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Abstrakt

Inaktivace tumor supresorového genu BRCAI ptic¢inou vysokého celozivotniho
rizika vzniku karcinomu prsu a dalSich malignit. Plosny geneticky skrining indikovanych
jedinct z vysoce rizikovych rodin dovoluje identifikovat mnozstvi sekvencnich variant
v dosud znamych predispozi¢nich genech. VétSina noveé nalezenych variant dosud nema
jasny klinicky vyznam a predstavuje tak z hlediska diagnostiky zavazny problém. Cast
téchto variant se nachazi i v nekddujicich regulacnich oblastech genii. Soucasti procesu
klinické klasifikace variant je jejich funk¢ni charakterizace. Cilem této prace bylo
vytvotit modelovy systém pro funk¢ni charakterizaci variant v nekodujicich oblastech a
nasledné ovéfit jeho funkénost. Modelovy systém byl zalozen na cilené genové
manipulaci pomoci ko-transfekce CRISPR-Cas9 a donorového konstruktu s ¢asti
sekvence genu BRCA I, ve které byly zavedeny analyzované modifikace, do U2 OS bungk.
Tyto buiiky v sob&é maji stabiln¢ vloZzeny DR-GFP systém dovolujici stanovit aktivitu
homologni rekombinace (HR). Do U2 OS bunék se nakonec podatilo zavést monoalelické
modifikace. Tyto modifikace se nachazely v oblasti sekvence Kozakové genu BRCAI.
Nejdrive byla pomoci qRT-PCR stanovena exprese na irovni mRNA BRCA 1, ktera byla
u vSech bunék s analyzovanymi alteracemi stejnd. Déle byla stanovena exprese na Grovni
proteinu pomoci metody ELISA. Bylo zjisténo, ze nckteré z analyzovanych alteraci
vyznamné snizuji v buiikdch modelového systému koncentraci BRCA1 proteinu. Dale
byla u stabilnich kloni pomoci DR-GFP eseje stanovena aktivita HR, ve kter¢ BRCA1
participuje, a Ize pifedpokladat, Ze sniZzena aktivita tohoto mechanismu muZe vyvolavat
maligni transformaci. Bylo zjiSténo, Ze aktivita HR pozitivné koreluje s koncentraci
proteinu BRCA1 a u variant negativné¢ ovliviiujicich expresi na Urovni proteinu je
vyznamné sniZzena. Byla tak ovéfena funkénost modelového systému. Bylo potvrzeno, Ze
snizené mnozstvi proteinu BRCA1 ma za nasledek niZs§i aktivitu HR a Ze alterace
v nekddujicich regulacnich oblastech genu BRCAI mohou negativné ovliviiovat
biologickou aktivitu produktu genové exprese BRCAI a piispivat tak k riziku vzniku

nadorového onemocnéni prsni zlazy.

Klic¢ova slova: BRCAI, hereditdrni karcinom prsu, klinickd klasifikace, homologni

rekombinace, nekddujici oblasti



Abstract

Inactivation of tumor supressor gene BRCAI causes a life-long risk of breast
carcinoma development. Genetic screenings of indicated individuals from high-risk
families help to identify large number of sequence variants in known predisposing genes.
Majority of discovered variants doesn’t have clinical significance yet which causes a big
problem for diagnostics. Some of these variants are found within regulatory non-coding
regions of gene. A part of the clinical classification of variants is their functional
characterization. The goal of this thesis was to create a model system for functional
characterization of variants in non-coding regions and to verify its function. Model
system was based on targeted gene manipulation by co-transfecting CRISPR-Cas9
construct and donor construct that contained a portion of BRCAI gene sequence with
analyzed modifications, into U2 OS cells. The cells have stably integrated DR-GFP
system which allows the activity of homologous recombination (HR) to be determined.
Monoallelic modifications were induced into U2 OS cells. These modifications were in a
Kozak sequence region of BRCAI gene. Expression level of BRCAI mRNA was
determined by qRT-PCR, which showed the same levels of mRNA in all cells with
analyzed alterations. Next, expression level of BRCA1 protein was determined by ELISA
method. It showed that some of the analyzed alterations had significantly reduced level
of BRCA1 protein. Next the activity of HR was determined by DR-GFP assay. BRCAI
participates in HR, and it’s assumed that the reduced activity of this mechanism might
cause a malignant transformation. It was found that the activity of HR positively
correlates with the concentration of BRCA1 protein. Variants with negative effect on
protein expression had significantly reduced HR. This way the functionality of model
system was verified. It was also confirmed that reduced levels of BRCA1 cause a reduced
activity of HR and that alterations in non-coding regulatory sequences of BRCAI gene
can negatively affect biological activity of the gene expression product which might

contribute to the risk of tumorigenesis in mammary gland.

Keywords: BRCAI, hereditary breast cancer, clinical classification, homologous

recombination, non-coding regions
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1. Teoreticky tivod

1.1 Hereditarni karcinom prsu

Karcinom prsu je nejcastéjSim nddorovym onemocnénim u Zen celosvétove
s vysokou incidenci i mortalitou (Bray et al. 2018). Od doby zavedeni plosného vysetieni
v Ceské republice bylo zjisténo, Ze incidence tohoto onemocnéni se neustale zvysuje,

zatimco jeho mortalita je v poslednim desetileti ustalena (Obr. 1).

C58 = FH prsu, Zeny -4 Incidence
Wivoj v Gase -4 lMortalita
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Obrizek 1: Casovy vyvoj incidence a mortality zhoubného novotvaru karcinomu prsu (C-50) v éeské
populaci. Cervené je vyznacena timrtnost, kterd se dri na priblizné stejné virovni jiz zhruba 30 let, coz
Jje zpusobeno zlepsujici se zdravotni péci. Modre je vyznacena incidence, tedy pocet diagnostikovanych

pripadii, ktery roste, a to zejména kviili zlepsujicim se diagnostickym metodam.

Karcinomy prsu se vyskytuji pfevazné ve sporadické formé (90-95 %), ktera neni
vyvolana vrozenou genetickou mutaci. Dédi¢né, tzv. hereditarni formé onemocnéni, je
prisuzovano pouze 5-10 % ptipadl vSech karcinomt prsu (Easton a Peto 1990). Ackoliv
je hereditarni forma méné Castym typem onemocnéni, je klinicky vyznamna, nebot’ se
toto onemocnéni projevuje t€zSim prubchem, niz§im vékem pacientek v dobé prvni
diagnozy, predispozici k dal§im malignitam, kterymi jsou naptiklad karcinomy vaje¢niku

(Miki ef al. 1994), opakujicimi se karcinomy a bilaterdlnimi nalezy (Claus ef al. 1994).

Hereditarni forma karcinomu prsu vykazuje silné znamky Mendelovské dédicnosti

a na zéklad€¢ sledovani vyskytu onemocnéni u postizenych rodin byl pozi¢nim



mapovanim objeven hlavni predispozi¢ni gen BRCAI (Breast Cancer gene 1), OMIM *
113705 (Miki et al. 1994) a nasledoval objev BRCA2 (Breast cancer gene 2);, OMIM *
600185 (Hamajima et al. 2002). V Ceské populaci je zhruba jedna Ctvrtina vSech piipada
hereditarni formy karcinomu prsu zpusobena inaktivaci jednoho z téchto dvou tumor

supresorovych genti (Pohlreich et al. 2003).

Nasledna snaha o identifikaci dalSich genetickych faktorti vedla postupné k objevu
dalsich predispozi¢nich gena se stfedni — PALB2 (Partner and localizer of BRCA?2)
(Rahman et al. 2007), ATM (ataxia-telangiectasia mutated gene) (Thompson et al. 2005),
CHEK?2 (checkpoint kinase 2) (Sodha et al. 2002) a s nizkou penetranci (Daly et al. 2016).
I ptesto vSak u vétSiny ptipadl hereditarniho karcinomu prsu nebyla dosud objevena
pri¢innéd genetickd alterace, kterd je zodpovédna za vysoké riziko vzniku nadorového

onemocnéni.

Karcinomy prsu je mozné, dle jejich expresnich profilti a histopatologického
nalezu rozdélit do nékolika skupin. Toto rozdéleni bylo poprvé navrzeno Perouem a
Sorlie (Perou et al. 2000; Sorlie et al. 2001), ktefi karcinomy rozdélili do skupin: (1)
Luminal-like A, (2) Luminal B, (3) Basal-like, (4) ERBB2-positive, (5) Normal-like. Tyto
skupiny odrazeji vztahy mezi expresnimi profily karcinomi a souvisi s $anci na pfeziti u
jimi postizenych pacientl. Statisticky nejhor$i prognézu maji pacienti postiZeni
karcinomem prsu typu ERBB-2 (Erythroblastic oncogene B, jinak oznacovany téZ HER-
2, human epidermal growth factor receptor 2) positive a nasledn¢ pacienti s typem basal-
like. Naopak nejlepsi progndézu maji pacienti s karcinomem prsu typu luminal A (Sorlie

et al. 2001; Sorlie et al. 2003).

Karcinomy prsu, které jsou typické pro nosi¢e mutaci v genu BRCA 1, se Casto (ne
vSak vZdy) vyznacuji tim, Ze jsou typu basal-like (Sorlie et al. 2003; Foulkes et al. 2004)
a zéaroven triple-negativni - builky nadoru neexprimuji estrogenové a progesteronoveé
receptory a HER-2, (Domagala ef al. 2017). Basal-like karcinomy jsou morfologicky
heterogenni skupinou tumorti, ve které vSak z histologického hlediska pievazuji
duktalni/NOS (not otherwise specified) karcinomy grade 3. Grade 3 znamena malo
diferencovany nador. Déle maji ¢asto, na rozdil od ostatnich typli tumoril, metaplastické
vlastnosti a vysoky mitoticky index (Livasy ef al. 2006). Pro typ basal-like tumory prsu
je také charakteristicky nizs§i primérny veék pacientli dob¢ prvni diagndzy v porovnani

s ostatnimi typy tumorQ prsu a vyssi vyskyt mutace v tumor supresoru P53 (Calza et al.
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2006). A¢ je nazev skupiny basal-like trochu zavadéjici a napovidal by jinému zavéru,
tento typ tumord ma ptivod v ERa (estrogenovy receptor o) negativnich progenitorech
luminalnich bun¢k (Molyneux et al. 2010). Riziko, ze se u nosicli patogenni mutace
v genu BRCAI vyvine tumor prsu do 40-ti let, je az 19 % a riziko vzniku tumoru ovarii
se u stejné starych nosic¢l uvadi 6 %. U nosic¢i do 70-ti let se karcinom prsu vyvine s
pravdépodobnosti 85 % karcinom vajecnikti az z 63 % (Easton et al. 1995; Ford et al.

1998).

1.2 BRCAI

1.2.1 Struktura genu

Gen BRCA1, jehoz mutace byly spojeny s dédi¢nou formou rakoviny prsu u Zen,
byl poprvé lokalizovan v roce 1990 (Hall et al. 1990) a identifikovan byl roku 1994 (Miki
et al. 1994). Gen BRCAI lezi na chromozomu 17921 (Hall et al. 1990) a nachazi se na
misté chr17:43 044 295-43 125 483. Jeho primarni transkript je dlouhy 81 189 bp (pari
bazi) a je slozen ze 24 exond, z nichZ je 22 kddujicich. Iniciacni kodon lezi az na exonu
2 a exony la a 1b jsou nekddujici. Nejdelsim exonem je exon 11, ktery zabird az 60 %

kodujici sekvence (UCSC).

BRCAI ma dvé hlavni transkripcni varianty oznacované jako BRCAla a BRCAIb,
které se 1isi typem exonti 1. Transkripcni varianta BRCAla o délce 121 bp obsahuje
nekodujici exon la a transkripéni varianta BRCAIb obsahuje nekddujici exon 1b.
Transkipéni varianta BRCAla je produkovana pievazné v prsni tkéni, zatimco
transkripéni varianta BRCAIb ptevazuje v tkdni placenty. BRCAla a BRCAIb maji
odliSny promotor. Varianta BRCAla je regulovana promotorem o, zatimco varianta
BRCAIb je regulovana promotorem (. Promotor a je obousmérny a reguluje kromeé
BRCAla také opacné orientovany gen NBR2 (neighbor of BRCA1 gene 2) (Xu et al.
1995; Xu et al. 1997; Sobczak a Krzyzosiak 2002), ktery se nachazi 218 bp upstream od
transkripéniho pocatku exonu 1la BRCA1 (Griffiths et al. 1997). Upstream od NBR2 lezi
tandemova duplikace, pseudogen genu BRCA 1, ktery je oznaCovan jako wBRCAI. Tento
pseudogen také obsahuje exony la, 1b a 2 s pfilehlymi nekddujicimi sekvencemi a od

genu BRCA1 je vzdélen 30 kbp (Obr. 2) (Brown ef al. 1996). Promotor genu BRCAI, o
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a promotor o genu wBRCAI, maji az 84 % identitu (Pettigrew et al. 2010). wBRCAI

sousedi s opacné orientovanym genem NBRI (Brown et al. 1996; Dimitrov et al. 2001).

NBR1 YBRCAI NBR2 BRCA1

‘—I ’—’ -« —
Bl HHH%H%MH?M
2 1 la 1b 2 5 4 3 2 1 la 1b 2 23

Obrazek 2: Grafické schématické zndzornéni oblasti chromosomu 17 v blizkosti genu BRCAI. Exony
BRCAI jsou znazornény tmavomodie. Exony la a 1b jsou nekodujici a translace je zapocata az v oblasti
exonu 2. Exon la je regulovan promotorem a, exon 1b je regulovin promotorem . Promotor a je
obousmerny a kromé BRCA I reguluje také sousedni gen NBR2, ktery se nachdzi pouze 218 bp od pocdtku
transkripce exonu la a ktery je transkribovan opacnym smerem (exony NBR2 jsou vyznaceny

obdélniky). Upstream od genu NBR2 je lokalizovan pseudogen wBRCA, ktery obsahuje pouze exon la,
1b a2 ( obdélniky). Upstream od wBRCA lezi gen NBRI (jeho exony jsou vyznaceny

oranzovymi obdélniky). Sipky oznacuji sméry transkripce jednotlivych genii.

1.2.2 Struktura proteinu

BRCAL1 je fosfoprotein skladajici se z nékolika funk¢nich a interakénich domén.
Hlavni proteinovy produkt genu BRCA! obsahuje 1863 aminokyselin (Miki ef al. 1994)
a je veliky 220 kDa (Chen, Farmer, et al. 1996). Mezi domény proteinu BRCAT patii
RING (really interesting new gene) doména na N-konci proteinu, SCD (serine cluster
domain) a dvé BRCT (BRCA1 terminal domains) domény na C-konci. Mimo to obsahuje
BRCALI interak¢ni coiled-coil doménu, NES (nuklearni exportni signal) a dva NLS
(nuklearni lokalizac¢ni signaly) (Obr. 3).
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Obrazek 3: Struktura proteinu BRCAI a jeho hlavni interakéni partneri. Protein se sestava z funkcénich
domeén (RING, SCD, BRCT), které jsou zndzorneny jako barevné obdélniky s popisem. Doména RING
(vyznacena ) se nachazi se na aminokyselinach 15-109. Jedna se o protein-interakcéni doménu,
pomoci které BRCAI vytvari stabilni heterodimerni komplex se svym hlavnim vazebnym partnerem
BARDI. Vdoméné RING se zdroven nachdzi nukledrni exportni signal (NES) - vyznacen modrou
barvou. Dva nukledrni lokalizacni signaly (NLS) (vyznaceny oranZovou barvou) se nachazi se na
aminokyselinach 503-508 a 606-615. NLS se nachdazi v oblasti, kterd je kodovana exonem 11. Regulacni
doména SCD se nachdzi na aminokyselinach 1280-1524). Soucasti SCD je oblast interakcniho motivu
coiled-coil (aminokyseliny 1391-1424), ktery zprostredkovava vazbu sPALB2 pri homologni
rekombinaci. Dvé fosfoprotein interakcni BRCT domény lezi tandemove za sebou. Nad prislusnymi

doménami jsou v prerusovaném ramecku vyznaceni jejich nejvyznamnéjsi vazebni partneri.

1.2.2.1 RING doména

RING doména se nachdzi blizko N-konce BRCA1 proteinu v oblasti
aminokyselin 15-109 a jeji soucasti je také motiv RING. Tento motiv se vyznacuje
konzervovanym strukturnim motivem aminokyselin, jehoz primarni aminokyselinova
sekvence je cystein 3 - histidin — cystein 4, ktery je jednim z typd motivi zinkového prstu.
Do téchto motivli se vazi atomy Zn?', které stabilizuji sekundarni strukturu domény
(Lovering et al. 1993; Miki et al. 1994; Meza et al. 1999). RING doména proteinu
BRCAT1 obsahuje tfi a-Sroubovice a tfi fetézce, které jsou viici sob¢ antiparalelni a tvori
strukturu B-skladaného listu. V motivu RING se nachazi pouze centralni a-Sroubovice, 3-
skladany list a dvé smycky vazici dva atomy Zn?" (Bienstock et al. 1996; Brzovic et al.
2001). Nedaleko domény RING se nachazi jadernéd exportni sekvence NES nachazejici
se na aminokyselinach 81-99. Tato sekvence slouZzi pro export proteinu BRCA1 z jadra

do cytoplazmy (Rodriguez a Henderson 2000).

BRCAT1 miize skrze RING doménu piimo interagovat s RING doménou proteinu
BARDI1 (BRCA1-associated ring domain 1), ktery je jeho hlavnim vazebnym partnerem
(Wu et al. 1996). Vysledkem je stabilizovany heterodimér BRCA1-BARDI, ktery
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vykazuje E3 ubikvitin-ligazovou aktivitu. BRCA1 i BARDI v monomerni formé tuto
aktivitu in vitro vykazuji, ale jen na velice nizké tirovni (Meza et al. 1999; Hashizume et

al. 2001).

Ackoliv je BRCALI pievazné jaderny protein (Ruffner a Verma 1997), v oblasti
RING domény se na mistech 81-99 nachazi aktivni NES, kterd umoziuje proteinu
BRCAL1 putovat do cytoplazmy (Rodriguez a Henderson 2000). V pfipadé interakce
BRCA1 s BARDI je vsak tato sekvence skryta a komplex BRCA1-BARDI neputuje ven
z jadra (Fabbro et al. 2002).

1.2.2.2 Nuklearni lokaliza¢ni signaly
V oblasti, ktery koduje exon 11, lezi nedaleko od sebe dva NLS, které zajist'uji
transport proteinu BRCA1 do jadra. Tyto NLS jsou rozeznavany importinem o a nachazi

se na mistech aminokyselin 503-508 a 606-615. (Chen, Li, et al. 1996).

1.2.2.3 Serine cluster domain

SCD je regulaéni oblast proteinu BRCA1, kterd se nalézd na aminokyselinach
1280-1524. V této doméné se nachazi 10 serinovych zbytkt, které jsou cilem fosforylace
tfady signalizacnich protein kinaz (ATM, ATR, DNA-PK, AURKA), které hraji centralni
ulohy v procesu odpovédi buiiky na poskozeni DNA (Cortez et al. 1999; Gatei et al. 2001).
Naptiklad fosforylace serinu 1387 byla popsdna v piimé souvislosti s aktivaci
G1/S kontrolniho bodu bunééného cyklu, zatimco fosforylace serinu 1423 je nutné pro

kontrolni bod v G2 fazi (Xu ef al. 2002).

Uvnitf této domény se na aminokyselinach 1391-1424 vyskytuje dalsi protein
interakéni doména ,,coiled-coil.“ Pomoci této domény BRCA1 piimo interaguje
s proteinem PALB2 pfi opravach DNA homologni rekombinaci (HR) (Crick 1952; Hu et
al. 2000; Sy et al. 2009).
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1.2.2.4 BRCT domény

Na C-konci BRCAL1 proteinu se nachazi dve identické tandemove umisténé BRCT
domény. Jde o konzervovanou strukturu, kterou Ize najit také u jinych proteint
podilejicich se na opravé DNA, naptiklad u 53BP1 (p53 binding protein 1) (Iwabuchi et
al. 1994; Koonin et al. 1996). BRCT je protein interakéni doména, kterd umoziuje
BRCAI1 interagovat s proteiny BACH1 (Basic leucine zipper transcription factor) (Cantor
et al. 2001), CtIP (C-terminal interaction protein) (Yu et al. 1998) a s proteinem
ABRAXAS (Wang, Matsuoka, et al. 2007). BRCT je fosfospecificka doména, ktera
interaguje s aminokyselinovym motivem interakéniho partnera pSerin-X-X-Fenylalanin,
kdy ,,p* znaci fosforylovany serin a X jakoukoliv aminokyselinu (Williams et al. 2004).
Kazda z BRCT domén proteinu BRCAL je sloZena ze Ctyf paralelnich vldken, kterd tvofi
centralni B-list, a ze tff okolnich a-helixi. Dvé BRCT domény spojuje oblast dlouhd 23
aminokyselin (Williams et al. 2001).

1.2.3 Funkce BRCAI

BRCAL1 je jaderny multifunkéni fosfoprotein jehoz biologicka aktivita se miize
liSit v zavislosti na typu vazebného partnera, se kterym BRCA1 interaguje pomoci svych
protein-interakénich domén. Jeho nejvice prozkoumanou funkei je pfima participace pii
opravé dvouretézcovych zlomti DNA procesem homologni rekombinace. Dalsi z jeho
funkci je E3-ubikvitin-ligazova aktivita, a také se podili na dalSich buné¢nych procesech

— regulace bunééného cyklu, transkripce aj.

