Abstrakt

Dédi¢né mutace v predispozi¢nich genech vyznamné pfispivaji ke vzniku rlznych druht
rakoviny. Soucasné genetické testovani pomoci panelového sekvenovani ucinné identifikuje
patogenni zdrode¢né mutace v genu TP53, které mohou zpUsobit Li-Fraumeni syndrom (LFS)
spojeny s vyrazné vyssim rizikem vzniku nadoru. Varianty nejasného vyznamu (VUS) mohou
viak klinickou interpretaci komplikovat. Cilem této prace je zhodnotit funkéni vyznam
vybranych variant genu TP53 identifikovanych genetickym screeningem zejména ceské
populace. Gen TP53 je kli¢ovy pro regulaci bunécného cyklu, indukci apoptdzy, opravu DNA a

dalsi funkce a jeho dysregulace je spojovana s nddorovymi onemocnénimi.

Pomoci technologie CRISPR/Cas9 jsme vytvorili bunéény model s inaktivovanym genem TP53.
Dalsi prace zahrnovala pfipravu expresnich plazmidl nesoucich kdédujici sekvence pro
fluorescenéni markery, cDNA vybranych TP53 variant a selek¢ni kazety. Po transfekci a
vytvoreni stabilnich bunécnych linii byla porovndna funkce mutovanych a wild-type forem
genu. Nakonec byla napfi¢ bunéénymi liniemi vyhodnocena exprese geni CDKN1A a MDM?2
po pouziti nutlinu-3a. Kromé toho byla analyzovana role vybranych variant TP53 pfi tvorbé p53

tetrameru a testu tvorby kolonii.

Tato prace prispiva k hlubSimu pochopeni bunéénych funkci nékterych mutaci TP53. Vysledky
prinaseji poznatky o jejich uloze v regulaci bunééného cyklu, coz ve spolupraci s klinickymi
genetiky pomUZe pfi hodnoceni rizika vzniku rakoviny u nositelll mutaci. Celkové jsme z 35
analyzovanych mutaci urcili 14 jako ,,loss-of-function” (LOF), 20 jako benigni, a jedinou z nich
(R267W) jako mutaci vykazujici fenotypy mezi témito dvéma kategoriemi. Dale jsme zjistili, Ze
varianta E339del3, ktera byla nedavno identifikovana u ¢eského pacienta s rakovinou, je LOF

mutaci a maze zpUsobit LFS.
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