni proteinu. Takovy protein se pak muize stat
nestabilnim a byt rychleji degradovan. Piikladem je varianta p.R145W, kdy se aminokyselina
nachazi v konzervované ¢asti proteinu a zaménou je narusen a-helix, coz vede k destabilizaci
proteinu. Obdobné¢ je tomu i u varianty p.H143A v konzervované struktufe B-listu, kde zaména
znemoziuje vazbu substratu. Tyto varianty v nasi analyze vykazovaly velmi nizkou schopnost
fosforylovat Ser473 KAP1, kterd byla srovnatelna s negativnimi referencemi, a byly hodnoceny

jako neaktivni.

Nase analyza je momentaln¢ nastavena prevazné na hodnoceni kindzové 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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7 Zavér

Na zacatku 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 vzorkti pro sekvenaci
panelem CZECANCA, a jeho zavedeni do klinické praxe. Uniformni postup zpracovani je nyni
vyuzivan n&kolika centry v CR, které se podileji na tvorb& databaze identifikovanych variant
a jejich ucelené reportovani. Vyuzila jsem znalost ptipravy NGS knihoven v ramci spoluprace
mezinarodniho konsorcia ENIGMA pro sekvenaci vzorkii pacientek s karcinomem prsu
pro studii variant v nekodujicich oblastech genit BRCA1/2. Nadto jsem se podilela na vyvoji
sekvenac¢niho 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 funkéné charakterizovala v Laboratofi
nadorové bunky, kde jsem vytvofila a optimalizovala modelovy systém pro jejich hodnoceni.
Na zékladé spoluprace s konsorciem ENIGMA jsme shromazdili soubor ptiblizn¢ 300 missense
variant CHK?2, pro ktery jsem upravila systém funk¢ni analyzy tak, aby bylo mozné spolehlivé
charakterizovat vSechny varianty v relevantnim Case. Své znalosti o genu CHEK? a kinaze
CHK2, kterou se intenzivné zabyvam nékolik let, jsem vyuZila pfi sepsani piehledové
publikace shrnujici vyznam CHK2 v procesu tumorogeneze a spojeni mutaci v CHEK?
s rizikem vzniku nadorovych onemocnéni. V dalSich krocich budu vyvijet analyzu pro funkéni
zhodnoceni variant CHK?2, jejichz defekt spoc¢ivd mimo kinazovou aktivitu a studovat roli

CHK2, skrze kterou ovliviiuje procesy v buiice.
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