1.2.3.1 Udrzovani genomové integrity

Genomova integrita miZe byt narusena faktory endogennimi, tedy faktory, jejichz
zdrojem je buiika samotna, Ci faktory exogennimi, které pochazi z vn¢j$iho prostiedi.
Mutageny se mohou délit na fyzikalni, chemické a biologické a mohou indukovat rizné
typy mutaci DNA, napiiklad jednofetézcové zlomy (SSB, Single strand breaks) a
dvoufetézcové zlomy (DSB, Double strand breaks), chybné zatazeni baze atd. Aby byly
bunikky schopné udrzovat svou genomovou integritu, potiebuji rtizné mechanismy,
kterymi jsou indukované mutace opravovany. Bez opravy mutace muze dojit k maligni

transformaci bunék (Waters 2006).
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Protein BRCAI1 je protein UcCastnici se udrzovani genomové integrity, a to
v ptipad€ oprav dvouietézcovych zlomid DNA. DSB mohou byt indukovany buiikou
samotnou, naptiklad pfi replikaci po kolapsu replikacni vidlice, ktera narazila na 1ézi
DNA, nebo SSB (Ryan et al. 1991), ¢i vné&jSimi faktory, mezi které patii naptiklad
ionizacni zéafeni (IR) (Hagen 1989).

Mechanismy, kterymi mohou byt dvoutetézcové zlomy DNA opravovany, jsou
pfedevs§im HR (homologni rekombinace) a C-NHEJ (canonical non-homologous end
joining). DalSimi mechanismy oprav DSB DNA jsou Alt-NHEJ (alternative non-
homologous end joining) (Corneo et al. 2007), SSA (single strand annealing) (Lin et al.
1984), SDSA (synthesis dependent strand annealing) (Nassif et al. 1994) a BIR (break
induced replication) (Malkova et al. 1996). Protein BRCA1 se ucastni dvou hlavnich
mechanismi oprav, HR a C-NHEJ a také se u¢astni rozhodovani o mechanismu opravy.
Zatimco oprava DSB pomoci HR pifevazuje v pozdni S a v G2 f4zi bunécného cyklu, C-

NHEJ pievazuje v G1 a M fazi bunééného cyklu (Takata ef al. 1998).

1.2.3.1.1 Detekce poskozeni dvoutetézcovych DNA zlomu pii opravach HR

Poté, co dojde ke dvoutetézcovému zlomu DNA, je vyvolana komplexni odpoveéd’
v podob¢ slozité kaskady proteinti (Obr. 4). Dvoufetézcové poskozeni DNA nejdiive
detekovdno pomoci heterotrimerntho MRN komplexu (MRE11, RAD50 a NBSI1)
(Mirzoeva a Petrini 2001), ktery se vaze na poskozené misto (de Jager ef al. 2001) a
privadi k poskozenému mistu serin/threoninové kinazy ATM (Lee a Paull 2005) a
nepiimo ATR (Ataxia-telangiectasia and Rad3-related) (Duursma et al. 2013). ATM
provadi po pfivedeni k poSkozenému mistu autofosforylaci serinu 1981, ¢imz se kin4za
ATM aktivuje (Berkovich ef al. 2007). PIKK kinazy, ATM a ATR, zajist'uji fosforylaci
dalSich proteinti participujicich v detekci poSkozeni DNA, kterymi jsou naptiklad histony
H2AX (H2A histone family member X), které jsou na serinu 139 fosforylovany az do
vzdalenosti 1 MB od poSkozeni DNA a které jsou po fosforylaci oznacovany jako YH2AX
(Rogakou et al. 1999). Mezi dalsi cile ATM a ATR patii také BRCAL1, konkrétné jeho
seriny v oblasti SCD (Cortez et al. 1999; Tibbetts et al. 2000). Po fosforylaci se na
YH2AX vaze MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1), a to pomoci své
BRCT domény (Stucki et al. 2005).
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Obrazek 4: Grafické zndzornéni priibéhu opravy dvouretézcového zlomu DNA mechanismem
homologni rekombinace. Dvouretezcovy zlom je nejprve identifikovan senzorickym komplexem MRN
(MRE11, RAD50, NBS1), ktery do mista zlomu privede protein kinazy ATM a ATR. ATM nasledné
fosforyluje histon H2AX a BRCAI, coz vede kinicializaci sestavovani reparacniho komplexu
a k zesileni inicialniho signdlu o poSkozeni DNA. MREI11, s pomoci svého kofaktoru CtIP, a dalsi
nukleazy degraduji 5° volné konce a vytvari dlouhé jednoretézcové 3 presahy nutné pro ndslednou
invazi do sesterské chromatidy. Presahujici jednoretézcové viakno je nejprve obsazeno proteiny RPA.
Nasledné s pomoci BRCAL, ktery je u zlomu udrzovano interakci s RAP80 a MDC1 na zdkladé ubikvitin
(Ub) specifickych modifikaci a PALB2 s proteinem BRCA2 dojde k vymené RPA za aktivni rekombindzy
RADSI1. Takto vznikla nukleoproteinova filamenta ndsledné invaduji do homologni oblasti sesterské
chromatidy za vzniku D-smycky. DNA polymerazy s vyuzitim templatu sesterské chromatidy doplni
resekovanou oblast a dojde k rozpadu D-smycky bez ,, crossing overu“ a konecnému spojent koncit DNA

pomoci DNA ligazy.
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MDCI1 zajistuje udrzeni BRCA1, 53BP1 a MRN v blizkosti poskozeni DSB
(Stewart et al. 2003). VSechny proteiny opravného mechanismu tvofi slozity komplex
oznacovany jako IRIF (ionizing radiation-induced-foci). V IRIF je BRCA1 zakotven
skrze interakci své BRCT domény s proteinem RAP80 (receptor-associated protein 80).
RAP80 je pomoci svych dvou ubikvitin-interakénich motivt pfipojen k MDC1-yH2AX
skrze lysin 63 a lysin 6 ubikvitinové fetézce (Sobhian et al. 2007). BRCA1 v opravném
komplexu diky svym interakénim doménam funguje jako leSeni pro ostatni proteiny

ucastnici se oprav, ¢i jejich regulace (Foray et al. 2003).

1.2.3.1.2 Vybér mechanismu oprav

Hlavni cesty opravujici DNA DSB jsou HR a C-NHEJ. Ktera cesta bude nakonec
zvolena je rozhodnuti, kterého se ucastni fada proteinli, mezi které patii i BRCAI.
Zatimco pii opravé pomoci HR musi dojit k rozséhlé resekci 5° konct, pifi oprave C-

NHEJ musi naopak byt této resekci zabranéno.

Uz déavno se vi, ze BRCA1 zvysuje frekvenci homologni rekombinace a potlacuje
mechanismus C-NHEJ (Moynahan et al. 1999; Snouwaert et al. 1999). K tomu dochazi
skrze blokaci autofosforylace DNA-PKcs (katalyticka podjednotka DNA-protein kinazy),
coz je faktor zajiStujici spravny prubéh C-NHEJ. Pro tuto funkci je zajiStovana
autofosforylace serinu na DNA-PKcs (Ding et al. 2003). V S fazi bunééného cyklu
BRCAI1 ptfimo interaguje pomoci své BRCT domény s regionem nedaleko serinu 2056

na DNA-PKcs, ¢imz je autofosforylaci zabranéno (Davis et al. 2014).

DalSim zplsobem, kterym BRCAI piispiva k vybéru HR v S fazi bunétného
cyklu, mizZe byt skrze zabranéni rekrutace RIF1 (rapl-interacting factor 1), coz BRCAI
zajistuje v komplexu s CtIP. RIF1 je protein, ktery spole¢né s 53BP1 zvyhodiuje opravu
pomoci C-NHEJ a v G1 fazi tyto dva proteiny naopak brani rekrutact BRCA1 k DSB
(Nakamura et al. 2006; Escribano-Diaz et al. 2013). Konkrétn¢ji, BRCA1 v S-fazi
zabranuje ATM-indukované fosforylaci proteinu 53BP1, kterd je pro jeho funkci a
interakci s RIF1 a dal§imi proteiny zvyhodnujicimi C-NHEJ, nutna (Ward et al. 2006;
Feng et al. 2013; Feng et al. 2015).
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1.2.3.1.3 Oprava dvouietézcovych zlomi pomoci homologni rekombinace

K opravé dvoufetézcovych zloml pomoci homologni rekombinace dochdzi v
pozdni S a v G2 fazi bunécného cyklu (Takata et al. 1998). Na pocatku tohoto procesu
dochazi k rozsahlé resekci 5 koncii, po které vznikaji dlouhé ssDNA (single-strand DNA,
jednotetézcova DNA) 3¢ ptesahy, dle kterych bude nalezena homologni ¢ést sesterské
chromatidy. Resekci konct zajistuje hned nékolik proteinovych nukledz, za jednu
z nejznamg;jsich se da povazovat MRE11 (meiotic recombination 11). MREI11 je protein
s endonukleazovou i s exonukledzovou  aktivitou. Stépeni zahajuje  svou
endonukledzovou aktivitou a k dalsi degradaci vlakna vyuzije své 3°-5° exonukledzové
aktivity (Shibata et al. 2014), kterou vSak muze zastat také EXD2 (Exonuclease 3'-5'
Domain Containing 2), coz je také 3°-5° exonukledza (Broderick ef al. 2016). Vldkno
zaroven z druhého konce smérem 5°-3° §tépi exonukledza EXO1 (Exonukleaza 1) a
DNA2, které jsou stimulovany helikdzou BLM (Bloom syndrome) (Szankasi a Smith
1992; Nimonkar et al. 2008; Nimonkar et al. 2011).

Na tyto ssDNA 3¢ pfesahy se nejdiive vazi proteiny RPA (replication protein A)
(Wold a Kelly 1988; Liu a Weaver 1993). Nasledné je RPA nahrazen proteinovymi
filamenty rekombindzy RADSI, coZ je stimulovano proteinem BRCA2 (Benson et al.
1994; Jensen et al. 2010). Pro BRCA2 je vtomto procesu nezbytna vazba jeho
interakéniho partnera PALB2 (Xia et al. 2006), ktery slouzi jako leSeni pro interakci
s proteinem BRCA1. BRCAL zde slouZi k lokalizaci PALB2 (Chen et al. 1998; Sy et al.
2009; Zhang, Fan, et al. 2009). Filamenta RADS51 podporuji nalezeni sesterské
chromatidy ¢i jiné sekvence DNA na zékladé sekvencni homologie, kterd bude fungovat
jako templat pro opravu zlomu (Sung a Robberson 1995). Nakonec dojde k syntéze DNA
dle homologniho templatu, ktera je zajiStovana DNA polymerazou (Johnson a Jasin

2000; Li et al. 2009).

1.2.3.1.4 Oprava dvoufetézcovych zloml mechanismem C-NHEJ (Non-homologous

End-Joining)

C-NHE] je dalsi proces oprav dvouietézcovych zlomu. Uskutecniuje se prevazné
v G1 a M fazi bunécného cyklu (Takata et al. 1998). Jde o rychlejsi, avsak méné presny
zpusob opravy dvoutetézcovych zlomt (Kochan ef al. 2017). C-NHEJ zahajuje protein
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KU vézici se na konce poskozené DNA, ktery k sobé fyzicky ptiblizi dva konce DNA a
tvoti komplex s DNA-PKcs (Blier et al. 1993; Cary et al. 1997).

Oprava vyzaduje kratkou homologii o délce 1-4 bp ssDNA 3° konci, které jsou
zaligovany pomoci komplexu XRCC4 (X-ray repair cross-complementing protein 4) a
DNA ligazy IV stimulovaného proteinem XLF (XRRC4 like factor) (Grawunder et al.
1997; Chen et al. 2000; Gu, Lu, Tippin, et al. 2007; Gu, Lu, Tsai, et al. 2007). Kratké
homologie miize byt dosazeno nékolika zplsoby, naptiklad pomoci polymeraz A a p, které
pridavaji nukleotidy k vlaknu bez nutného templatového vladkna (Lee et al. 2004; Gu, Lu,
Tippin, et al. 2007; Moon et al. 2014), ¢i degradaci koncli pomoci endonukleazy
ARTEMIS, ktera je stimulovana DNA-PKcs (Ma et al. 2002).

Neni zcela jasné, jakym mechanismem a do jaké Grovné BRCAI zasahuje do
tohoto bunécného procesu, ale v buiikach s jeho deficienci vyrazné poklesne presnost C-

NHEJ (Zhong et al. 2002; Bau et al. 2004; Jiang et al. 2013).

1.2.4 Dalsi funkce proteinu BRCA1

1.2.4.1 Ubikvitin-ligdzova aktivita

BRCA1 vykazuje v heterodimeru s BARDI enzymatickou E3-ubikvitin
ligazovou aktivitu (Meza et al. 1999; Hashizume ef al. 2001). Ubikvitinylace je proces,
béhem kterého dojde k navazani proteinu nazyvaného ubikvitin na proteinovy substrat.
Takto oznafeny protein je nasledné specificky degradovan v proteasomu. V tomto
procesu figuruji tfi proteiny — E1, E2 a E3. Aktivacni E1 aktivuje ubikvitin za spotteby
ATP (Adenosin trifosfat). E1 poté presune ubikvitin na thiolovou skupinu konjugaéniho
E2 za vzniku thio-esterové vazby. Liga¢ni E3, ktery je rozhodujici pro substritovou
specificitu katalyzované reakce, vaZe substrat a zajisti presun aktivovaného ubikvitinu na

substrat (Hershko ef al. 1983; Hershko et al. 1986; Chau ef al. 1989).

Mezi substraty E3 aktivity BRCA1-BARDI1 heterodimeru patii napiiklad ERa
(Ma et al. 2010), y-tubulin (Starita et al. 2004; Sankaran et al. 2007) a RNA polymeraza
IT (Kleiman et al. 2005). RNA polymeraza II, respektive jeji hyperfosforylovany serin 5,
je cilem ubikvitinace komplexu BRCA1-BARDI1 pfti poSkozeni DNA, ke kterému dojde
v dobé& aktivni transkripce, coz vede RNA polymerazu Il k degradaci (Kleiman et al.
2005).
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1.2.5 Komplexy BRCAI

BRCAI vytvaii pomoci svych interakénich domén n€kolik riznych komplexii
s jinymi proteiny. Funkce téchto komplexii se od sebe vzdjemné lisi. Podle hlavniho
vazebného partnera se oznaceni komplext ustalilo na BRCA1 A (ABRAXAS), BRCA1
B (BACHI) a BRCA1 C (CtIP) (Wang, Matsuoka, et al. 2007). Dalsim casto
zminovanym komplexem je komplex BRCA1-PALB2-BRCAZ2.

1.2.5.1 Komplex BRCA1 A

Komplex BRCA1 A se sestava zproteini BRCA1, RAP80, BRCC36
(BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 36), NBAl (new component of the
BRCA1 A complex), BRCC45 (BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 45),
ABRAXAS a BARDI (Dong et al. 2003; Sobhian et al. 2007; Wang, Matsuoka, et al.
2007; Wang et al. 2009). RAP80 interaguje s BRCAI prostfednictvim proteinu
ABRAXAS, ktery se vaze na BRCT doménu BRCA1 (Wang, Matsuoka, et al. 2007).
RAPS80 obsahuje dvé ubikvitin interakéni domény (Yan et al. 2007), kterymi se vaze na
lysin 63 fetézce ubikvitinu (Liu ef al. 2018). Pomoci této interakce drzi RAP80 cely
komplex BRCA1 A v oblasti dvouietézcového zlomu DNA (Sobhian et al. 2007), kde je
katalyzovéana tvorba ubikvitinovych struktur nutnych k sestaveni pln¢ funkéniho DNA

reparacniho komplexu IRIF (Mailand ef al. 2007).

1.2.5.1.1 Interakce BRCA1 s BARDI

Interakce BRCA1-BARD1 mé E3 ubikvitin-ligdzovou aktivitu, viz kapitola
1.2.4.1 Ubikvitin-ligdzova aktivita. K interakci téchto dvou proteint dochazi mezi RING
doménou BRCAI a strukturné homologni doménou RING proteinu BARDI a to viici
sob¢ antiparalelni pozici ptisluSnych helixt (Brzovic et al. 2001). Interakce BRCA1
s BARDI1 zpusobuje inhibici exportu BRCAT1 z jadra do cytoplazmy, nebot’ dochazi ke
skryti NES proteinu BRCA1. BRCAL je transportovan do jadra pfevazné v komplexu s
BARDI, ktery je za transport do jadra bunky celého heterodimeru zodpovédny (Fabbro
et al. 2002).
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1.2.5.2 Komplex BRCA1 B

BRCA1 interaguje pomoci své BRCT domény s C-terminélni doménou BACHI1
a spolecné¢ vytvaii komplex BRCA1 B. BACHI1 je 5'-3' helikdza a zarovein DNA-
dependentni ATPaza (Cantor et al. 2001). Pro interakci BRCA1 s BACHI je nutna
pfitomnost fenylalaninu 993 a fosforylace serinu 990 na proteinu BACH1, kterd je zavisla
na bunééném cyklu a probihd v S a G2/M fazi, kdy je tvorba tohoto komplexu vyssi oproti
ostatnim fazim bunécéného cyklu (Yu et al. 2003; Shiozaki et al. 2004). Béhem fazi S a
G2 BACHI kolokalizuje spole¢né¢ s BRCA1 do jadra (Cantor et al. 2001). Na tomto
komplexu je zavisly kontrolni bod mezi G2 a M fazi po poSkozeni DNA IR (ioniza¢ni
zateni) (Yu et al. 2003) a je-li v buiice BRCA1 B nepfitomny, piechod z G1 do S faze
bunééného cyklu je zpozdén (Kumaraswamy a Shiekhattar 2007). Dalsi funkci BRCA1
B je stimulace aktivity C-NHEJ a bez ptitomnosti tohoto komplexu je zvySena aktivita
vice chybové A-NHEJ (Dohrn et al. 2012). BACHI1 dokéze rozvinout D-smycky, které
se tvoii béhem homologni rekombinace, avSak zda tato funkce je, nebo neni zévisla na

BRCALI, je zatim nevyieSenou otdzkou (Gupta ef al. 2005).

1.2.5.3 Komplex BRCA1 C

BRCAL1 C je heterodimericky komplex BRCA1 a CtIP. Interakce téchto proteinti
je zprosttedkovéna skrze BRCT doménu BRCA1 (Yu ef al 1998). K této interakci
dochazi pouze po piedchozi fosforylaci serinu 327 na CtIP, ke které dochazi predevsim
v pozdni S fazi bunééného cyklu CDK2 (cyklin-dependentni kindzou 2). Tento komplex
podporuje opravu dvouietézcovych zlomlii DNA mechanismem homologni rekombinace
(Yu a Chen 2004; Yun a Hiom 2009; Buis ef al. 2012; Ferretti et al. 2013) a to pomoci
interakce s komplexem MRN. Soucésti komplexu MRN je MREI11 s exonukleazovou 1
endonukledzovou aktivitou, kterd =zajistuje resekci 5° konci DNA v misté
dvoufetézcového zlomu a vytvaii tak 3¢ ssDNA presahy, které jsou nutné pro opravu DSB
homologni rekombinaci (Shibata et al. 2014). CtIP je kofaktor MRE11 (Anand et al.
2016) a CtIP spolecné s BRCA1 podporuje resekceti, kterd je zajistovana MRE11. Tyto tii
proteiny spolu interaguji vSa G2 fazi a spolecné také reguluji vybér opravného
mechanismu dvoufetézcovych zlomil ve prospéch homologni rekombinace (Sartori ef al.

2007; Chen et al. 2008; Escribano-Diaz et al. 2013). Bez pfitomnosti BRCA1 je resekce
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vyrazné zpomalena (Cruz-Garcia et al. 2014), ackoliv n¢které studie tvrdi, Ze interakce

BRCAT1 s CtIP neni pro samotnou resekci nutna (Reczek et al. 2013; Polato et al. 2014).

1.2.5.4 Komplex BRCA1-PALB2-BRCA2

Komplex tii proteini, BRCA1, PALB2 a BRCA2, mé kli¢ovy vyznam pro opravu
DSB pomoci HR. Dilezitou roli zde pfitom hraje protein RADS51, jehoz lokalizace a
spravna funkce pii opravé je zavisla na proteinu BRCA2 (Yuan et al. 1999). Proteiny
BRCA1 a BRCA2 interaguji (Chen ef al. 1998) skrze protein PALB2, ktery v komplexu
slouZzi jako jejich leSeni a lokalizator BRCA2. Interakce BRCA1 s PALB2 je zajistovana
motivy coiled-coil na obou proteinech. Tato interakce je pro homologni rekombinaci
vyzadovana, nebot BRCAI je nutny pro spravnou lokalizaci PALB2 a BRCA2
k poskozenému mistu DNA (Sy et al. 2009; Zhang, Fan, et al. 2009; Zhang, Ma, et al.
2009). Ulohou BRCA?2 je poté kromé lokalizace také schopnost proteinu RAD51 vézat
DNA a tim podporovat HR (Davies et al. 2001; Jensen et al. 2010).

1.2.6 Regulace exprese genu BRCA

Genova exprese je komplexni proces, béhem kterého dochédzi k prevodu
informace ulozené v sekvenci DNA do funk¢nich genovych produktti v podobé¢ proteintl,
¢i do nekddujicich RNA. Pro buiky je nezbytné mnozstvi genovych produkti regulovat,
k ¢emuz vyuzivaji rlizné mechanismy, souhrnné¢ oznacované jako regulace genové
exprese. Cely tento proces probiha na n€kolika urovnich: regulaci transkripce (Atkinson
a Halfon 2014), regulaci post-transkripénich procesi, regulaci pomoci miRNA (micro
RNA), regulaci stability mRNA (messenger DNA) a regulaci translace (Day a Tuite 1998).
V ptipadé genu BRCAI bylo dosud popsano nékolik odlisnych typl regulace jeho exprese
a to na Urovni transkripce, alternativniho sestfihu, na regulaci pomoci miRNA a na

regulaci translace (Obr. 5)

22



3'UTR

iR-498 - i
la 1b 2 3 a 23 MiR-A%8 o 1a6b.5p MR-187-5p

miR-146a

Obradzek 5: Schématicky obrdazek cis regulacnich oblasti genu BRCAI. Na obrdzku jsou nekodujici
casti exonui vyznaceny jako obdélniky vyplnéné svétle modie. Tmavé modre jsou vyplnéné nekodujici
casti exonu. Hlavni pozitivni trans-regulatory transkripce genu (GABPao/B, 53BP1, ER-a) jsou
znazornény zelenym pismem a vertikalnimi carami, které oznacuji oblast konsensniho vazebného mista
prislusného transkripcniho faktoru, zatimco negativni regulatory jsou znazornény pismem Cervenym. 5 °
UTR (5 " untranslated region, 5 ‘ neprekladana oblast) oblast se sklada ze dvou casti — 5 UTR v casti
nekodujiciho exonu la je zndzornéna zlutym pozadim a 5° UTR oblast exonu 1b je zndzornéna
teckovanym vzorem. Cervené horizontdlni cary znaci pribliznou oblast popsanych interakei s miRNA a

vertikalni cary znaci misto, kam se vazi negativni proteinové regulacni faktory (BRCALl). Fialova

.....

1.2.6.1 Regulace genu BRCAI na Grovni transkripce

Transkripce je regulovana soucinnosti cis elementi na DNA a proteinovych
transkripcnich faktort. Jejich interakce s naslednym vlivem na transkripci je zarovei
siln¢ ovlivnéna piistupnosti DNA, charakterizovanou stupném kondenzace, respektive
strukturou chromatinu a dale urovni metylace. Celkovy dopad na transkripci pfitom miiZze

byt jak pozitivni (aktivatory transkripce) tak negativni (represory) (Lelli ef al. 2012).

Transkripce BRCAI je fizena dvéma riznymi promotory, o a 3, které produkuji
dva razné transkripty, BRCAla a BRCAIb, z nichz kazdy ma svij vlastni pocatek
transkripce. Promotor a je obousmérny a reguluje jak transkripci BRCA 1, tak sousedniho
NBR?2. Ani jedna z proximalnich promotorovych oblasti neobsahuje TATA box (Xu et al.
1995; Xu et al. 1997).

Transkripéni aktivita BRCAI promotoru je nepiimo stimulovdna nékolika
hormony, z nichZ nejlépe popsany je estrogen (Gudas et al. 1995; Marks et al. 1997).
V proximdlni ¢asti promotoru BRCAI se nachdzi element pro vazbu transkripéniho
faktoru AP-1 (activator protein 1). Po stimulaci bunky estrogenem je k AP-1 pfiveden
aktivovany ERa spole¢né s p300 a SRC-1 (steroid receptor coactivator 1). SRC-1 a p300

maji histon-acetyltransferazovou aktivitu pomoci které indukuji acetylaci histond a
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zesiluji tak transkripci (Sealy a Chalkley 1978; Lin ef al. 1989; Ogryzko et al. 1996;
Spencer et al. 1997). Stimulaci estrogenem lze vSak prerusit, pokud je na n¢j vazan
protein AhR (aryl hydrocarbon receptor) a jeho ligand TCDD (2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin). Po navazani TCDD na AhR odpadnou transkrip¢ni faktory
p300 a SRC-1 ze svého vazebného mista. Nasledné jsou do mista aktivniho promotoru
pfivedeny histon deacetylazy, které deacetylaci histond snizi aktivitu transkripce (Yang a
Seto 2003; Jeffy et al. 2005; Hockings et al. 2006). Krom¢ estrogenu byla také popsana
stimulace transkripci BRCA I pomoci prolaktinu (Favy et al. 1999) a progesteronu (Gudas

et al. 1995). Mechanismus jejich uc¢inku vSak nebyl dosud pln¢ charakterizovan.

Dale bylo u BRCA1 popséano nékolik proteinovych aktivatorti transkripce. Mezi
n¢ patii protein FRBR (factor required for BRCAI transcription), ktery kromé BRCAI
reguluje také NBR2 a véaze se do proximélniho promotoru a (Suen ef al. 2005). Déle v
regionu proximalniho promotoru a leZi element nazvany RIBS nachézejici se cca -200 bp
od pocatku transkripce BRCAla. Na RIBS se véaze transkripéni faktor GABPa/p (GA-
binding protein o/f) figurujici v tomto misté jako transkripcni aktivator (Xu et al. 1997,
Atlas et al. 2000). Dalsi dil¢i pozitivni regulacni element, CREB (cAMP response
element-binding protein), se nachdzi v oblasti 176 az 166 ,upstream* od pocatku
transkripce BRCA la. Na ten se vazi transkripéni faktory CRE (cAMP response elements)
a ATF-1 (activating transcription factor 1) (Atlas et al. 2001).

Dalsi pozitivni regulator vazajici se na oblast proximélniho promotoru je protein
53BP1 (Rauch et al. 2005). 53BPI1 je, stejn¢ jako BRCAI, asociovan s vybérem
mechanismu oprav v piipadé DSB a ptimo se 1 podili na opravé DNA. Chrani konce DNA
proti rozsahlym resekcim, které vedou k opravam mechanismem homologni rekombinace,
a tudiz podporuje C-NHEJ cestu oprav dvoutetézcovych zlomi pii poSkozeni. K tomu
mu pomahaji jeho interak¢ni partnefi RIF1 a PTIP (PAX transcription-activation domain-
interacting protein), které resekci brani. Tato skutecnost naznaCuje vyznam BRCA1
v procesu regulace DNA reparacnich procesii (Escribano-Diaz et al. 2013; Zimmermann

etal. 2013).

Ne&kolik ptipadi pozitivni regulace existuje i mimo proximalni promotor BRCAla.
Prvni z nich je element lezici na intronu 2 a druhy lezici na intronu 12 (Dos Santos et al.
2018). Distaln¢ od promotoru BRCAI o se potom vaze protein c-myc (Chen ef al. 2011).

Transkripéni faktor c-myc je pozitivnim regulatorem bunééné proliferace. ZvySena
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exprese BRCA1 byla popsana v proliferujicich buiikédch. Tento fakt naznacuje
specifickou funkci BRCAL1 v regulaci bunééného cyklu, proliferaci a diferenciaci tkéni.

(Gudas et al. 1996; Vaughn et al. 1996; Bretones et al. 2015).

Velmi zajimavym fenoménem ovliviiujicim transkripci BRCAla je jeho negativni
autoregulace vlastnim proteinovym produktem, ktery snizuje aktivitu transkripce a ktery
asociuje s regionem proximalniho promotoru. Protein BRCA1 se na tuto oblast nevaze
pfimo, ale skrze sv¢ interakéni proteinové partnery E2F-1 (E2 Transcription Factor) a Rb
se kterymi tvofi komplex (De Siervi et al. 2010). Kromé toho je exprese BRCA1
negativné regulovana korepresorem CtBP (carboxyl-terminal binding protein) vaziciho
se do oblasti proximalniho promotoru. CtBP je aktivni zejména v prostfedi s niz§im
pomérem NAD'/NADH (nikotinamid adenin dinukleotid) a tudiz jde o pfipad
metabolicky zavislé represe. CtBP zvySuje aktivitu HDAC (histon deacetyldza), ¢imz
brani acetylaci N-koncti H3 a H4 histonl v blizkosti proximalniho promotoru (Turner a
Crossley 1998; Deng et al. 2010; Di et al. 2010), které indukuji deacetylaci N-koncl

histonii spojenou s nizsi aktivitou transkripce (Yang a Seto 2003).

Kromé CtBP se na proximalni promotor BRCAla samostatn¢ vazi transkripéni
faktory E2F-4, E2F-6, p130 a p107, které transkripci také reguluji negativné (Wang et al.
2000; Oberley et al. 2003; Bindra et al. 2005). Faktory rodiny E2F se vazi na dva rizné
cis elementy (Bindra a Glazer 2006). Soucésti proximalniho promotoru je i tzv. UP
represivni cis element, na ktery se vaze transkripéni faktor GABPo/f, ktery v tomto

piipadé slouzi jako represor (Bindra a Glazer 2006; MacDonald ef al. 2007).

Popséany byly 1 negativni regulatory transkripce BRCAI/ mimo proximalni
promotor. Mezi né patii transkripni faktor BP1, ktery se vaZze se do oblasti prvniho
intronu BRCAI (Kluk et al. 2010). Ke zfejmému vyznamu intronti pro regulaci BRCAI
pfispiva 1 represivni cis element intronu 1 (Suen a Goss 2001) a dva konzervované
represivni cis elementy nachdzejici se na intronu 2, az 2,5 kbp (pary kilobazi)

,downstream* od promotoru BRCAla (Wardrop a Brown 2005).

Nalezena byla souvislost mezi transkripénim represorem ID4 (Inhibitor of
differentiation 4) a transkripci BRCAI, ackoliv se nevi, zda ID4 snizuje aktivitu
transkripce BRCAI ptimo, nebo nepiimo (Beger et al. 2001). Jina studie ukazuje, Ze
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protein BRN-3B (Brain-specific homeobox 3b) rodiny POU (Pit-1, Oct-1, Unc-86) ma
inhibitorni efekt na transkripci i translaci BRCA1 (Budhram-Mahadeo et al. 1999).

Promotor a pseudogenu wBRCA I vykazuje az desetkrat niz$i transkripéni aktivitu
nez promotor o genu BRCAI. a promotor wBRCAI, na rozdil od standardniho o
promotoru BRCA 1, neobsahuje elementy pro vazbu CREB, element RIBS a elementy pro
vazbu E2F, avSak oba obsahuji shodny element pro vazbu transkripcniho faktoru SP1
(specificity protein 1) (Pettigrew et al. 2010). Jednou z dosud nepopsanych moznosti
regulace transkripce BRCAI je tedy kompetice promotoru a-wBRCAI o transkripéni

faktory se standardnim promotorem oo BRCA1.

Dal$im regulacnim mechanismem transkripce je mira metylace promotoru
v oblasti CpG ostruvkd, ktera je spojena s nizsi aktivitou transkripce BRCAI (Rice et al.
2000) i s nizsi koncentraci proteinu BRCA1 (Niwa et al. 2000). Hypermethylace cytidint
v CpG ostravceich nékterych genti byla spojena s maligni transformaci bunky (Esteller et
al. 2001). V ptipad¢ tumor supresoru BRCAI jsou epigenetické zmény povaZovany za
jeden z mechanismil ztraty heterozygozity s ptimym dopadem na maligni transformaci

postizené buiiky.

Proximalni promotor o obsahuje region, ktery odpovida definici CpG ostrovu
(Gardiner-Garden a Frommer 1987; Magdinier et al. 2000). K metylaci cytosind
v promotoru BRCAI u bunék zdravé tkané¢ nedochédzi. Pro nadorové bunky je vSak
hypermetylace promotoru BRCA! s naslednou represi transkripce typicka a pfedstavuje
tak jeden z mechanismt inaktivace tohoto dilezit¢ho tumor supresoru. Tyto metylace se
tykaji predevSim oblasti CREB promotoru rozpoznavané transkripénim faktorem CRE
(Mancini et al. 1998; Catteau et al. 1999). Bylo popséano, Ze tato metylace znemoZzni
transkripénimu faktoru CRE se do této oblasti vazat, coZ ma za nésledek sniZenou expresi
BRCAI1 (DiNardo et al. 2001). Bylo také prokazano, ze kompletni metylace cytosinli
v CpG dinukleotidech proximélniho promotoru BRCAI je spojena s hypoacetylaci N-

koncti histontit H3, H4 a s kondenzaci chromatinu v této oblasti (Rice a Futscher 2000).

1.2.6.2 Regulace exprese BRCA1 pomoci miRNA

Expresi genll 1ze ovliviiovat pomoci miRNA, které se vazi predevSim na 3 UTR

(3 untranslated region, 3 neptekladana oblast) mRNA a které snizuji expresi genti (Lim
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et al. 2005). I BRCAI je cilem nékterych miRNA, konkrétn¢ v oblasti 3 UTR BRCA |,
kam se vazi miR-146a a miR-146b-5p. ZvySena exprese téchto miRNA byla detekovana
ve vétsim mnozstvi v bunkéch triple-negativnich basal-like karcinomu prsu (Matamala et
al. 2016), které jsou spojeny s hereditarnimi karcinomy zptisobenymi BRCA1 (Garcia et
al. 2011). Dal§imi identifikovanymi miRNA, kter¢ inhibuji expresi BRCAI a vézi se na
3¢ UTR, jsou miR-498, majici vazebné misto na nukleotidech 168-189 od zacatku 3 UTR,
a miR-187-5p, majici vazebné misto na nukleotidech 1010-1032 od pocatku 3¢ UTR
(Matamala et al. 2016).

Kromé popsanych vazebnych mist pro miRNA byla identifikovdna u pacient
sekvencni alterace v 3° UTR, kterd vytvofi nové misto pro vazbu miR-103 (Brewster et

al. 2012).

1.2.6.3 Regulace translace BRCA1

K regulaci exprese dochdzi také na urovni translace. Jeji aktivita mtize byt mimo
jiné zavisla na sekvenci nukleotidii v konsensu Kozakové (Kozak 1987). Studie Wanga

et al. popsala u pacientd genetickou variantu BRCA1 v této sekvenci, konkrétné v miste -

.....

.....

kodonu, kterd téZ snizuje aktivitu translace (Signori ef al. 2001).

Translace BRCA1 mize byt regulovéana i stabilnimi sekundarnimi strukturami,
které se tvori v5° UTR (5° untranslated region, 5° nepiekladand oblast). To mize
vysvétlit, pro¢ mé exon 1b az desetkrat niz$i translacni aktivitu nez exon la. V 5° UTR
regionu exonu la se totiz nachazi jen jedna sekundarni struktura dost stabilni na to, aby
sniZzovala translaci, zatimco v 5’ UTR regionu exonu 1b se takové struktury nachdzi tii a

vykazuji vyssi stabilitu. (Sobczak a Krzyzosiak 2002).

1.2.6.4 Tkanove specificka exprese genu BRCA1

Exprese genu BRCAI na urovni proteinu i mRNA se kupodivu nijak nelisi mezi
tkanémi, ve kterych dochazi k rozvinuti tumorii u nosi¢l mutaci v BRCAI a tkdnémi, ve

kterych k rozvinuti tumoru u nosict nedochazi (Uhlen ef al. 2015; ProteinAtlas 2019).
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Obecné je gen BRCAI pokladan za velmi slabé exprimovany a mnozstvi mRNA se

v riznych tkanich stabilné pohybuje v fadu desitek az stovek molekul na jednu bunku.

Vzhledem k funkci BRCA1 neni piekvapivé, ze jeho zvySend exprese byla
popsana v proliferujici tkani a sniZena exprese se naopak objevuje ve tkanich, které
neproliferuji a bunky jsou ve fazi GO (Gudas et al. 1996; Vaughn et al. 1996). Mnozstvi
BRCAT1 se v§ak méni v zavislosti na bunééném cyklu. mRNA genu BRCA1 je v buitkach
v nejvyssim mnozstvi ve G1 fazi bunécného cyklu a pted vstupem do S faze (Gudas et al.
1996; Vaughn et al. 1996), coz koreluje se stabilitou mRNA BRCA, ktera je béhem G1
faze nejvyssi (Signori et al. 2001). Mnozstvi proteinu BRCA1 je v bunkach pred G1 fazi
mnozstvi proteinu lehce snizeno (Gudas et al. 1996; Chen, Farmer, et al. 1996; Vaughn

et al. 1996).

Protoze se v bufice nachézi jen malé mnozstvi kopii proteinu BRCAI, je pecliva
regulace dulezitd, nebot jeho sniZené mnoZstvi v buiice mulze souviset s maligni

transformaci.
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2. Cile prace

Karcinom prsu predstavuje celosvétové velmi zavazny zdravotni problém.
V Ceské republice je kazdy rok diagnostikovano téméf 7000 novych piipadi karcinomu
prsu, coz ptedstavuje zhruba 15 % vSech diagnostikovanych nadorovych onemocnéni u
zen rocné. Vice nez 1400 pacientil na karcinom prsu kazdy rok zemfte. Vydaje na 1écbu
tohoto nadorového onemocnéni se pohybuji okolo 2 miliard korun ro¢né. Z tohoto
hlediska je proto nutné¢ zaméfit se na vyzkum zabyvajici se efektivni predikci rizika a na
stanoveni optimalnich lIéCebnych a preventivnich postupi pomoci tzv. personalizace.
Masivni rozvoj pouziti NGS (Next generation sequencing — sekvenovani nové generace)
technik pro genetické vySetfeni umoziiuje na jedné strané rychlé vysetfeni velkého
mnozstvi genil, ale na druhé strané¢ vede k identifikaci znaéného mnozstvi dosud
nepopsanych sekvencnich alteraci s nejasnym klinickym vyznamem (VUS — Variant of
unknown clinical signifikance). Zna¢na Cast téchto sekvencnich variant je nalezena
v nekddujicich regulacnich oblastech klicovych genti (BRCAI, BRCA2, PALB?2 aj.).
Ptifadit nalezenym variantdm jednoznacny klinicky vyznam je vSak obtizné, ale dulezité,
zejména z hlediska diagnostiky, prevence a lécby. Stanoveni vztahu mezi sekvencni
modifikaci v nekddujici oblasti genti s rizikem vzniku hereditdrni formy karcinomu prsu
by zaroven mohlo vysvétlit, pro¢ je v soucasné mozné uspokojivé vysvétlit geneticky

puvod pouze 45 % ptipadd familiarni formy karcinomu prsu.

Pracovni hypotéza:

Vzhledem ktomu, Zze zatim nebyly charakterizovany zadné mutace
v nekddujicich sekvencich genu BRCAI, nedokdzeme s jistotou fict, ze alterace v této
oblasti miZe negativné ovlivnit expresi genu BRCAI a pfispét tak kriziku vniku
karcinomu prsu. Pro vSechny studie zabyvajici se klinickou klasifikaci sekven¢nich
alteraci v regulacnich nekodujicich oblastech tedy chybi pozitivni kontrola, umoznujici
stanovit vztah mezi mnoZstvim proteinu a biologickou aktivitou produktu exprese genu
BRCAI. Protein BRCA1 je multifunkéni protein, bez vlastni katalytické aktivity. Obecné
uznavanou hlavni funkci BRCAL je jeho pfima ucast na opraveé dvouretézcovych zloml
DNA pomoci homologni rekombinace, kde figuruje jako protein-protein interakéni
modulétor. Tato prace se zabyva popsanim vztahu miry exprese genu BRCAI a aktivity

homologni rekombinace v ramci modelového systému. Vysledky mohou slouzit jako
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zaklad pro funkeni charakterizaci vybranych sekvencnich alteraci v nekodujicich

regulacnich oblastech genu BRCA1 a jejich naslednou klinickou klasifikaci.
Cilem préace je odpovédét na tyto otazky:

1. Jaky je vztah mezi mirou exprese genu BRCAI a aktivitou homologni

rekombinace?

Pti genetickém vySetieni vysoce rizikovych jedinci jsou relativné Casto nalezeny
piipady familiarni formy karcinomu prsu s typicky BRCAI tumorem (triple negativni
basal-like karcinom), ovSem bez pfi¢inné alterace v kodujici sekvenci genu BRCAL.
Jedno z moznych vysvétleni je pritomnost patologické sekvenéni alterace v nekodujicich
regulacnich oblastech genu, které se pii genetickém vySetieni standardné nesekvenuji a

které mohou ovlivnit expresi proteinu BRCAT.

2. Mohou alterace v nekédujici regulaéni oblasti ovlivnit biologickou funkci genu

BRCAT1 vzhledem k riziku vzniku karcinomu prsu?

Ukolem této prace bylo:

e Vytvoreni a optimalizace modelového systému umoziujiciho funkéni in vitro
charakterizaci sekvenc¢nich alteraci v regulacnich nekddujicich oblastech znamych
gent predisponujicich ke vzniku hereditarni formy karcinomu prsu.

e  Funkcni charakterizace vybranych sekvencnich alteraci v 5° UTR genu BRCAI

pomoci vytvofeného modelového systému.
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3. Metody

K vytvoreni modelového systému byla pouzita stabilni bunécna linie adherentnich
bunék odvozenych od lidského osteosarkomu U2 OS se stabiln¢ inkorporovanym
reportérovym systémem DR-GFP (Direct repeat — green fluorescent protein). Cilem
prace bylo navrzeni a vytvofeni expresniho konstruktu CRISPR-Cas9 (Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) a donoru pro efektivni modifikaci
genomu bun¢k modelového systému pomoci homologni rekombinace. Takto navrzeny a
optimalizovany systém byl nasledné¢ vyuzit pro stanoveni zavislosti aktivity homologni
rekombinace na mnozstvi proteinu BRCA1 v burikdch a dale pro funkéni charakterizaci

vybranych sekvenénich alteraci v nekodujici 5° oblasti genu BRCAI.

Studované sekvencni alterace byly do genomu bunék modelového systému
zavedeny ko-transfekci expresniho plazmidového konstruktu CRISPR-Cas9 spolu

s donorovym plazmidem obsahujicim sekvenci homologni k 5‘UTR oblasti genu BRCA1.

Funkéni charakterizace vybranych sekvenénich alteraci byla provedena
stanovenim jejich vlivu na expresi genu BRCA a to na urovni proteinu pomoci ELISA a
na trovni mRNA pomoci RT-qPCR (Quantitative real-time PCR). Déle byl stanoven vliv
studovanych variant na aktivitu homologni rekombinace v butikdch modelového systému

pomoci reporterového systému DR-GFP s vyuZzitim pritokové cytometrie.

3.1.Konstrukce CRISPR-Cas9 vektoru pro modifikaci 5¢ UTR genu
BRCAI

S ohledem na co nejvyssi ucinnost genové modifikace by cilové misto pro aktivni
CRISPR-Cas9 mélo byt lokalizovano v bezprostfedni blizkosti planovaného zasahu
(knock-in). Soucasné s tim je ale nezbytné zajistit, aby aktivni CRISPR-Cas9 rozeznéval
jen cilovou gDNA (genomova DNA) a neStépil donorovou DNA. Toho 1ze dosdhnout
zavedenim synonymni alterace do donorové sekvence v misté rozpoznavaném pouzZitym
systtmem CRISPR-Cas9. Vzhledem ktomu, Ze se pldnované modifikace nachézi
v nekodujici regulacni oblasti genu BRCAI, nachazi se nejbliz§i misto umoznujici
zavedeni synonymni alterace v prvnim kodujicim exonu (exon 2). Synonymni alterace
byla navic zavedena takovym zpiisobem, aby vedla ke vzniku unikatniho restrikéniho
mista rozpoznavaného restrikéni endonukledzou Xhol. Toto restrikéni misto bylo do
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DNA zavedeno pro selekci pozitivné modifikovanych bunék (Obr. 6).

INICIAENI KODON
4321M D L S A I R V E E V 133 Aminokyseliny
GAACAGAAAG ATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTA gDNA
GAACAGARATGAATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTA Donor 1: IVS2 -3GA>TG

GAACAGAARAAGAAATGGATTT SCTCTTCGCGTTGAAGAAGTA Donor 2: IVS2 -4insA
GAACAGAAACAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTA Donor 3: IVS2 -3G>C
cit
CRISPR-cas9 PAM
() N V. I N A M O K|]I L E C P I Aminokyseliny
CAABATGTCBTTAATGCTATGCAG gDNA
CAAAATGTCATTAATGCTATGCAGAAAATC E 'CGAGI'GCCCCATCTGGT Donory (Stejné)

Restrikéni misto rozezndvani Xhol

Obrazek 6: Schématické zndazornéni pozice pouZitych sekvencnich alteraci v donorové sekvenci pro
modifikaci genu BRCAI. Cast donorové sekvence wild type (wt) je zobrazena tmavomodrym pismem.
Tato sekvence obsahuje iniciacni kodon (v ¢erveném ramecku), cil CRISPR-Cas9 systému (v zeleném
ramecku) a sekvence PAM (v modrém ramecku). Sekvence ruznych inzertii, ve kterych jsou zavedeny
modifikace, jsou zndzornény zelenym pismem. VSechny nukleotidy, které se od piivodni sekvence lisi,
jsou znazornény cCervenym pismem. Ve Zlutém ramecku je na modifikované sekvenci (ktera je pro
v§echny typy donorovych sekvenci stejna) znazornéno restrikcni misto, které je po zavedeni modifikaci
rozeznavano Xhol. OranzZovym pismem je zndzornena sekvence aminokyselin, ktera se neméni ani

v pripade zavedeni modifikace do kddujici sekvence, nebot jde o synonymni alterace.

3.1.1. Navrzeni sgRNA

sgRNA (single guide RNA) je strukturalni souc¢asti aktivniho ribonukleoproteinu
CRISPR, ktera zajiStuje sekvencni specificitu endonukledze cas9 na zékladé vzajemné
komplementarity sgRNA a cilové DNA. Tento oligonukleotid musi byt komplementarni
k 19-ti nukleotidim cilové DNA a musi pfimo sousedit s motivem PAM (protospacer
adjacent motif; konsensni sekvence NGG) na 3" konci cilové DNA. V oblasti PAM dojde
k rozstépeni obou fetézct cilové DNA a vzniku dvoufetézcového zlomu (Jinek et al.

2012).

Pro navrzeni sekvence sgRNA cilené do oblasti genu BRCAI (hg 19; Chr
17:41,276,114 —41,276,150) byl vyuzit volné ptistupny program ,,CHOP CHOP* (Labun
et al. 2019). Z navrzenych sgRNA byla vybrana pfednostné ta, ktera dle pouzitého

programu vykazovala nejmensi pocet tzv. ,,off-target ““ cili. Dal$im kritériem vybéru byla
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pfitomnost nukleotidu T na 3" konci pouzité sgRNA a co nejvyssi t€innost vyjadiena
¢iselnym koeficientem 0.39 (dle pouzitého programu). Na zékladé té€chto kritérii byly pro

pripravu CRISPR expresniho vektoru navrzeny oligonukleotidy:

Sense: 5"- CACCGAATCTTAGAGTGTCCCATC - 3°

Antisense: 5"- AAACGATGGGACACTCTAAGATTC - 3°

Jednotlivé ftetézce sgRNA se skladaji z 19-ti nukleotidi cilové sekvence
(znadzornény modre) a mista rozpoznavaného restrikcni endonukledzou Bbs/ (znazornény
cervené), které bude slouzit pro klonovani inzertu do expresniho vektoru px330, kterému
se veénuje nasledujici podkapitola (3.1.2 Ptiprava expresniho vektoru px330).
Oligonukleotidy byly syntetizovany firmou GeneriBiotech v mnozstvi 40 nmol se
standardni purifikaci pomoci OPC™ (,,Oligonucleotide Purification Cartridge* od firmy

Thermo Fisher).

3.1.2. Priprava expresniho vektoru px330

Expresni vektor, ktery byl pouzit pro expresi CRISPR-Cas9, je plazmid px330
s U6 promotorem, ktery je chiméricky, nebot’ umoznuje expresi jak sgRNA, tak proteinu
hSpCas9. Jeho délka je 8506 bp, obsahuje kazetu rezistence k ampicilinu a byl vytvoren
v laboratoii Feng Zhanga (pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9). Plazmid byl ziskdn
z databdze  Addgene: plasmid #42230; http://n2t.net/addgene:42230; RRID:
Addgene 42230) (Cong et al. 2013).

Sense i antisense sgRNA byly natedény pomoci ddH>O (destilovand H>O) na
koncentraci 100 uM. Nejprve byla provedena modifikace volnych 5° koncli sgRNA
oligonukleotidli fosforylaci, katalyzovanou polynukleotid kinazou (PNK) s naslednou
hybridizaci obou polynukleotidovych ¢asti. To bylo provedeno nasledujicim zplsobem:
Do c¢isté zkumavky byl pfidan 1 pl roztoku se sense sgRNA a 1 pl roztoku s antisense
sgRNA. K nim bylo pfidano 1 pl 10x koncentrovaného liga¢niho pufru (New England
Biolabs), 1 ul ,,T4 PNK* (New England Biolabs; koncentrace 10 U/ ul) a do vysledného
objemu 10 pl byla ptidana ddH>O. Tato smés byla inkubovana v termocykléru pii 37 °C
po dobu 30 minut. Nasledné byla teplota zvySena na 95 °C a po 5-ti minutach v této
teploté nasledovalo postupné ochlazovani na 25 °C a to snizenim teploty o 5 °C kazdou

1 minutu. Po skonceni programu byl vysledny produkt nafedén 1:199 ddH-»O.
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Naésledovala ligace. Ve zkumavce byla pfipravena ligacni smés, ktera se sestavala
ze 100 ng vektoru pX330Cas9, 2 ul 10x ,,CutSmart®“ pufru (New England Biolabs), 1
ul 10mM dithiothreitolu (DTT), 1 ul 10mM ATP, 0.5 ul T7 ligdzy (3 000 U/ ul, New
England Biolabs), 1 ul ,,FastDigest Bbs/* (10 U/ul, New England Biolabs), 2 ul fedénych
oligo duplexti ptipravenych v ptedchozim kroku a 12 pul ddH>O. Smés byla pro zaligovani
inzertu inkubovdna v termocykléru, a to v Sesti dvoufazovych cyklech. Obé faze

probihaly 5 minut. Prvni pii teploté 37 °C a druha pti 21 °C.

Pro zbaveni se linearizované DNA, kterd nebyla zaligovéna, byla pouzita
exonukledza $tépici linearni DNA, ,,PlasmidSafe DNaza.“ Pro tuto metodu byl pouzit kit
,Plasmid-Safe™ ATP-Dependent DNase* (Epicentre) nasledujicim zplGsobem: Do
produktu po inkubaci v termocykléru z pfedchoziho kroku byl pfidan 1.5 pl 10x
,PlasmidSafe pufr, 1.5 ul 10mM ATP a 1 pl ,,PlasmidSafe exonukleazy (10 U/ul, New
England Biolabs). Smés byla 30 minut inkubovédna v termocykléru pfi teploté 37 °C a
dalSich 30 minut pfi teploté 70 °C. Vysledna reakéni smés byla nasledné transformovana

do chemicky kompetentnich bunék.

3.1.3. Transformace plazmidii do kompetentnich bun¢k

Pro amplifikaci vektort byly pouzity chemicky kompetentni buiiky ,,One Shot™
TOP10* Escherichia coli (Invitrogen™). Do této bunécné suspenze o objemu 50 pl, ktera
byla drZena na ledu, bylo pfidano 25 pl produktu liga¢ni reakce z pfedchoziho kroku.
Zkumavky byly poté 30 minut inkubovany na ledu. Nasledné byl proveden teplotni Sok
pii 42 °C, ve kterém byly zkumavky ponechany ptfesné¢ 1 minutu. Poté byly zkumavky
s transformacni reakci vraceny na led, kde byly ponechany 2 minuty. Déle bylo do
zkumavek s kompetentnimi bunikami ptidano 200 pl Zivného média LBM (Luria-Bertani
medium). Buiiky byly 2 hodiny inkubovany v tiepacce pii 220 otackach/minutu pii 37
°C. Nasledn¢ byly bunky vysety na pevny agar LBA (Luria-Bertani Agar) s pfidanym
ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany pii 37 °C pies noc. Z narostlych bakteridlnich

buné¢k byla nasledné izolovana plazmidova DNA.

34



3.1.4. 1zolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidové DNA byl pouzit kit ,,NucleoBond® Xtra Mini/Midi*
(Macherey-Nagel). Dle mnozstvi vstupniho materialu - suspenze transformovanych

kompetentnich buné¢k, byl pouzit Mini/Midi postup.

Pro Mini preparaci DNA (pouzito pro krok 3.1 Konstrukce CRISPR-Cas9 vektoru
pro modifikaci 5° UTR genu BRCAI a pro krok 3.2.2: Klonovani do vektoru (,,STRATA
clone systéem‘) byly bunky zjedné bakteridlni kolonie zaockovany do banck
obsahujicich 3 ml Zivného média LBM s ptidavkem ampicilinu (100 pg/ml). Banky
s kulturou byly kultivovany 8 hodin na laboratorni tfepacce pii 220 ot/min a pfi teploté

37 °C.

Pro Midi preparaci DNA (pouzito pro krok 3.2.3: Site-directed mutagene) byly
buiikky zjedné bakteridlni kolonie zaockovany nejprve do 2 ml LBM s ptidavkem
ampicilinu a po dvou hodinové inkubaci pti 220 ot/min a pfi teploté 37 °C byla tato
kultura natedéna Cerstvym LBM na objem 50 ml a kultivovana pies noc na tfepacce pii

rychlosti 220 rpm a teploté 37 °C.

Buiiky byly nasledné 10 minut centrifugovany v rychlosti 6 000 x g pti 4 °C. Pelet

bun¢k byl po centrifugaci usazen na dné a supernatant byl odstranén.

K peletu bun¢k bylo pfidano 8 ml/ 12 ml (Mini / Midi preparace) resuspenda¢niho
pufru ,,RES* (Macherey-Nagel) s ptidavkem ,,RNAsy A“ (Macherey-Nagel) a tato smé&s
byla homogenizovana pomoci pipety. Do suspenze bylo nasledné¢ pfidano 8 ml / 12 ml
lyza¢niho pufru ,,LYS* (Macherey-Nagel) a zkumavky byly n€kolikrat ru¢né otoceny,
dokud se smés neobarvila do modra. Zkumavky byly poté inkubovany 5 minut
pii pokojové teploté. Ekvilibrace NucleoBond® Xtra (Macherey-Nagel) kolonek
probéhla tak, Ze do nich byl vsazen kolonovy filtr, na jehoZ okraje bylo aplikovano 12 ml
/25 ml ekvilibra¢niho pufru,,EQU* (Macherey-Nagel). 8 ml/12 ml neutraliza¢niho pufru
»NEU* (Macherey-Nagel) bylo pfiddno do modré smési s bunéénym lyzatem. Se
zkumavkou bylo otaceno tak dlouho, dokud se smés neodbarvila. Poté byla bezbarva
smés prenesena do ekvilibracniho filtru na NucleoBond® Xtra kolonce. Po vyprazdnéni
filtru bylo pro jeho vymyti pfidano 5 ml / 15 ml ekvilibra¢niho pufru ,,EQU* (Macherey-
Nagel) a filtr byl odstranén. Pro proplachnuti ,,NucleoBond® Xtra*“ kolonek bylo pfidano
8 ml / 25 ml promyvaciho pufru ,,WASH* (Macherey-Nagel). Eluce plazmidové DNA
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byla provedena ptidanim 5 ml / 15 ml elu¢niho pufru ,,ELU* (Macherey-Nagel) do nové

zkumavky.

Pro precipitaci eluované plazmidové DNA bylo pfiddno 3.5 ml / 10.5 ml
isopropanolu, nacez byla tato smés vortexovana a poté centrifugovana piti 15 000 x g 30
minut pii 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a k peletu bylo pfidano 2 ml / 4
ml 70 % ethanolu. Smés byla centrifugovana pii 15 000 x g 5 minut za pokojové teploty.
Supernatant byl odsaty pipetou, zkumavka byla ponechdna v pokojové teploté pro
vysuseni a pelet byl po usuSeni rozpustén v ddH»O. Spravnost konstruktu byla ovéfena

sekvenovanim inzertu v jeho plné délce viz 3.1.5.

3.1.5. Sekvenovani

Sekvenovani bylo provedeno Sangerovou metodou s fluorescenéné znacenymi
terminatory. Pokud byl jako templat pro sekvenéni reakci pouzit PCR produkt, bylo
nejprve provedeno oSetieni templatu pomoci ,,ExoSAP-IT™* (Affymetrix, Inc)
nasledujicim zptsobem: Nespotfebované primery a ANTP’s z pfedchozi PCR reakce byly
odstranény pfidanim 1 pl ,,ExoSAP-IT* ¢inidla na kazdych 5 pl PCR produktu
s naslednou inkubaci 15 min v 37 °C. Inaktivace ,,ExoSAP-IT* byla provedena pfidanim
1 ul 10mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) do reakéni smési a inkubaci pfi

70 °C po dobu 15 min.

Sekvenacni reakéni smés byla pfipravena smichanim 1 pl ,,BigDye v 3.1%
(Applied Biosystems), 2 ul 5x ,,sequencing® pufru (Applied Biosystems) 4 pmol primeru,
0.5 ng templatu DNA a 1.5 pl ddH»O.

Sekvence primerti pouZitych pro sekvenaci:

Sense: 5"- AGCTAAGGCTACCACCACCTAC -3~
Antisense: 5"- GCCATTTCAAGTGATGGAGCTTG -3~

Po  sekventni reakci byl DNA  produkt purifikovan = pomoci
EDTA/acetat/ethanolové precipitace. Do zkumavek se sekvencni reakci bylo pfidano 1
pl 0.125M EDTA, 1 pl 3M NaAc (acetat sodny; pH=5.2) a 30 pul 100 % ethanolu. Smes
byla michdna 1 minutu na vortexu a nasledné byla ponechana 5 minut pii pokojové
teploté. Zkumavky byly po tomto kroku centrifugovany 25 minut pfi 14 000 % g. Po této
centrifugaci byl odsat supernatant a peleta DNA oplachnuta pfidanim 60 pl 70 %
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ethanolu. Nasledné byla opakovana centrifugace, pfi rychlosti 14 000 x g 15 minut.
Supernatant byl odsaty a vzorky byly 5 minut inkubovany v 90 °C pro Uplné vysuseni
ethanolu. Nakonec byl precipitat rozpustén ve 12 ul formamidu (Sigma Aldrich). Pred
kapilarni separaci byla provedena denaturace DNA inkubaci pti 95 °C po dobu 5 min.

Separace sekvenacni reakce pomoci kapilarni elektroforézy a nésledné
vyhodnoceni bylo provedeno v automatickém sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer
(Hitachi) na kapilarach o délce 36 cm s pouzitim polymeru POP-6 (ThermoFisher
Scientific). Aplikace vzorku elektro-injekei trvala 15 sekund, separace byla v zavislosti
na délce analyzovaného produktu provadéna po dobu 40 — 90 min. Sekvenacéni reakce

byly vyhodnocovany v programu FinchTV 1.5.0 (Geospiza Inc.; Seattle).

3.1.6. Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin

Koncentrace nukleovych kyselin byla stanovena spektrofotometricky pomoci
ptistroje NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer méfenim pii
vlnové délce 260 mm a 280 nm. Pomér absorbanci slouzil zaroven jako indikator Cistoty

vzorku a mél by byt 1,8 a vic.

3.2.Pfiprava donorové DNA

Pro genomovou modifikaci s pouZzitim CRISPR—cas9 metodiky byl jako templat
pro homologni rekombinaci pouzit donorovy konstrukt. Ten se skladal z klonovaciho
vektoru ,,pSC A-amp/kan* (StrataClone) a z inzertu (Obr. 7) tvofené¢ho 5 UTR oblasti
genu BRCAI a prilehlou kodujici oblasti. Zhruba v poloviné inzertu se nachazi misto
s analyzovanou sekvené¢ni alteraci. Usek nalevo a napravo od alterace slouzi jako
homologni ramena pro opravu DNA mechanismem HR. Sekvence rozeznavana pouZzitym
CRISPR-Cas9 se nachazi v pravém homolognim ramenu v kodujici oblasti genu BRCA .
V tomto misté jsou do donoru zavedeny synonymni sekvencni alterace zamezujici
rozpoznani a S$tépeni donorového konstruktu pouzitym CRISPR-Cas9. Inzert byl
pfipraven pomoci PCR amplifikace s templatem gDNA izolované z bun¢k U2 OS. Po

naklonovani do vektoru byl modifikovan metodou site-directed mutageneze.
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34 254
AGCTAAGGCTACCACCACCTACCCGGTCAGTCACTCCTCTGTAGCTTTCTCTTTCTTGGAGAAAGGAARAAG

-253 -183
ACCCAAGGGGTTGGCAGCAATATGTGAAAAANTTCAGAATTTATGTTGTCTAATTACAAAARGCAACTTCT

182 -12
AGAATCTTTAARAATAAAGGACGTTGTCATTAGTTCTTTGGTTTGTATTATTCTAAAACCTTCCAAATCTT

-111 -41
AAATTTACTTTATTTTAAAATGATAAAATGAAGTTGTCATTTTATAAACCTTTTAAARAGATATATATATA

-40 141 431
TGTTTTTCTAATGTGTTAAAGTTCATTGGAACAGARAGAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAG

+32 +102
TACAAAATGTCATTAATGCTATGCAGAAAATCTTAGAGTGTCCCATCTGGTAAGTCAGCACAAGAGTGTAT

+103 +173
TAATTTGGGATTCCTATGATTATCTCCTATGCAAATGAACAGAATTGACCTTACATACTAGGGAAGAAAAG

+174 +244
ACATGTCTAGTAAGATTAGGCTATTGTAATTGCTGATTTTCTTAACTGAAGAACTTTAAAAATATAGAARA

+245 2315
TGATTCCTTGTTCTCCATCCACTCTGCCTCTCCCACTCCTCTCCTTTTCAACACAAATCCTGTGGTCCGGG

316 +386
DAAGACAGGGACTCTGTCTTGATTGGTTCTGCACTGGEGECAGGAATCTAGTTTAGATTAACTGGCATTTTG

+387 +430
GCTTTTCTTCCAGCTCTAAAACAAGCTCCATCACTTGAAATGGC

Obrizek 7: Cist sekvence genu BRCAL, kterd bude vloiena do plazmidu pSC A-amp/kan. Wt sekvence
nukleotidii (754 bp) izolovana z bunek U2 OS, kterd bude modifikovana pro ucely vytvoreni modelového
systému. Modie je zndzornén iniciacni kodén ATG a nukleotidy jsou ocislovdany s ohledem k nému. Sedou

barvou je zvyraznéna oblast exonu 2, na kterém lezi pocatek translace.

3.2.1. PCR amplifikace

Inzert pro donorovou DNA byl pfipraven pomoci PCR amplifikace s pouZitim
gDNA izolované z bun€k U2 OS jako templatu. Reakéni smés pro PCR byla pfipravena
smichanim 100 ng templatu gDNA, 2.5 ul 10x ,,LA PCR* pufru II (TaKaRa), 2.5 pl
25mM MgCl, (TaKaRa), 30 pmol forward (5 - AGCTAAGGCTACCACCACCTAC -3)
a 30 pmol reverse (5" - GCCATTTCAAGTGATGGAGCTTG -37) primerd, 1.6 pl
dNTP’s (10 mM — 2.5 mM kazdého dNTP), 0.1 ul ,,TaKaRa La Taq* polymerazy (5 U/
ul), a ddH>O do vysledného objemu 25 pl. Smés byla poté inkubovana v termocykléru,

ve kterém byl nastaven nasledujici program: inicialni denaturace 3 minuty pii 95 °C.
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Nasledovalo 30 shodnych cykld, které zacinaly denaturaci, ktera trvala 30 sekund a
probihala v teplot¢ 95 °C. Nasledovalo nasednuti primert (30 sekund pii 60 °C) a
prodluzovéani (1 minuta pfi teploté 72 °C). Po téchto cyklech nésledovala terminalni

elongace, ktera trvala 7 minut pii 72 °C.

Uspésnost amplifikace DNA pomoci PCR byla zkontrolovana pomoci
elektroforézy na 1,5 % agar6zovém gelu v prostiedi TBE pufru. Separace byla provadéna
po dobu 45 minut pii konstantnim napéti 80 V. Délka PCR produktu byla porovnana
s DNA standardem (,,O"Gene DNA ruler 1 kb*; ThermoFisher Scientific).

3.2.2. Klonovani do vektoru (,,STRATA clone systém )

Inzert DNA, ktery byl ziskdn v ptedchozim kroku (0), byl zaligovan do
klonovaciho vektoru pSC A-amp/kan (StrataClone) pomoci ,,PCR StrataClone Cloning
kit (Agilent).

Ligace probéhla nasledujicim zplisobem: Do zkumavek bylo pfiddno 3 pl
»trataClone Cloning® pufru, 2 pl purifikovaného PCR produktu a 1 pl ,,StrataClone
Vector Mix amp/kan® vektoru. Smés byla inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté.
Nasledné byla provedena transformace liga¢ni smési do chemicky kompetentnich bun¢k
»StrataClone SoloPack* dle postupu popsaného v kapitole 3.1.3 (Transformace plazmidt
do kompetentnich buné€k). Nasledné¢ byly builky vysety na agarové misky s LBA a
ampicilinem (100 pg/ml). Pro selekci spravné zaligovanych konstruktl byl proveden
,blue/white screening®. Pro tento ucel obsahoval LBA 140 pg/ml X-gal a 40 pg/ml IPTG.
Po inkubaci ptfes noc pii teplot¢ 37 °C byly vybrany bilé kolonie a zaockovany do
tekutého média. Nasledn¢ byla provedena izolace plazmidové DNA dle ,,MINI* verze
preparace, kterd je popsana v kapitole 3.1.4 (Izolace plazmidové DNA) a kontrola
spravnosti ligace pomoci sekvenovani, které bylo shodné jako sekvenovani v kapitole

3.1.5 (Sekvenovani).

3.2.3. Site-directed mutageneze

Site-directed mutageneze je metoda zalozena na principu PCR amplifikace, ktera

dovoluje vytvotit bodové alterace pomoci dvou primert homolognich k cilové sekvenci.
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Tyto primery obsahuji pozadovanou sekvencéni alteraci. Jako templat pro PCR
amplifikaci byl pouzit konstrukt v pSC A-amp/kan vektoru viz ptedchozi krok. Po
amplifikaci byl tento templat zreakéni smési odstranén pomoci Stépeni methyl

specifickou restrikéni endonukleazou Dpn/ (Hutchison et al. 1978).

Pro alteraci inzertu byla pouzita dvou krokova site-directed mutageneze.
V prvnim kroku byly do kédujici oblasti genu BRCA1 rozeznavané pouzitym CRISPR-
Cas9 zavedeny tfi rizné synonymni alterace. Ty m¢ly ¢init donor CRISPR-rezistentnim
a které zaroven v donoru vytvotily misto rozeznavané restrikéni endonukleazou Xho/ pro
potiebu nasledné selekce stabilnich klont. V druhé site-directed mutagenezi byly do takto

ptipraveného konstruktu zavedeny analyzované alterace v nekddujici oblasti BRCA [ pred

.....

Pro PCR reakci bylo pouzito 10 ng templatu DNA, 15 pmolt forward primeru, 15
pmoli reverse primeru, 1.6 pl smési ANTP’s (2.5mM kazdého dNTP), 5 ul 10x ,,LA PCR
pufru II* (TaKaRa), 5 pl 25mM MgCl, (TaKaRa) a 1 pl ,,TaKaRa La Taq* polymerazy
(5 U/ pl). Nakonec byla ptfidana ddH>O do vysledného objemu 50 pl.

Sekvence primert pouzitych pro site-directed mutagenezi ¢.1 — zavedeni modifikaci

neménicich smysl kodonl (mutované baze jsou v sekvenci primeru zvyraznény):

Sense: 5'-GAAAATCCTCGAGTGCCCCATCTGGTAAG-3’

Antisense: 5’- GATGGGGCACTCGAGGATTTTCTGCATA -3’

Sekvence primerti pouzitych pro site-directed mutagenezi ¢.2 - zavedeni analyzované

mutace:

A. IVS2 -3G>C dle in silico analyz by tato varianta méla snizovat expresi genu

BRCAI na tirovni proteinu o 20% (Noderer ef al. 2014).

5’- AGAAAGAAATGGAT -37 - wild type (wt) sekvence priisluSné ¢asti BRCAI
s vyznacenym iniciacnim kodonem a sekvenéni alteraci.

sense: 5’- CAGAAACAAATGGATTTATCTGCTC -3’

antisense: 5’- ATCCATTTGTTTCTGTTCCAATGAAC -3’

B. 1VS2-3GA>TG —dle in silico analyz by tato varianta m¢la sniZovat expresi genu

BRCA1I na tirovni proteinu o 50%.

40



5’- AGAAAGAAATGGAT -37 - wt sekvence piislusné ¢asti BRCAI s vyznacenym

.....

sense: 5°- CAGAAATGAATGGATTTATCTGCTC -3°

antisense: 5°- ATCCATTCATTTCTGTTCCAATGAAC -3~

C. IVS2 -4insA — sekvenacni alterace nejasné¢ho klinického vyznamu (VUS)
detekovana v pii genetickém vysetfeni indikovanych jedinci, bez patogenni

mutace v BRCAI a BRCA2 z vysoce rizikovych rodin.

5'- AGAAAAGAAATGGAT -3” - wt sekvence pfislusné ¢asti BRCAI s vyznacenym

.....

sense: 5°- CAGAAAGAAAATGGATTTATCTGCTC -3~

antisense: 5 - ATCCATTTTCTTTCTGTTCCAATGAAC -3

Amplifikace byla provedena v termocykléru dle nasledujiciho PCR programu:

94 °C 3 min — Inicialni denaturace

94 °C 30 sekund, 65 °C 30 sekund, 72 °C 5 minut — Opakovano 5x
94 °C 30 sekund, 65 °C 30 sekund, 72 °C 6 min 45 s — Opakovano 5x
94 °C 30 sekund, 65 °C 30 sekund, 72 °C 8 min — Opakovano 5x

72 °C 10 minut — Terminalni elongace

Po amplifikaci byl pfimo k reakéni smési ptidan 1 pl Dpn/ (20 U/ pl, New England
Biolabs) a vzorky byly inkubovany 2 hodiny pti 37°C.

Nasledné byla provedena transformace modifikovanych donord do chemicky
kompetentnich bun¢k TOP10 E.coli (Invitrogen™) viz 3.1.3 (Transformace plazmida do
kompetentnich bun¢k). Nasledovala izolace plazmidové DNA pomoci ,,MIDI* verze kitu
3.1.4 (Izolace plazmidové DNA). Spravnost kazdého jednotlivého konstruktu byla

ovéiena pomoci sekvenovani inzertu v jeho plné délce viz 3.1.5 (Sekvenovani).
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3.3.Tkénové kultury
3.3.1. U2 OS buiky

Pro vytvofeni modelového systému byly pouzity bunky U2 OS. Jde o stabilni
lidské adherentni epitelidlni buniky kostni tkan¢ odvozené od osteosarkomu. Tyto bunky
v sobé nesou stabiln¢ inkorporovany reportér pro stanoveni aktivity homologni

rekombinaci ,,DR-GFP* (Direct repeat — green fluorescence protein) (Pierce et al. 1999).

3.3.2. Kultivace bunék

U2 OS buiky byly kultivovany za standardnich podminek v teplot¢ 37 °C
za pritomnosti 5 % CO». Buiky rostly v kultivaénim ,,DMEM* médiu (Gibco™), které¢
bylo doplnéno 10 % fetalnim telecim sérem (FCS F9665; Life Technologies), a Smg/ml
roztoku  Glutamin/penicilin/streptomycin ~ (100xGPS  50mg/ml; ThermoFisher).

Kultiva¢ni médium bylo ménéno pribeézné kazdy treti den.

3.3.3. Pasazovani bunék

Pti dosazeni zhruba 80 % subkonfluence bunééné populace byla provedena pasaz
bunck. Médium bylo z bun¢k odstranéno, buiiky byly oplachnuty 5 ml fosfatového pufru
(PBS) a nasledné¢ uvolnény od povrchu kultivacni nadoby pomoci 1 ml roztoku EDTA-
trypsinu (Sigma Aldrich). Bunikky byly nejprve inkubovany zhruba 30 sekund, poté byl
pfebytek trypsinu vylit a inkubace pokracovala pti 37 °C aZ do uvolnéni bunék. Poté bylo
pfidano 10 ml kultivaéniho média. Z takto pfipravené bunééné suspenze byl nasazen 1 ml
do nové kultiva¢ni nadoby (FL25, Orange Scientific) a bylo pfidano 9 ml kultiva¢niho

média. Buniky byly pro experimentalni ticely pouzivany do maximalné 20. paséaze.

3.4.Ptiprava kloni se stabilné¢ modifikovanym BRCA I

Klony se stabilné modifikovanym genomem byly vytvofeny ko-transfekci vektoru
pSC A-amp/kan (StrataClone) nesouciho alterovany inzert a vektoru px330Cas9
nesouciho kazetu pro expresi systému CRISPR-Cas9 do bun¢k U2 OS. Po ko-transfekci

melo dojit k expresi sgRNA, ktera vede protein cas9 k cilové sekvenci. Endonukledza

42



cas9 indukuje sekvencné specificky dvoutetézcovy zlom DNA, ktery mize byt opraven
mechanismem homologni rekombinace s vyuzitim templatu v podobé alterované
sekvence na donorovém konstruktu (Obr. 8). Funk¢nost systému bude ovéfena restrik¢ni

analyzou smésnych populaci, ktera bude vizualizovéana na elektroforéze.

Kotransfekce
Strata clone Lipofectamin® 3000 pX330 plazmid

- - L - I
plazmid s \ - exprimujici
donorovou \ SpCas9 a

D e <——
sekvenci o s CRISPR § transkribujici sgRNA
= U2 0S -

CRISPR/Cas9

Endog i DNA |||. -

l Dvouretézcovy ziom

Donor

Endogenni DNA i

© L)

Homozygot

He‘terozygot

wt alela

600 bp — | — —_

Modifikovana

300 bp - alela

Smésna populace WT, heterozygoti

S — i a homozygoti

03etieni Xho/

Produkt PCR ’_/l)(hog %O%Ot Heteroz\,rgot
+ Xho! +Xho!

Obrazek 8: Metodicky postup pro vytvoreni stabilné modifikovanych homozygotnich a

heterozygotnich klonii pro analyzovanou variantu genu BRCAI. Ko-transfekce konstruktu px330Cas9
nesouctho CRISPR-Cas9 a pSC A-amp/kan konstruktu nesouciho modifikovanou donorovou sekvenci
byla provedena pomoci Lipofectamin® 3000 do bunéek U2 OS. Po expresi sgRNA a cas9 byla pritomnost
vySetFované sekvencni alterace stanovena pomoci PCR amplifikace daného uiseku s naslednou restrikci
pomoci Xhol. Vysledky budou vyhodnoceny pomoci gelové elektroforézy. Ze smésné populace
obsahujicich modifikované bunky budou jednotlivé klony selektovany ve formé ,,single cell kolonii.

Pritomnost sekvencni alterace v nich bude potvrzena piimo pomoci Sangerova sekvenovani.

3.4.1. Transfekce

Transfekce bunék U2 OS byla provadéna pomoci chemické transfekéniho

kationického ¢inidla ,,Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific).
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Do 24-jamkové kultivaéni desti¢ky byly nasazeny bufiky v mnoZstvi 2x10° bunék
na jamku. Buniky byly péstovany za standardnich kultiva¢nich podminek do dosazeni 75
% subkonfluence. Dv€ hodiny pted transfekci bylo kultivaéni médium nahrazeno
transfekénim médiem ,,Opti-MEM®* (Gibco) bez piidavku séra a antibiotik. Transfekcni
smés byla ptipravena smichdnim ,,Lipofectaminu 3000“ natedéného v 50 ul ,,Opti-
MEM®* média (1.5 pl ,,Lipofectaminu 3000 na kazdy 1 pg DNA) a DNA (2 ug
px330Cas9 a 2 ug pSC A-amp/kan s donorovou sekvenci — pro potiebu genové
modifikace; 2 pg pScel a 0.2 pg dsRed pro potfebu DR-GFP eseje) nafedéné v 50 pl
»Opti-MEM®* média. Takto pfipravena smés byla inkubovana 5 minut pii pokojové
teplot¢ a nasledné¢ ptidana k buikam. Transfekce probihala 48 hodin. Po ukonceni
transfekce byly bunky zkontrolovany v optickém mikroskopu, transfekéni médium bylo
odsato, buniky byly oplachnuty 1x PBS a kultivovany po dobu 24 hodin za standardnich

kultiva¢nich podminek.

3.4.2. Ovéfeni funkCnosti navrzeného systému

Ovéteni funkEnosti navrZzeného systému pro genomovou modifikaci bylo u
smésné populace transfekovanych bunék provedeno pomoci ,,Surveyor assay“. Toto
ovéfeni je zalozeno na prokdzani ptitomnosti donorové DNA (modifikovaného inzertu)
v genomu bunék modelového systému pomoci PCR amplifikace modifikovaného tiseku
genu BRCA 1 a nasledné restrikéni analyzy PCR produktu. Za smésnou populaci bunék je
v tomto piipadé povazovana populace bunék po ko-transfekci donorovym plazmidem,
nesoucim jednu (IVS2 -3GA>TG, IVS2 -3G>C, IVS2 -4insA) z analyzovanych
modifikaci v nekodujici sekvenci, a px330Cas9 konstruktem. Donorova sekvence
obsahuje unikatni restrikéni misto Xho/. U bunék, které ve své genomové DNA maji
zavedenou modifikaci, tudiz dojde ke §tépeni PCR produktu pifi styku s restrikéni
endonukledzou Xhol. Jako pozitivni kontrola transfekce byla paralelné¢ provedena
transfekce bun€k GFP (Green fluorescent protein) plazmidem. S néaslednym
vyhodnocenim pomoci fluorescenéni mikroskopie. Jako negativni kontrola byla
provedena transfekce bun€k pouze donorovym vektorem pSC-A — bez ko-transfekce

s vektorem px330Cas9.

Po transfekci a pted selekci klont byla ze smésné populace izolovana gDNA. Ta

byla nasledné pouzita jako templat pro PCR amplifikaci a restrikéni analyzu. Selekce
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klont byla provedena pouze v ptipadé pozitivniho vysledku ovéteni funkce navrzeného

systému.

3.4.2.1. Izolace gDNA

Izolace gDNA byla provedena pomoci ,,Wizard® Genomic DNA Purification

Kit* (Promega). Postup je popsan v nasledujicim textu.

Buiiky byly nejdiive uvolnény z Petriho misek trypsinem a byly pieneseny do
zkumavek. Trypsin byl inaktivovan pfidanim kultivaéniho média DMEM (Gibco™) s 10
% fetalnim telecim sérem (FCS F9665; Life Technologies). Médium bylo odstranéno po
10-ti minutové centrifugaci pii rychlosti 750 x g. Peleta bun¢k byla oplachnuta PBS,

nacez byla zopakovana centrifugace pii rychlosti 750 x g.

K peleté bun€k bylo do zkumavek ptidano 300 pl lyzacniho roztoku (,,nuclei lysis
solution;* Promega). Pomoci pipety byl roztok spolu s buitkami promichavan, dokud
nebyla smés homogenni. Déle bylo k lyzatu pfiddno 100 pl precipitacniho roztoku
(,,protein precipitation solution;* Promega). Zkumavky byly 20 sekund vortexovany a
nasledn¢ 10 minut inkubovany pfi teploté¢ 4 °C. Po inkubaci byly zkumavky 10 minut
centrifugovany rychlosti 10 000 x g pii 4 °C. Supernatant, ve kterém byla DNA, byl
pfenesen do novych zkumavek a bylo k nému napipetovano 300 ul isopropanolu. Pro
vysrazeni DNA se se zkumavkami 30 sekund otac¢elo v ruce. Zkumavky byly 2 minuty
centrifugovany rychlosti 10 000 x g pii pokojové teploté. Po odsati supernatantu bylo
k peletu obsahujictho DNA pfidano 600 pl 70 % ethanolu. Zkumavky byly
centrifugovany za identickych podminek jako pii pfedchozi centrifugaci. Poté, co byly
zkumavky zbaveny ethanolu, byly ponechany pro Uplné vysuseni na vzduchu. DNA byla

nakonec rozpusténa ve 40 ul rehydratacniho roztoku (,,rehydratation solution;* Promega).

3.4.2.2. Amplifikace DNA pomoci PCR

Pozadovana sekvence DNA byla amplifikovana pomoci PCR za stejnych
podminek jako v kapitole 3.1.5 (Sekvenovani). Jako templat byla pouzita gDNA

izolovand ze smésné populace bunék.
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3.4.2.3.  Stépeni restrikéni endonukledzou

Pomoci restrikéni endonukledzy Xho!/ bylo provedeno Stépeni pro kontrolu

zavedeni modifikované ¢asti genu BRCAI do gDNA bun¢k U2 OS.

V distych zkumavkach byla pfipravena reakcni smés, kterd se sestavala z: 1 ul 10x
,»CutSmart®* pufru (New England Biolabs), 1 pl Xho/ enzymu (20 U/ ul, New England
Biolabs) a 6 pl PCR produktu z pfedchoziho kroku. Do vysledného objemu 10 ul byla
pridana ddH»O. Restrikéni reakce probihala v termocykléru pii teploté 37 °C 90 minut.

3.4.2.4.  Vyhodnoceni restrikce pomoci elektroforézy

Vysledek restrikéni reakce byl vyhodnocen pomoci elektroforézy na 1 %
agardzovém gelu s obsahem interkala¢niho barviva ,,GelRed* (Biotium) v prosttedi TBE
pufru (tris borat EDTA). Vzorky z restrikéni reakce byly smichany s 2 pl vzorkového
pufru ,,Gel Loading Dye Purple 6x“ (New England Biolabs) a aplikovany do jamek na
gelu. Jako marker byl pouzit ,,O'GeneRuler 1 kb DNA Mix“ (Thermo Scientific). DNA
byla separovéana 60 minut za konstantniho napéti 90 V. Vizualizace DNA byla provedena

pod UV svétlem.

3.4.3. Selekce klonil se stabiln¢ zavedenymi alteracemi

Po transfekci byly smésné populace bun€k U2 OS natedény na koncentraci 100
bunék/10 ml kultiva¢niho média a nésledné vysety na kultivaéni misky P100 (Orange
Scientific). Bunky byly péstovany 3 tydny za standardnich kultiva¢nich podminek.
Jednotlivé ,,single-cell kolonie byly poté pieneseny do jamek na 96-ti jamkové desticce.
Déle byla z kazdého ziskaného klonu izolovana gDNA. Ptitomnost analyzované alterace
byla stanovena pomoci restrikéni analyzy a postup byl identicky s postupem v kapitole
3.4.2 (Ovéfeni funkEnosti navrzeného systému). U klonl s pozitivnim vysledkem
restrikéni analyzy bylo navic provedeno sekvenovani v plné délce modifikované oblasti
genu BRCA 1. Vybrany byly klony, které vykazovaly ptitomnost alespont jedné mutované
alely.
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3.5.Kvantifikace BRCAT1 na urovni mRNA

Po ptipravé modelového systému byl charakterizovan vliv, ktery maji modifikace
genu BRCA I na transkripci, translaci a na aktivitu HR.

3.5.1. Izolace RNA

RNA byla z buné¢k izolovana dle kitu ,,RNease Mini Kit*“ (QIAGEN®). Bunky
byly nejdiive uvolnény z kultiva¢ni nadoby trypsinem a pfeneseny do zkumavek. Trypsin
byl inaktivovan pfidanim kultivaéniho média se sérem. Médium bylo odstranéno 10-ti
minutovou centrifugaci pii rychlosti 750 x g. Peleta bunék byla oplachnuta PBS, nacez
byla zopakovana centrifugace pii rychlosti 750 x g. K peleté bun€k bylo ptidano 350 pl
»RLT“ (QIAGEN®) pufru s ptidavkem B-Mercaptoethanolu. Nasledné bylo k lyzatu
pridano 350 pul 70 % ethanolu, roztok byl pomoci pipety promichan a objem 700 pl byl
pfenesen do ,,RNease spin“ (QIAGEN®) kolonky umisténé v 2 ml zkumavce. Dale byly
kolonky se zkumavkami centrifugovany rychlosti 8000 x g 15 sekund, poté byl lyzat
vylit. Kolonky byly promyty 700 ul pufru ,,RW1“ (QIAGEN®) a prob¢hla centrifugace
za stejnych podminek. Poté bylo ptidano 500 pl pufru ,,RPE“ (QIAGEN®), opakovala se
shodné centrifugace a lyzat byl znovu odstranén. Poté bylo do kolonky podruhé pfidano
500 wl pufru ,,RPE*“ (QIAGEN®). Po ptidani doslo k centrifugaci pii rychlosti 8000 x g
po dobu 2 minut. Po tomto kroku byla tekutina ve zkumavce odstranéna a kolonka byla
umisténa do nové zkumavky. Do kolonky bylo pfidano 40 ul vody bez RNazy a
zkumavky byly 1 minutu centrifugovany rychlosti 8000 x g.

3.5.2. Stanoveni mnozstvi RNA

Mnozstvi RNA bylo stanoveno méfenim na piistroji NanoDrop™ One/OneC

Microvolume UV-Vis Spectrophotometer pti vinove délce 260 mm a 280 nm.

3.5.3. Ptiprava cDNA

Pro odstranéni mozné kontaminace vzorku RNA bylo nejprve provedeno oSetieni
DNézou. Celkové mnozstvi 2 pg totalni RNA byly nafedény ddH>O do vysledného
objemu 9.6 pl. Nasledné bylo ptfidano 1.2 pl 10x ,,DNase* pufru a 1.2 pl ,,DNase I*
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(Finnzymes; 10U/ul). Smés byla inkubovéana 30 minut v teploté 37 °C. Po této dobé bylo
pfidano 1.2 ul EDTA a roztok byl inkubovéan 10 minut pii teploté 65 °C kvuli inaktivaci
DNazy.

Syntéza cDNA (komplementarni DNA) byla provedena pomoci reverzni
transkriptazy ,,SuperScript III* (Invitrogen). K 13.2 pl reakéni smési z ptedchoziho kroku
(oSetteni DNazou) bylo ptidano 0.5 pl smési ndhodnych hexanukleotidt (50uM), 0.8 pl
dNTP’s (10mM; 2.5 mM kazdého). Tato smes byla inkubovana 10 minut pii 65 °C a poté
byla zchlazena na ledu. Nasledné k ni bylo pfidano 1 ul 100 mM DTT, 4 ul ,,5X First
strand Super Script” pufru a 0.5 pl ,,Super Script I (200 U/ul). Smés byla poté
inkubovéana 5 minut pii teploté 25 °C, 50 minut pii 50 °C a 15 minut pti 70 °C.

3.5.3.1. Kvantitativni qRT-PCR

Do reakéni smési bylo pfidano 0.1 pg cDNA, ktera slouZila jako templat pro qRT-
PCR, 0.5 uM kazdého primeru a 5pl ,,LightCycler 480 SYBR Green I Master mix.* Tato
smés byla nasledné inkubovéna v termocykléru, kde probéhlo 50 cyklu, které se skladaly
z téchto fazi: 95 °C po dobulO s, 70°C po dobu 10 s a 72°C po dobu 10 s. BRCAI-
specifické  primery  (5’-AGAGTGTCCCATCTGTCTGGAGTTG-3’ a 5-
GGACACTGTGA AGGCCCTTTCTTC-3") byly cileny do kodujici sekvence BRCA1
(mRNA: 185 bp - 304 bp). Pro relativni kvantifikaci byly pouzity dva referen¢ni
housekeeping geny f2-microglobulin (B2M; SuperArray) a glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendaza  (GAPDH;  5’-ATGTCTGGTAACGGCAATGCGG-3" a 5’-
TGTCCCCTGTGGTGGACATAGC-3"). Vysledky qRT-PCR byly analyzovany na
LightCycler software (Roche). Hodnoty ,,crossing points* (CPs) a amplifika¢ni uspéSnost
byly po kazdé reakci vyhodnoceny. Méfeny byly dva biologické vzorky v tripletech.
Exprese BRCAI byla normalizovana za pomoci exprese GAPDH a B2M softwarem
qREST-2005.

3.6.Stanoveni mnozstvi proteinu BRCA1
3.6.1. Izolace proteinu
Buiiky byly nejdifive uvolnény z kultivacni néddoby trypsinem a pieneseny do
zkumavek. Trypsin byl inaktivovan pfidanim kultivacniho média se sérem. Médium bylo
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odstranéno centrifugaci pfi rychlosti 750 x g po dobu 10 min. Peleta bunc¢k byla
oplachnuta PBS, nacez byla zopakovéana centrifugace pfi rychlosti 750 x g. K peleté
bunék bylo ptidano 40 pl ,,cOmplete™ Lysis-M* roztoku (Roche) s ptidavkem inhibitora
proteaz a protein fosfataz ,,cOmplete Mini Protease Inhibitor cocktail I* (Roche). Buiiky
byly rozsuspendovany pipetou a inkubovany 20 minut na ledu. Nerozpusténé Casti byly
z lyzatu odstranény centrifugaci pti 14 000 x g po dobu 10 min pfi 4 °C. U vzorki byla

stanovena koncentrace a byly do pouziti skladovany v teploté -80 °C.

3.6.2. Stanoveni koncentrace proteinli pomoci BCA

Koncentrace proteini byla stanovena pomoci BCA eseje (ThermoScientific).
Principem stanoveni je méfeni absorbance barevného komplexu v roztoku proteind.
Barevny komplex vznika redukci Cu?* na Cu* peptidovou vazbou proteintl. M&d'né ionty
jsou nasledné chelatovany bicinchoninikovou kyselinou (BCA) a spole¢né vytvari

komplex fialové barvy (Smith ez al. 1985).

Mnozstvi proteini v roztoku je vyhodnocovano na spektrofotometru pii vinové
délce 562 nm. Ve zkumavce bylo smichano 25 pl vzorku proteinu s 200 pl pracovniho
roztoku BCA. Smés byla promichana a inkubovéana 30 minut pfi 37 °C. Poté byla zméfena
absorbance pomoci pristroje NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer. Koncentrace vzorku byla odectena z kalibracni kiivky pfipravené
fedénim standardu sérového albuminu. Jako blank byl pouZit pracovni roztok BCA bez

pfidanych proteinti. Stanoveni koncentrace bylo provadéno v tripletech.

3.6.3. ELISA

Protein BRCA1 byl kvantifikovan pomoci kitu ,,ELISA* (Cloud-Clone Corp). Do
kazdé misky bylo pfidino 100 pl standardu, blanku, nebo vzorkli v mnozstvi
odpovidajicimu 10 pg celkového proteinu. Desticka se vzorky byla néasledné 1 hodinu
inkubovana pfi teploté 37 °C. Poté byl roztok odstranén pipetou a bylo ptidano 100 pl
roztoku ,,Detection reagent A “ (Cloud-Clone Corp). Desticka byla znovu inkubovéana 1
hodinu pti 37 °C. Poté byly jednotlivé jamky v desti¢ce promyty 350 ul roztoku ,,Wash
solution (Cloud-Clone Corp). Celkové byl oplach proveden tiikrat. Po promyti bylo
pfidano 100 pl roztoku ,,Detection reagent B*“ (Cloud-Clone Corp) a vzorky byly
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inkubovany 30 min pii 37 °C. Po inkubaci bylo provedeno promyti 5x 350 pl roztoku
,»Wash solution®. Po vymyti bylo ke vzorkim ptidano 90 pl roztoku ,,Substrate solution,
a nasledovala 10-ti minutova inkubace pti 37 °C. Do smési bylo ptidano 50 pl roztoku
»Stop solution (Cloud-Clone Corp) a po promichani byla zméfena absorbance

jednotlivych vzorka spektrofotometricky pti vinové délce 450 nm.

3.7.Analyza aktivity homologni rekombinace pomoci ,,DR-GFP assay*

Aktivita homologni rekombinace byla stanovena pomoci ,,DR-GFP assay*, ktery
je zalozen na dvou kazetach reporterového systému stabilné integrovanych v genomu
bunck U2 OS (Obr. 9). Prvni kazeta obsahuje sekvenci genu GFP (Green fluorescent
protein, zeleny fluorescen¢ni protein), s predéasnym terminaénim kodonem, ktery brani
expresi pln¢ funkcéniho proteinu GFP. Zaroven sekvence obsahuje unikatni misto, které
je rozeznéavano restrikéni endonukledzou Scel. Na druhé kazeté se nachézi neuplna
sekvence genu GFP homologni k sekvenci GFP v prvni kazeté. Tato druha kazeta
neobsahuje predCasny terminacni kodon ani misto rozeznavané Scel. Po transfekci
expresniho plazmidu obsahujiciho gen Scel/ dojde k indukci dvoufetézcového zlomu
DNA vprvni kazeté. Pokud je takto vygenerovany dvoufetézcovy zlom opraven
homologni rekombinaci dle sekvence vedlejsi kazety, dojde k ndhradé piedcasného
termina¢niho STOP kodonu v prvni kazeté a expresi pln€ funkéniho GFP. Aktivita
homologni rekombinace je nasledné stanovena jako celkovy pocet GFP pozitivnich bun¢k
vztazenych k vnitini kontrole. Jako vnitini kontrola byl pouzit expresni vektor dsRed-Cl1,
kterym byly buiky kotransfekovany spolu s pSce/ shodnym postupem, jako v kapitole
3.4.1 (Transfekce) (Puget et al. 2005).

50
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l Oprava pomoci homologni rekombinace

*
d) PIné funkéni gen GFP

Obrdzek 9: Princip stanoveni aktivity homologni rekombinace pomoci reporterového ,,DR-GFP

assay“. Do bunek modelového systéemu U2 OS je stabilné inkorporavanad kazeta DR-GFP. Prvni cast
kazety (vlevo) koduje GFP a obsahuje nesmyslnou (non-sense) mutaci vedouct ke vzniku predcasného
terminacniho kodonu, ktery brani produkci GFP proteinu, a dale misto rozeznavané Scel endonukledzou.
Druha céast kazeta, GFPi, (vpravo) je homologni k prvni kazeté, obsahuje pouze cast GFP bez
iniciacniho kodonu a nenese v sobé predcasny stop kodon ani misto, které rozeznava Scel. Obé kazety
Jjsou od sebe oddéleny 1009 bp spaceru (a). Po transfekci Scel dojde k jeho expresi a Scel indukuje
sekvencné specificky dvouretézcovy zlom DNA v prvni kazeté (b). Ten je opraven pomoci homologni
rekombinace a jako templat je pouzita druha kazeta (c). Pokud reparace probéhla pomoci homologni
rekombinace je uvolnéna exprese piné funkcniho GFP (d), ktery se ndsledné stanovi pomoci priitokové

cytometrie.

3.7.1. Ptiprava bunék pro ,,DR-GFP assay*

Buiiky U2 OS se stabiln¢ zavedenym DR-GFP byly kultivovany v 6-ti destickach
a ko-transfekovany expresnim plazmidem nesoucim Scel/ a dsRed-Cl jako wvnitini

kontrolou pomoci ,,Lipofectaminu 3000 (Life Technologies).

Buniky byly nejdfive uvolnény z kultivacni nadoby trypsinem a pieneseny do
zkumavek. Trypsin byl inaktivovan pfidanim kultivaéniho média se sérem. Médium bylo
odstranéno centrifugaci pii rychlosti 750 x g po dobu 10 min. Peleta bunék byla
oplachnuta PBS, nacez byla zopakovana centrifugace pfi rychlosti 750 x g. Nakonec byly
buiiky rozsuspendovany v 150 pl PBS na koncentraci 300 000 bun¢k/ml a okamzité
analyzovany na FACS.
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3.7.2. Analyza ,,DR-GFP assay*

Aktivita HR byla vyhodnocena vypocétem procent GFP a DsRed, ktery slouzil jako
vnitini kontrola, pozitivnich bunék. Byl pouzit pratokovy cytometr “AMNIS
ImageStream X mkll,” ktery je vybaven lasery, které emituji zafeni s vinovymi délkami
375, 405, 488, 561 a 642 nm (Amnis - EMD Millipore, Seattle WA, USA). Pro ziskani
vzorktl byl pouzit software ,,INSPIRE® software* (Cislo: 780-01286-01 Rev: B, Amnis -
EMD Millipore). Pro analyzu sesbiranych dat byl pouzit software ,IDEAS
ANALYSIS* (v.6.1, Amnis - EMD Millipore). Pro kalibraci tohoto néstroje byl denné
pouzivan roztok “The SpeedBead ImageStream X calibration reagent” spolecné s
»ASSIST* automatickym kalibraénim modulem; Amnis - EMD Millipore). Emisni signal
z DsRed byl detekovan kanalem 3 (excitacni laser 561 nm (20 mW) / emisni vinova délka:
560-595 nm (537/65) a emisni signal GFP byl detekovan kanalem 8 (excitacni laser 405
nm 120 mW / emisni vinova délka: 505-570 nm (577/35)). Kanaly 1 a 9 byly pouzity pro
sbér svételného signalu (zvétseni 20x). Pro rozliSeni dubletii bunék byl vytvoren dot-plot
s parametry ,,pom¢r intenzity” a ,,pomé&r plochy” (Obr. 10). Pro ptesné vlastnosti vykonu
laseru byl pouzit dot plot s parametry ,,Raw Max Pixel Ch 8“ a ,Raw Max Pixel Ch 3”.
Burnky pozitivni pouze na DsRed, ¢i pouze na GFP, byly “gatovany” vyuZitim dot plotu
s parametry ,,Intensity Ch 6% a ,,Intensity Ch 03”.

Intensity_MC_Ch08

-1€3 -100100 1e3 1ed 1e5 1e6 1e7
Intensity_MC_Ch03
Intensity_MC_Ch03, Intensity_ MC_Ch08
Population | Count | %Gated

R1 2884 | 100

GFP & R1 113 3.92
DsRed & R1 | 202 7

Obrazek 10.: Aktivita HR byla stanovena v buiikdach U2 OS pomoci pritokové cytometrie. Aktivita HR byla
urcena jako mnozstvi GFP a dsRed pozitivnich bunék pomoci FACS. Bunky U2 OS bez modifikaci v BRCAI
byly slouzily jako kontrola. Pozadi fluorescence bylo urceno v bunikach U2 OS bez Scel-indukovanych DSB.
Aktivity HR a NHEJ v netransfekovanych buiikach byly povazovany za to samé. Data byla nasbirana ze tri

separatnich biologickych replikatii, které byly v tripletech + standardni odchylka, statisticka significance.
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4. Vysledky

4.1.Konstrukce modelového systému pro funkéni in vitro evaluaci
studovanych sekvencnich alteraci

4.1.1. Piiprava systému pro cilenou genovou manipulaci

4.1.1.1. CRISPR-Cas9

Pomoci softwaru ,,CHOP CHOP* byla navrzena sgRNA nejvhodnéjsi pro
planovanou genovou modifikaci. Hodnota jejiho ,,MIT specificity score* byla 82,
pficemz maximalni hodnota tohoto skére je 100 (Haeussler ef al. 2016). Predpokladana
efektivita navrzené sgRNA dle Doencheho je 54/100 (Doench et al. 2016). MnoZzstvi mist
mimo studovanou oblast genu BRCA1 ,,off-target®, kam by mohla byt navrzena sgRNA
cilena, je 0 (Obr. 11). Zvolena sekvence sgRNA bude indukovat §tépeni DNA za mistem
¢.80T.

Guide Sequence + PAM MIT CFD Predicted Efficiency |Outcome | Off-targets for

+ Restriction Enzymes ¢ Specificity |Spec o 0-1-2-3-4

+ Variants ¢ Score €8 |score Show v 2 mismatches
Only G- "/ Only GG- [ Only A- 2 (7] - = o + next to PAM

E = T\ — (1 ]

AAATCTTAGAGTGTCCCATC TGG 82 94 54 41 0=0=2=12=89

...................... i

Enzymes: Bccl

Cloning / PCR primers

Obrazek 11: Vysledky predikce specificity a efektivit navriené sgRNA. ,, Guide sequence + PAM *“ uvadi
sekvenci oligonukleotidu pro sgRNA i s PAM, ktery soucasti oligonukleotidu neni. Hodnoty ,,MIT
specificity score” a ,,CFD specificity skore* jsou hodnoty charakterizujici mnozstvi ,,off-target* cilii
v genomu. Cim vys$si hodnotu tato cisla nabyvaji, tim je mnozstvi , off-target” nizsi a sgRNA jsou
specifictéjsi. Maximalni hodnotou obou skore je 100. Ddle je urcena ,,predicted efficiency, tedy
predvidana efektivita navrzené sgRNA, ktera je 54 dle studie Doenche a 41 dle studie Mor-Matea.
Posledni sloupec znazornuje ,,off-target™ cile pro 0-4 ,,mismatch.”. Navrzena sgRNA nema zadny
presny ,,off-target* ani pokud by §lo o 2 mismatche. Vysledek je generovan pomoci programu CHOP
CHOP.

Naésledné byl navrzeny oligonukleotid, ktery v sobé nesl také misto rozeznavané
Bbs/ restrikéni endonukledzou pro vlozeni do vektoru. Tento oligonukleotid byl

zaklonovan do sav¢iho expresniho vektoru px330Cas9 (8484 bp bez oligonukleotidu).
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Konstrukt byl pro namnozeni transformovan do kompetentnich bun¢k Top10. Pfitomnost
oligonukleotidu sgRNA v konstruktu px330Cas9 byla ovéfena pomoci Sangerova

sekvenovani (Obr. 12)

»SERNA"
Bbs/

px330 — | px330 —
#E r > backb “w
»backbone ! ) i »backbone
N : .

Obrdzek 12: Vyfer chromatogramu ze Sangerova sekvenovini sekvence nukleotidit v CRISPR
konstruktu px330Cas9. Z vyrezu je patrné, ze do expresniho CRISPR vektoru px330Cas9 (px330-
,,backbone, “ bez zvyrazneéni) byl uspésné viozen navrzeny oligonukleotid DNA dlouhy 24 bp (zvyraznén
modie) jehoz prepisem vznikne sgRNA. Soucasti oligonukleotidu je také sekvence rozeznavana restrikcni

endonukledzou Bbsl, kterd je na obrazku znazornéna.

Podaftilo se navrhnout oligonukleotid kodujici ,,sgRNA* o délce 24 bp, ktery je
cilen do mista BRCA1 vhodného pro planovanou genovou manipulaci. Tato navrzena
sgRNA ma dle dostupnych programil vysokou efektivitu indukce sekvencné specifického
dvouretézcového zlomu DNA a soucasné minimalni ,,off-target. S vyuZitim restrikce
pomoci endonukleazy druhého typu Bbs/ a naslednou ligaci pomoci T7 DNA ligazy se

podaftilo zkonstruovat expresni vektor px330Cas9, ktery obsahuje navrzenou sgRNA.

4.1.1.2.  Priprava donorové sekvence

S ohledem na dostupné informace z literatury, kde je jako optimalni délka
homolognich ramen pro CRISPRem zprostfedkovanou genomovou modifikaci udavano
350 nukleotidii (Ran ef al. 2013), byl navrzen donor, ktery obsahuje ¢ast promotoru genu
BRCA1I s prvnim kodujicim exonem (exon 2) a ¢asti nésledujiciho intronu o celkové délce
754 bp. Misto rozeznavané navrzenym CRISPRem se pfitom nachdzi v kddujici Casti
exonu 2 a rozdéluje cely donor na zhruba stejné dlouhd homologni ramena. Navrzeny
donor byl nejprve amplifikovanym pomoci PCR s vyuzitim gDNA izolované z bunék U2
OS jako templat a néasledné¢ zaklonovan do vektoru pSC A-amp/kan (StrataClone). Do
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tohoto inzertu byly nasledné¢ zavedeny metodou site-directed mutageneze modifikace
umoziujici planovanou genomovou manipulaci. Nejdiive byl do donoru v misté
rozpoznavaném navrzenym CRISPRem zavedeny synonymni sekvencni alterace, které
maji za ukol znemoznit St€peni donoru pouzitym CRISPRem. Tyto modifikace byly: c.64
T>C p.22Leu>Leu; c.66 A>C p.22Leu>Leu; ¢.72 T>C p.24Cys>Cys. Tyto alterace
zaroven vytvorily v donoru unikatni misto rozeznavané restrikéni endonukledzou Xho/
(CTCGAG c.64 az c.69), ktera inzert roz§tépi na dva razné dlouhé fragmenty, 366 bp a
388 bp. Smyslem vytvofeni tohoto restrikéniho mista je identifikace klonii bunék
modifikovanych pomoci navrzeného CRSPR/donor systému. Pomoci sangerova

sekvenovani bylo ovéteno, ze tato site-directed mutageneze byla Gspésna (Obr. 13).

AL,L,A.TCETGL.E'E-:QTGCCCL.TCIOGGTAAGTC
2 f

Obrazek 13: Zavedeni synonymnich sekvencnich alteraci do donorové sekvence. A. Vyrez

chromatogramu ze Sangerova sekvenovani donoru, kterda zobrazuje cast sekvence genu BRCAI bez

zavedenych modifikaci. Cervenym rameckem je vyznacena cilova sekvence pro sgRNA navrzeného

CRISPR-Cas9. Modrym rameckem je oznacena sekvence PAM. Malymi fialovymi ramecky jsou

oznaceny baze, které budou modifikovany. B. Vyrez chromatogramu ze Sangerova sekvenovdni casti

donoru, ktera byla pomoci site-directed mutageneze. Fialovymi ramecky jsou oznaceny baze, ktere byly

modifikovany ¢.64T>C; ¢c.664A>C; c¢.74T>C. Zelenym rameckem je oznacené nové vytvorené unikatni

misto rozezndvané Xhol.

.....

kodénem zavedena vzdy jedna ze tiech riznych sekvencénich alteraci (IVS2 -3GA>TG;
IVS2 -4insA; IVS2 -3G>C). Sekvenéni alterace IVS2 -3GA>TG a IVS2 -3G>C byly
vybrany na zaklad¢ jejich v literatuie popsaného negativniho efektu na expresi BRCA1
na Urovni translace. Podle dostupnych zdroju, by tyto varianty mély statisticky vyznamné

snizovat koncentraci proteinu BRCA1 a v nasi préci tak budou vyuzity ke stanoveni
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zavislosti aktivity homologni rekombinace na koncentraci BRCA1. Sekvenc¢ni alterace
IVS2 -4insA byla opakované detekovana v pribéhu genetického vySetfeni pacientl
s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu. Z genetického vysetieni zaroven vyplynulo,
Ze pacienti nemaji zadnou patologickou mutaci ve znamych predispozi¢nich genech. Tato
varianta, ktera se nachazi v dilezité konsensni regulacni oblasti (Kozakové sekvence) by
potencialné mohla negativné ovlivnit expresi BRCA1. Tato varianta bude v praci vyuzita
k ovéfeni vhodnosti navrzeného modelového systému pro funkéni charakterizaci

sekvencnich variant v nekddujicich oblastech BRCAL.

Ptitomnost pozadovanych sekvencnich alteraci byla ovéfena Sangerovym

sekvenovanim konstruktu (Obr. 14)
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Obrazek 14: Vyiezy chromatogramu ziskanych ze Sangerova sekvenovdani donorového vektoru.

Vysledky ze Sangerova sekvendatoru, které slouzily pro kontrolu zavedeni studovanych sekvencnich
alteraci provedenych metodou site-directed mutageneze do donorového konstruktu pSC A-amp/kan.
Cervenym rameckem jsou oznaceny nukleotidy, které byly modifikované a zelenym prerusovanym

ramem jsou oznaceny iniciacni kodony ATG.
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Do vektoru pSC A-amp/kan byl Gspé$né vlozen inzert (754 bp) izolovany z U2
OS bunék, ktery pochazi z genu BRCAI a ktery obsahoval ¢ast kodujici i nekodujici
sekvence. Nasledn¢ se podaiilo vinzertu vytvofit prvni site-directed mutagenezi
modifikace neménici smysl kodont v kodujici ¢asti sekvence. Do inzertu v konstruktu
byla Gspésné zavedena druhou site-directed mutagenezi jedna ze tfi typti modifikaci
v nekddujici sekvenci. Podaftilo se pripravit kazdou z donorovych sekvencnich alteraci

(IVS2 -3GA>TG; IVS2 -4insA; IVS2 -3G>C) pro planovanou genomovou modifikaci.

4.1.2. Izolace kloni U2 OS se stabilné cilené¢ modifikovanym genomem

4.1.2.1.  Stanoveni efektivity transfekce

Pro zjisténi efektivity transfekce pomoci ,,Lipofectamine 3000 (ThermoFisher
Scientific) byly buiiky U2 OS transfekovany expresnim plazmidem produkujicim GFP.
Funk¢nost transfekce byla zkontrolovana pomoci fluorescenéni mikroskopie, kdy byla

jadra bun¢k zaroven obarvena fluorescencni barvou DAPI (Obr. 15).

Obrazek 15: Kontrola funkcénosti transfekce do bunék U2 OS: Bunky U2 OS byly tranzientné
transfekované plazmidem produkujicim GFP, zafixovany paraformaldehydem a obarvené barvou DAPI.

zaFi buriky, do kterych byl transfekovin plazmid a které produkuji GFP. Cisté modie jsou
obarveny buriky, které nejsou transfekovany. Z obrazku je patrné, ze efektivita transfekce je relativné

vysoka. Naslednou analyzou pomoci priitokové cytometrie byla stanovena na 25 %.

Efektivita transfekce byla nasledné vyhodnocena pomoci priitokové cytometrie, kdy jako
negativni kontrola byly pouzity netransfekované (bez ptidavku ,,Lipofectamine 3000%)
buiiky U2 OS. V konfiguraci 2x10° U2 OS buné&k o sub-konfluenci 75 % (ve 24 jamkové
desti¢ce) pomoci ,,Lipofectamine 3000 pouzitim 1 ug DNA / 1.5 pl ,,Lipofectamine
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3000, po dobu 24 hodin dosahovala efektivita opakované 25 %. Tato efektivita je pro
potieby modifikace a nasledné selekce stabilnich klont v rdmci navrzeného modelového

systému dostacujici.

4.1.2.2.  Ovéfeni funkCnosti navrzen¢ho systtmu pro genomovou

modifikaci

Pro ovéteni funkcnosti vytvoreného systému pro modifikaci genomu v bunkach
U2 OS byla provedena restrikéni analyza smésnych populaci. Pojmem smésna populace
byla myslena smés U2 OS bunék, do kterych byl transfekovan jeden z typt vytvorenych
kodénem genu BRCAI (3 rizné smésné populace: IVS2 -3GA>TG, IVS2 -4insA, nebo
IVS2 -3G>C) spolu s px330Cas9. V piipad¢ pritomnosti dostatecného mnozstvi bunék
s modifikaci genomu ve vysetfované smésné populaci, by mél po PCR amplifikaci a

nasledné restrikci Xho/ byt patrny $§t€pny produkt modifikované alely.

Restrikéni analyza je zaloZena na piitomnosti markeru v podobé synonymni
modifikace v donoru, jejiz sekvence je Sté€pena restrikéni endonukledazou Xho/ (Xho!
kodénu). Po PCR amplifikaci oblasti BRCAI1, kterd odpovida pouzitému donoru se
pomoci Xho/ PCR produkt §tépi na 2 rizné dlouhé fragmenty, 366 bp a 388 bp.
Restrikéni analyzy byla vyhodnocena pomoci gelové elektroforézy (Obr. 16) Jako
pozitivni kontrola byl pouZit pro PCR amplifikaci donorovy plasmid pSC se synonymni
altari v misté rozpoznavaném CRISPRem (bez modifikaci v nekddujicich sekvencich).
Jako negativni kontrola byla pro PCR amplifikaci pouzita gDNA izolovana
z netransfekovanych bunék U2 OS a dale gDNA zbun¢k U2 OS transfekovanych
samotnym donorem, bez px330 Cas9 vektoru. Pro ujiSténi, Ze izolovand DNA
analyzovand na elektroforéze pochazi z genomu bunék, a ne z donorového konstruktu
pSC A-amp/kan, ktery mél slouzit jako templatova sekvence pro homologni rekombinaci,
byly provedeny dva nezavislé experimenty, které se liSily délkou kultivace buné€k po
ukonceni transfekce 3 dny a 10 dni po ukonceni transfekce. V obou piipadech byly bunky
po ukonceni transfekce oplachnuty 2x pomoci PBS a 1x pomoci kultivacniho média.
Kromé toho, v pritbéhu kultivace bylo médium ménéno kazdy 3. den. Délka kultivace a

pocet vymen kultivaéniho média, respektive oplach bunék pted izolaci gDNA by mé¢l
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odstranit pifipadné¢ plazmidy donoru, ktery by mohly faleSné pozitivné zkreslovat

vysledek stanoveni.

N R N R N R N R N R N R
754 bp — [ — e | — | ——
388bp____ —
366bp
1 2 3 Marker | IVS2-3GA>TG IVS2 -dinsA IVS2 -3G>C

Obrazek 16: Vysledek restrikcni analyzy smésnych populaci v agarozovém gelu. Pro ovéreni funkcnosti
navrzeného systéemu pro genomovou modifikaci byla provedena PCR amplifikace cilové oblasti genu
BRCAI s naslednou restrikcni analyzou. Restrikéni analyza vyuziva skutecnost, Ze v pouzitém donoru je
pritomno unikatni restrikéni misto pro Xhol. Sloupce oznacené ,,N“ jsou nestépené PCR produkty o
délce 754 bp, amplifikované z templatu gDNA izolovaného z prislusné smésné populace. Sloupce ,,R“
jsou PCR produkty Stepené pomoci Xhol. V pripade pritomnosti PCR amplikonu z templatu gDNA
modifikovanych bunéek je vysledek restrikcni analyzy charakterizovan pritomnosti dvou fragmentii o
délce 388 bp a 366 bp. 1 - Negativni kontrola restrikcni analyzy: PCR s pouZitim templdatu gDNA
z netransfekovanych bunék U2 OS; 2 — Negativni kontrola transfekce/modifikace: PCR s pouzitim
templatu gDNA ze smésné populace bunék transfekovanych pouze donorovym plazmidem pSC A-
amp/kan (bez ko-transfekce px330Cas-9 plazmidem); 3 - Pozitivni kontrola restrikéni analyzy: PCR
s pouzitim donorové konstruktu pSC A-amp/kan s modifikaci. Vysledky restrikéni analyzy u smésnych
populaci bunék U2 OS ko-transfekovanych donorovym plazmidem s prislusnou studovanou sekvencni

alteraci (IVS2 -3GA>TG, IVS2 -4insA a IVS2 -3G>C).

Vysledky restrikéni analyzy jednoznacné ukazuji, Ze ve smésnych populacich
bun¢k U2 OS ko-transfekovanych plazmidem px330Cas-9 a donorem pSC-A s piislusnou
studovanou sekvencni alteraci jsou buiiky s modifikovanym genomem. Tyto buiiky jsou
viabilni po dobu miniméln¢ 10 dnti od ukonceni transfekce a jejich mnozZstvi je dostatecné
pro néslednou selekci stabilnich klond. Navrzeny systém CRISPR a donoru je tedy

v ramci pouzitych bun¢k U2 OS funkéni.

59



4.1.2.3. lIzolace stabilnich klonu

Jednotlivé klony buné¢k U2 OS se stabilné modifikovanym genomem byly ziskany
po ko-transfekci a kontrole jeji uspe€snosti ziskany ze smeésnych populaci formou ,,single
cell kolonii. Po natedéni (100 bun€k/10 ml) smésnych populaci bun¢k U2 OS a po jejich
naockovani na Petriho misky byly pod optickym mikroskopem izolovany jednotlivé
»single cell colonie.“ Byly vybrany pouze kolonie dobfe ohrani¢ené a dostate¢né
vzdalené od jinych kolonii. Z misek, ve kterych se nachazela populace bun¢k U2 OS
s modifikaci IVS2 -3GA>TG, bylo vybrano 15 kolonii. Z misek, ve kterych se nachazely
bunky U2 OS s alteraci IVS2 -3G>C, bylo vybrano 14 kolonii. Stejny pocet kolonii byl
vybran i z misky s buiikami U2 OS s modifikacemi IVS2 -4insA. Z misek, ve kterych se
nachazely buiiky U2 OS s neutralni alteraci v kodujici sekvenci ¢.64 T>C p.22Leu>Leu;
¢.66 A>C, bylo vybrano 11 kolonii. Buiiky byly nejprve namnoZeny do vét§siho mnoZzstvi
postupnou kultivaci v 96, 24 a 12-ti jamkovych desti¢kach. Pii nasledné pasazi byla cast
bun¢k pouzita pro izolaci gDNA a analyzu restrikci Xho!/ (Obr. 17). Jako pozitivni
kontrola slouzil donorovy konstrukt pSC A-amp/kan se zavedenymi modifikacemi a jako

negativni kontrola slouZzila ddH>O.

A B 1. 2. 3. 4 5 6 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14
7sabp > g ———
366-388bp—» W - - —
Pozitivni Negativni
kontroly kontrola Marker

Obrazek 17: Restrikcni analyza izolovanych ,single cell* kolonii IVS2 -3G>C. Vzorky DNA kolonii bunék 1-14
byly oSetreny Xhol a analyzovany elektroforetickou separaci. Pozitivni kontrolou byl donorovy modifikovany
konstrukt pSC A-amp/kan. A jsou vzorky DNA bez Xhol, B jsou vzorky DNA osetrené Xhol. Negativni kontrolou
byla ddH>0. Pro dalsi analyzu byly vybrdny klony kolonii Cislo 5, 12, 13 a 14. V koloniich ¢islo 5 a 12 se nachdzeji
dva fragmenty (754 bp a 366-388 bp), coz poukazuje na pritomnost obou alel (wt i mutované), coz napovida, ze
Jjsou klony téchto bunek pro modifikace heterozygotni. Kolonie cislo 13 a 14 se jevi jako klony bunék pro

modifikovanou alelu homozygotni, nebot jsou na elektroforéze vidét pouze kratsi fragmenty.
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Pro potvrzeni pfitomnosti modifikaci v genomu byly kolonie vybrané
pomoci restrikéni analyzy podrobeny analyze Sangerovym sekvenovanim (Obr. 18).
Sekvenovanim a ndslednym zobrazenim chromatogramu v programu Finch TV
(Geospiza Inc.; Seattle) bylo zjisténo, ze byly vytvofeny pouze heterozygotni klony pro

vybrané modifikace.

Chromatogram vygenerovany Sangerovym sekvenovanim ilustroval, ze byl
vyroben 1 heterozygotni klon s modifikaci v alele IVS2 -3GA>TG, 1 heterozygotni klon
s modifikaci v alele IVS2 -3G>C, 2 heterozygotni klony s modifikaci v alele IVS2 -4insA
a 2 heterozygotni klony s modifikaci c.64 T>C p.22Leu>Leu; c.66 A>C.
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Obrazek 18: Vysledky Sangerova sekvenovani klonii pro potvrzeni piitomnosti stabilné zavedenych
modifikaci v gDNA U2 OS bunék. Zelenym prerusovanym rameckem je oznacen iniciacni kodon genu
BRCAI. Cervenym rameckem jsou zobrazeny modifikované bdze a cernymi Sipkami jsou naznacené piky

modifikovanych nukleotidii.
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Primérna GspéSnost modifikace genomu vytvorenym systémem (Tabulka ¢. 1)
byla 5,7 %. V ptipadé pouziti donorii se sekvencni alteraci ve vySetfované oblasti
promotoru byla uspéSnost genomové modifikace vyrazné nizsi (v priméru 4,6 %), nez
v ptipad¢ pouziti donoru obsahujiciho pouze synonymni sekvenéni alterace v kodujici

¢asti— BRCALI exon 2 (9,1 %).

Tabulka 1: Efektivita zavddéni modifikaci. Uspéinost zavadéni modifikaci do genomu bunék U2 OS
vytvorenym systémem. Ackoliv se uspéSnost zavedeni pouze do 5,7 % alel nezda jako vysoké cislo, pro

vytvoreni modelového systému, ktery bude slouzit pro funkcni charakteristiku vybranych modifikaci, je

dostacujici.
Modifikace | Celkovy pocet | Pocet Uspé&nost modifikace (%)
alel modifikovanych
alel
1VS2-3G>C 28 1 3,3
IVS2-4insA 28 2 7,1
IVS2-3GA>TG 30 1 3,6
Neutralni alterace | 22 2 9,1
Celkem 86 4 5,7

Uspé&sné se podatilo optimalizovat modelovy systém pro uréeni funkéni in vitro
charakterizaci sekvenc¢nich alteraci v regula¢nich nekddujicich oblastech a ustanovit
heterozygotni klony se stabiln¢ modifikovanym genomem (IVS2 -3GA>TG, IVS2 -
3G>C, IVS2 -4insA) genu BRCAI.

4.2.Funk¢ni charakterizace izolovanych variant
4.2.1. Stanoveni mnozstvi mRNA
Mnozstvi mRNA v buiikdch U2 OS s rliznymi modifikacemi v genu BRCA I bylo

stanoveno pomoci RT-qPCR, kdy jako templat poslouzila cDNA pfipravend z mRNA
jednotlivych klont bun€k U2 OS s modifikacemi.

Exprese BRCA1 mRNA byla stanovena jako 100 % v netransfekovanych
bunikach U2 OS. Hodnoty (Obr. 19) exprese BRCA I na urovni mRNA se v buitkach U2
OS modelového systému se témét neliSily od bunék U2 OS typu wt. Tento vysledek
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potvrzuje, ze zadna ze zavedenych alteraci zavedenych v buitkach U2 OS nezasahuje do

regulace exprese BRCAI na urovni transkripce.
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Relativni mnoZzstvi mRNA BRCA1 (%)

wt IV§2-3G>C IVS2-4insA IVS2-3GA>TG neutral

BBE2M OGAPDH
Obrazek 19: Relativni exprese BRCAI na urovni mRNA v buiikach U2 OS modelového systému.
Exprese byla vyhodnocena v jednotlivych klonech pomoci RT-gPCR s vyuzitim dvou referencnich genii
— B-2- mikroglobulin (2M) a glyceraldehyd 3-fosfat-dehydrogenazy (GAPDH). V netransfekovanych
bunkach U2 OS byla exprese stanovena jako 100 % a mira exprese v ostatnich bunkach k ni byly
vztazeny. Vysledky zobrazuji priumér ze dvou biologickych replikati analyzovanych v tripletech +

smeérodatnad odchylka.

Pomoci RT-qPCR se podafilo stanovit miru exprese genu BRCA1 na trovni
mRNA ve vsech vySetiovanych klonech reprezentujicich jednotlivé studované sekvencéni
alterace. Mira exprese na urovni mRNA se v Zddném z analyzovanych vzorkd statisticky

vyznamné neliSila od exprese v kontrolnich netransfekovanych U2 OS bunkéch.

4.2.2. Stanoveni mnozstvi proteinu BRCA1

Mnozstvi proteinu, které produkuji jednotlivé klony U2 OS bunék s riznymi
modifikacemi, bylo stanoveno pomoci ELISA. Vzhledem k tomu, ze BRCAI patii mezi
velmi malo exprimované geny je pro kvantifikaci na tirovni proteinu nejvhodnéjsi ELISA,
ktera je velmi citliva a umoZnuje porovnavat vzorky s velmi malym mnoZstvim proteinu.
Pro relativni kvantifikaci bylo mnozstvi BRCA1 proteinu v kontrolnich
netransfekovanych buiikdch U2 OS stanoveno jako 100 %. VSechny ostatni vysledky byly

k této hodnoté vztahovany.
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Bylo zjisténo, ze neutrdlni sekvencni alterace (oznacované jako ,,neutral®)
v kodujici oblasti BRCA1 exonu 2, nemaji statisticky vyznamny vliv na miru exprese
BRCAL1 proteinu v buikkach U2 OS. Exprese BRCAI proteinu u vSech vySetfovanych
sekvencnich alteraci v promotorové oblasti byla nizsi. V ptipadé heterozygotniho klonu
IVS2 -3GA>TG dosahovala mira exprese BRCA1 proteinu urovng 46,5 +7,5 % trovné
kontrolnich bun¢k. Buiiky s monoalelickou modifikaci IVS2 -4insA produkovaly oproti
kontrolnim bunkdm 87 +4,9 % BRCAI proteinu. Téméf shodné mnoZstvi proteinu jako
buniky wt produkovaly buiiky s alterovanou alelou v genu BRCAI IVS2 -3G>C 97,4
+16,2 % (Obr. 20).
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Obrazek 20: Relativni mnoZstvi proteinu BRCA1 produkovaného buitkami U2 OS s vySetiovanymi
sekvencnimi alteracemi v nekodujici casti genu BRCAI. Mnozstvi proteinu, které bunky U2 OS
produkovaly, bylo stanoveno pomoci metody ELISA. Relativni mnozstvi bylo vztazeno na hodnotu exprese
u kontrolnich netransfekovanych bunek U2 OS (wt) — ta byla uréena jako 100 %. Data predstavuji pritmér
ze dvou biologickych replikatii analyzovanych v tripletech, +smérodatna odchylka. K hodnoceni

statistické vyznamnosti byl pouZit neparametricky T-test na hladiné vyznamnosti * p = 0,005.

Pomoci metody ELISA bylo zjiSténo, ze neutrdlni sekvencni alterace v kodujici
¢asti BRCAL1 exonu 2 nemaji na expresi BRCA1 proteinu statisticky vyznamny vliv.
Sekvencni alterace IVS2 -3GA>TG a IVS2 -4insA oproti tomu expresi BRCA1 na Grovni
proteinu statisticky vyznamné snizovaly a to 1 v pfipad€ heterozygotnich kloni bun¢k

modelového systému.
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4.2.3. Stanoveni aktivity homologni rekombinace

Mezi vSeobecné uznavanou hlavni funkci proteinu BRCAT je jeho piima ucast na
procesu opravy dvouretézcovych zlomid DNA pomoci homologni rekombinace. Pro
zjisténi vlivu analyzovanych sekvencnich alteraci na aktivitu této reparacni drahy bylo
provedeno piimé stanoveni aktivity HR pomoci DR-GFP reporterového systému stabilné
inkorporované¢ho do genomu bun¢k U2 OS. K vyhodnoceni eseje byla pouzita pratokova

cytometrie.

Pro posouzeni vlivu jednotlivych sekvencnich alteraci byla aktivity HR
v analyzovanych klonech vztazena k aktivit¢ HR v kontrolnich netransfekovanych
bunkach U2 OS (100 %). Bylo zjisténo, ze neutralni sekvencni alterace v kodujici oblasti
BRCALI exonu 2 nemaji statisticky vyznamny vliv na aktivitu HR v buitkach U2 OS.
(Obr. 21). Aktivita HR byla u v8ech vySetiovanych sekvenénich alteraci v promotorové
s modifikaci IVS2 -3GA>TG v jedné alele, jejichz hodnota byla vzhledem k wt pouze
63 +£12 %. Ke snizeni aktivity HR doslo také v bunikach s modifikaci IVS2 -4insA v alele
genu BRCAL1 a to na 76 +£11,2%. Oproti tomu aktivita homologni rekombinace témé&f
nepoklesla u bun€k s modifikaci IVS2 -3G>C, jejichZ aktivita vzhledem k wt byla 97
15 %.
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Obrdzek 21: Relativni aktivita homologni rekombinace v burikdach U2 OS s riiznymi variantami genu BRCAI.
Aktivita  homologni rekombinace byla stanovena pomoci DR-GFP reporterového systéemu stabilné
inkorporovaného do genomu bunék U2 OS a analyzovdana pomoci priitokove cytometrie. Hodnoty aktivity HR
v jednotlivych vysetrovanych klonech byly vztazeny k hodnoté HR v kontrolnich netransfekoavnych bunkach U2
OS (WT). Data predstavuji priumér ze dvou biologickych replikatit analyzovanych v tripletech smérodatna
odchylka. K hodnoceni statistické vyznamnosti byl pouzit neparametricky T-test na hladiné vyznamnosti * p =

0,005.

Pomoci modelového systému bylo zjisténo, ze vySetfované sekvencni alterace
v promotorové oblasti genu BRCAL statisticky vyznamné ovliviiuji biologickou aktivitu
expresniho produktu BRCAI. SniZeni aktivity HR u analyzovanych klonii pozitivné
koreluje s mirou exprese BRCA1 proteinu v buiikkach. Vysledky ukazuji, Ze sekvenéni
alterace IVS2 -3GA>TG témétf rusi expresi genu BRCA1 na urovni proteinu
s vyznamnym dopadem na aktivitu HR. To naznacuje, Ze tato sekvenéni alterace je
pravdépodobné patogenni a u nosi¢li miize mit vyznamny vliv na riziko vzniku karcinomu

prsu.
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5. Diskuze
BRCAI je tumor supresorovy gen produkujici protein BRCAT1, ktery se podili na

udrzovani genomové integrity, coz zajistuje zejména svou piimou ucasti na opravé
dvouretézcovych zloml mechanismem homologni rekombinace. Inaktivace BRCA1 je
prokazatelné¢ spojena s vysokym celozivotnim rizikem vzniku cetnych malignit —
predev§im karcinomu prsu, ovarii, pankreatu aj. V Ceské populaci je az 25 % vsech
piipadl hereditarniho karcinomu prsu zptisobeno mutaci v tumor supresorovych genech
BRCAI, nebo BRCA2 (Pohlreich et al. 2003). I ptes soucasny pokrocily stav poznani
onkogenetiky karcinomu prsu je mozné vysvétlit ptic¢iny vzniku pouze u necelé poloviny
vSech familidrnich karcinomu prsu. Pochopitelnou snahou je tedy identifikace faktorti
zodpovédnych za vznik vSech pfipadd hereditarni formy tohoto nddorového onemocnéni.
Diky plosnému vyuziti NGS metod pro potieby genetického skriningu je identifikovano
zna¢né mnozstvi sekvencnich alteraci v predispozi¢nich genech. Pro klinickou aplikaci
téchto vysledkd je vSak nutné jednotlivé detekované sekvencni alterace klinicky
klasifikovat. Pfi tomto procesu jsou identifikované sekvenéni varianty zarazeny do jedné
ze skupin: (1) prokazatelné¢ patogenni, (2) spiSe patogenni, (3) varianty nejasného
vyznamu, VUS (variants of unknown significance), (4) spiSe benigni, (5) prokazatelné
benigni. Vzhledem k mnozstvi identifikovanych variant a naro¢nosti klinické klasifikace
je vsSak stale vice nez polovina znamych sekvencénich alteraci v genu BRCAI
klasifikovana jako ,,class* 3 — varianta s nejasnym klinickym vyznamem (Plon et al.
2008). Dalsi otazkou v problematice onkogenetiky karcinomu prsu je vyskyt nadort
typickych pro nosi¢e mutaci v BRCAL1 — triple-negativni basal-like karcinom, u kterych
nebyla nalezena 7z4dna patologickd mutace ve znamych predispozi¢nich genech.
Vzhledem k tomu, Ze naprosta vétSina metod genetického skriningu se logicky zamétuje
pouze na koédujici oblast genu, existuje moZnost, Ze inaktivace genu BRCA ! je zptisobena
mutaci v nekddujicich, ale pfitom funkéné vyznamnych oblastech — promotor, 3¢ UTR
aj., které jsou dilezité pro regulaci exprese a mohou vyznamné alterovat biologickou
funkci produktu genové exprese. Ditkaz o vlivu nekddujicich variant na riziko vzniku
karcinomu prsu chybi a to pfedevsim z divodu chybéjiciho modelového systému pro
funk¢ni charakterizaci a naslednou klinickou klasifikaci. Na rozdil od metod pouzivanych
k posouzeni vlivu sekvencnich alteraci v kodujici oblasti na biologickou aktivitu proteinu,
se systém pro funk¢éni charakterizaci nekodujicich variant zaméfuje na stanoveni miry

komplexniho procesu genové exprese. V ptipadé genu BRCAI navic nebyl dosud plné
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popsan vztah mezi mirou exprese a vlivem na procesy, ve kterych protein BRCA1

figuruje.

Prvnim cilem prace bylo vytvofit a optimalizovat modelovy systém pro funkéni
charakterizaci sekvencnich variant v nekédujicich oblastech genu BRCA1. Byl navrzen
postup modifikace genomu bunék U2 OS, ktery dovoluje pfimo stanovit aktivitu

homologni rekombinace, pomoci CRISPRem-zprostfedkovanému knock-inu.

Pomoci restrikéni analyzy smeésnych populaci (4.1.2.2) bylo zjiSténo, Ze k
zadouci modifikaci dochazi u relativné¢ velkého poctu bunck transfekovanych
vytvofenym px330cas a donorem. Z téchto vysledkll v§ak nelze ptimo stanovit uspésnost
zavedeni modifikaci, nebot’ PCR, nasledné Stépeni restrikénim enzymem a kontrola
elektroforézou neni kvantitativni metoda. Skutecnd Uc€innost systému zavadéni
modifikaci byla pouze 5,7 %. Vysvétlenim zdanlivého rozporu vysledkt restrikéni
analyzy a skute¢né efektivity modifikace je moznost, Ze jde o pozlstatek z donorovych
konstrukti pSC A-amp/kan, coz je vSak vysoce nepravdépodobné, protoze byly
vytvofeny dvé nezdvislé kontroly. Navic byly buiky po skonceni ko-transfekce
oplachovany pomoci PBS a kultiva¢niho média. Prvni kontrola byla kultivovana 3 dny a
druha kontrola 10 dni. Kultivaéni médium bylo vyménovano kazdé 3 dny. Po analyze na
elektroforetickém gelu byla vizualizace kontrolnich vzork po 3 dnech i vizualizace
kontrolnich vzorki po 10-ti dnech identické jako vizualizace pivodniho vzorku, proto je
pritomnost konstruktii v buitkdch téméf vyloucena, nebot” byly nejspiSe procesem

vyplachnuty.

Pivodnim zamérem prace bylo vytvofit modelovy systém pro funkcni
charakterizaci variant s homozygotnimi klony pro vybrané modifikace, ale vytvofeni
systému s obéma modifikovanymi alelami se bohuZzel nepodatilo. To, Ze se podafilo

selektovat jen heterozygotni klony, mohlo byt vyvolano hned nékolika faktory.

Za prvé mohla netspéch zavedeni modifikaci do obou dvou alel zpisobit nizka
efektivita modifikace ,.knock in,* ktera byla 5,7 %. V literatufe Casto diskutovanym
problémem obecné nizké efektivity CRISPRem zprostfedkované genomové modifikace
je fakt, ze preferovanym mechanismem oprav dvoufetézcovych zlomi DNA
v eukaryontnich buitkach je NHEJ, ktery nevyuzivd donorovou sekvenci se studovanou

sekvenéni alteraci (Mao et al. 2008; Jinek et al. 2012). Pro Gspésné zavedeni modifikaci
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do bunék je ale nutné opravit zlomy pomoci HR, které vyuzije vlakno v donorovém
konstruktu. Jednou z moznosti by tedy mohla byt specifickd inhibice NHEJ drahy pomoci
inhibitort proteinti podporujicich NHEJ. V literatufe jsou popsany vysledky ukazujici, ze
pouziti inhibitoru DNA ligazy IV, Scr7, muze zvysit efektivitu genomové modifikace
(Chu ef al. 2015; Maruyama et al. 2015). Alternativou je naopak stimulace HR. V této
souvislosti byl popsan pokus s pouzitim latky RS-1, kterd stimuluje aktivitu RADSI
(Pinder et al. 2015). Druhou moznosti, kterou lze vysvétlit, ze byly vytvofeny pouze
heterozygotni klony, je fakt, Ze BRCAI je dulezity pro opravy dvoufetézcovych zlomu
DNA pomoci HR. Nase vysledky ukazuji, Ze alterace jedné alely je schopna vyrazné
snizit expresi BRCA1 a tim i aktivitu HR. Homologni rekombinace je v§ak pro vytvoieni
modelového systému navrZzenym postupem stézejni, nebot’ pomoci tohoto opravného
mechanismu je zavadéna modifikace do gDNA. Pokud je funkce proteinu BRCA1 po
modifikaci jedné alely porusena, mohla by byt negativné ovlivnéna aktivita HR a tim
padem by se snizila Sance nasledné opravy dvoufetézcovych zloma indukovanych

CRISPR-Cas9 pomoci HR.

Treti moznosti, kterd mohla tento vysledek zpusobit, je letalita homozygotnich
bunck v ptipadé modifikaci, které gen BRCAI vytadi z funkce. Bylo popsano, ze uplna
ztrata funkce genu Brcal je pro mysi embryonalni buiiky letalni a mysi embryo Breal™”
se prestane vyvijet v brzké embryogenezi (Gowen et al. 1996; Hakem et al. 1996). Tuto
letalitu 1ze u embryonélnich bunck caste¢né zachranit vyfazenim genu p53, ¢i p21 z
funkce (Hakem et al. 1997), ale takové buiiky se projevuji genomovou nestabilitou
(Fukasawa et al. 1997). Lze tedy usuzovat, ze ztrata Brcal aktivuje drdhu p53, kterd vede
buiiku k apoptoze (Clarke et al. 1993). Pokud by tedy jakakoliv z analyzovanych
sekvencnich alteraci zplsobila kritické snizeni exprese genu BRCA I, doslo by v ptipadé
usp&sné modifikace obou alel k apoptdze u takto vytvofeného homozygotniho klonu.
Tyto studie byly ale provadény na mySich embryonalnich bunikach a mysi protein Breal
ma 55 % sekvenéni identitu s lidskym proteinem BRCAT1 (Abkevich et al. 2004), zlstava
proto otazkou, zda se tak d¢je také v lidskych embryonalnich buiikach a jaké je skute¢na
letalita bunék v ptipad¢ deficience BRCAI. V ptipad¢€ spravnosti této hypotézy by bylo
mozné vyhnout se letdlnimu ucinku inaktivace genu BRCAI1 pfedchozim knock-outem
P53. Vzhledem k tloze P53 v udrZzovdni genomové integrity by to vSak znamenalo
vyrazny zasah do modelového systému a vysledky by bylo nutné interpretovat v ramci

tohoto nefyziologického prostiedi.

69



A¢ Slo o vytvoreni jinych podminek v modelovém systému, nez které byly
puvodné zamysleny, neznamenalo to pro tuto praci problém, protoze tak mohla byt
simulovana situace v bunikkdch pacientli s hereditarni formou karcinomu prsu, kteii

obycejné nesou mutaci v jedné z alel genu BRCAI.

Zajimavym zjisténim byl rozpor ve vysledku restrikéni analyzy jednotlivych
selektovanych ,,single cell colonies* klonti (4.1.2.3). U bun¢k U2 OS ko-transfekovanych
px330Cas9 a donorem s alteraci IVS2 -3G>C se klony 13 a 14 jevily jako homozygotni
(Obr. 17). Sangerovo sekvenovani vSak v obou ptipadech odhalilo pfitomnost pouze wt
alely. Jednou moznosti vysvétlujici tento rozpor je vySe diskutovand Ietalita
homozygotnich mutantii dané sekvenac¢ni varianty. V tom piipad€ by z bunécné populace
homozygotni klony po urcité kultivacni dobé spontanné vymizely v disledku indukce
apoptozy. Vzhledem k tomu, Ze klony byly ziskdny ze ,,single cell* kolonii izolovanych
manudlné pod optickym mikroskopem, je nemozné, Ze by se jednalo o populaci wt a
homozygotnich bunék, ze které by selekci zbyly pouze wt buniky. Kromé toho, varianta
IVS2 -3G>C podle nasich vysledka ovlivituje expresi BRCA1 a aktivitu HR statisticky
nevyznamn¢ v porovnani s kontrolami. Tato varianta je tudiz pravdépodobn¢ benigni a
neméla by tak indukovat apoptéozu vySe popsanym mechanismem. Dal$im moznym
vysvétlenim je pribéh samotné HR s vyuZzitim donoru pSC-A. Studovand varianta IVS2
-3G>C je od mista PAM stépeného pouzitym CRISPRem vzdalena 78 bp. V prubéhu HR
vznikaji resekci jednotfetézcové piesahy v délce stovek nukleotidl, které nasledné
invaduji do homologni oblasti sesterské chromatidy a jsou nasledné¢ doplnény
polymeraéni aktivitou DNA polymerazy. Pro pouziti donorového plazmidu pro potiebu
genomové modifikace je v literatufe doporucena délka homolognich ramen 450 bp.
ZnaSich vysledkd vSak wvyplyva, Ze pro opravu CRISPRem indukovaného
dvouretézcového zlomu bylo vyuzito méné nez 78 nukleotidii homologni ¢4asti donoru.
Tento rozpor naSich vysledkl s obecné popisovanym mechanismem HR byl dokézan
sekvenovanim klonl v oblasti PAM a v oblasti zamyslené modifikace. Klony U2 OS
IVS2 -3G>C 13 a 14 byly skute¢né homozygotni pro synonymni alterace v misté
rozeznavaném CRISPRem, ale wt v promotorové oblasti. Tento jev by potencialné bylo
mozné omezit pouzitim kratkych jednotetézcovych oligonukleotidii jako donorii pro

CRISPRem — zprostiedkovanou modifikaci mechanismem HR.
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Modelovy systém zalozeny na cilené modifikaci genomu bun¢k se ukazal byt
schopny funkéné charakterizovat dopad sekvencnich alteraci na genovou expresi a
aktivitu klicové drahy, na které se BRCA1 podili. Na rozdil od soucasné¢ pouzivanych
reportérovych systémil ma tento model vyhodu v komplexnim posouzeni vlivu varianty
na expresi v ramci normaln¢ fungujici buiiky. Kromé toho, v ptipadé€ tspésného zavedeni
studované varianty do modelovych buné€k, neni nasledna analyza vysoce senzitivni na
techniku a prostiedi provedeni funk¢nich studii. Na druhou stranu efektivita genomové
modifikace je velmi nizkd, v pfipadé patogennich variant neni v rdmci modelového
systému mozné selektovat homozygotni klony a cely proces je Casové velmi naro¢ny, coz

znaén¢ omezuje pocet vySetfovanych variant.

Dalsi ¢ast diskuze se bude zabyvat funkéni charakteristikou genovych variant
v nekddujicich sekvencich, ktera byla provadéna v bunkach modelového systému a

samotnymi modifikacemi.

V modelovém systému bylo nejdiive analyzovano mnozZstvi mRNA BRCA 1. Tato
analyza byla nutnd pro zjisténi, na jaké urovni dochézi k ovlivnéni regulaci exprese genu
studovanymi variantami. Pokud by se mnozstvi mRNA BRCAIl mezi bunkami
s jednotlivymi modifikacemi v genomové DNA lisilo, dalo by se usuzovat, ze modifikace
zaséhly néjakym zpisobem do cis regulacnich oblasti transkripce, nebo ovlivnily stabilitu
mRNA napiiklad skrze poruSeni vazebného mista pro RNA vazebné proteiny, které
mohou byt sekvencné specifické a mohou ovlivnit stabilitu mRNA (Hasan et al. 2014).
Tyto moznosti byly ale vylouceny, protoZze mnozstvi mRNA BRCA! se ve vSech typech
bunék shodovalo. Tento vysledek byl predpokladany, nebot’ modifikace byly zavedeny
GAAAGAAATGG -37), coz znamend, ze tyto modifikace by mély v prvni fadé
ovliviovat aktivitu translace a na transkripcni aktivitu by nemély mit vliv. Tento vysledek
tedy indikoval, Ze pokud se mnozstvi proteinti v buiikéach lisi, bude to zptisobeno regulaci

na urovni aktivity translace a bude se tedy ménit mnoZstvi proteinu.

Dal$im krokem bylo zjisténi mnoZstvi BRCA1 v bunikach. Pro detekci mnozstvi
proteinu BRCA1 byla uzita metoda ELISA, ktera je pro stanoveni mnoZstvi proteinu
BRCA1 vhodnéjsi nezZ metoda Western blot. Western blot je semikvantitativni metoda.
V ptipadé malo exprimovanych genii je sila signdlu pozadi tak vysoka, ze témét

znemoziuje stanovit mensi rozdily v koncentraci daného proteinu. BRCA1 je velmi mélo
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exprimovany gen. Pocet kopii mRNA BRCAI v buinice se pohybuje v fadech desitek.
Proto je pro tento pokus, jehoz hlavnim tkolem bylo porovnat rozdil mezi poctem kopii
BRCA1 v buiikkach typu wt s mnozstvim kopii BRCA1 v bunkéach s modifikacemi,

vhodnéjsi volbou ELISA, ktera umoznuje presnéjsi a citlivéjsi kvantifikaci.

Bylo zjisténo ze IVS2 -3GA>TG a IVS2-4insA statisticky vyznamné snizuji
expresi BRCA1 na urovni proteinu. Toto snizeni exprese bylo vzhledem k lokalizaci
téchto sekvencnich variant v oblasti sekvence Kozakové predpokladano. V misté -3 od
(Kozak 1987). Transverzni mutace v genu pro alfa-globin na misté -3 pied startujicim
kodénem ATG byla dokonce popséna jako mutace, kterd vyvolava formu alfa +
thalassemie (Morle et al. 1986), coz podporuje hypotézu, Ze varianty v téchto mistech

mohou zpiisobovat patogenni projevy.

Vliv sekvencnich alteraci na expresi BRCA1 byl v nékterych piipadech
pfedpovézen pomoci in silico analyzy. V builkdch s modifikaci IVS2 -3GA>TG bylo
v tomto experimentu mnozstvi BRCAT1 snizeno na 46,5 £7,5 % oproti buitkdim wt (Obr.
22). Mnozstvi proteinu s touto modifikaci bylo pfed experimentem piedpovézeno pomoci
in silico analyzy (Noderer et al. 2014). In silico analyza ptedpovédé€la snizeni mnozstvi
BRCA1 v alele stouto modifikaci, na 50 %. Produkce BRCA1 v heterozygotnich
bunkach s jednou wt alelou a s jednou modifikovanou alelou, by tedy méla byt 75 %.
Hodnota stanovenad v tomto experimentu vSak byla niz§i. Dle vysledkd lze dokonce
usuzovat, ze zpusobena modifikace téméef, nebo dokonce zcela, vyfadila takto
modifikovanou alelu z funkce. Oproti tomu sniZeni mnoZzstvi kopii BRCAI v alele s
modifikaci IVS2 -3G>C bylo in silico studii (Noderer et al. 2014) odhadnuto na 80 %.
V ptipadé€ jedné monoalelické modifikace je tedy mnozstvi kopii BRCA1 odhadnuto na
90 %. Translace této varianty genu BRCA1 byla vjiné studii analyzovdna na
chimérickém genu BRCAI, ktery produkoval protein luciferdzu. Exprese této varianty
byla in vitro sniZzena o 30-50 % a in vivo na butkach HEK293, do kterych byl chiméricky
gen tranzientné transfekovan, az o 70 % (Signori et al. 2001). Detekované mnoZzstvi
BRCAL1 v tomto experimentu v buiice s variantou IVS2 -3G>C bylo proti bunkdm wt
nevyznamné (97,4 £16,2 %). To se neshoduje s vysledky vyse zminénych studii. Tento

wrwe

dalSich regula¢nich elementt, které ve zminénych studiich s chimérickym genem nejsou
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pfitomny. Varianta IVS2 -4insA zatim nebyla analyzovéana v Zadnych studiich. Byla v§ak
detekovana u pacientii s familiarnim karcinomem prsu, u kterych nebyla nalezena alterace
v koédujicim regionu gentt BRCAI a je zatazena do skupiny variant nejasného vyznamu.
Oproti wt bylo mnoZstvi proteinu v buiikach s touto variantou 87 +4,9 %, coZ znamena,
Ze tato varianta sniZzuje aktivity translace o jednu tfetinu. Zavér z detekce mnozstvi
proteinu BRCA1 vSech modifikovanych bun€k pomoci ELISA potvrzuje zévéry jiz
zminénych studii (Signori et al. 2001; Noderer et al. 2014), které tikaji, ze alterace
v nekodujicich 5¢ UTR sekvencich genu BRCAI mohou mit vliv na expresi proteinu

BRCAL.

Ptedpoklada se, ze mutace v genu BRCAI vedou k maligni transformaci kviili
nedostate¢né aktivit¢ HR a tim 1 k neschopnosti bun¢k udrzet genomovou integritu
(Moynahan et al. 1999). Proto bylo dal§im ukolem zjistit aktivitu HR v modelovém
systému, ktery nesl alterace. Studie tykajici se aktivity homologni rekombinace bunék s
variantami v 5 UTR oblasti genu BRCA! zatim neexistuji. Naproti tomu byla jiz
stanovovana aktivita homologni rekombinace v bunikach s mutacemi lezicimi v kodujici
oblasti BRCA 1 (Bouwman et al. 2013; Towler et al. 2013; Anantha et al. 2017). Vysledky
z této prace poukazaly pfedevs§im na snizenou aktivitu homologni rekombinace u bun¢k
s monoalelickou alteraci IVS2 -3GA>TG a o néco niz8i byla i aktivita homologni
rekombinace v buitkdch s monoalelickou modifikaci IVS2 -4insA. V literatufe zatim
nebyl popsdn pfimy vztah mezi mnozstvim proteinu BRCA1 v buiice a aktivitou
homologni rekombinace. Existuji studie, kde bylo cilen¢ snizeno mnozstvi BRCA1 a
v ramci nich byla stanovovana aktivita HR, ale ucelem studii nebylo porovnani téchto
dvou jevl (Garcia et al. 2011). Dle vysledku z bunék s alteraci IVS2 -3GA>TG lze
usuzovat, ze vyznamné snizené mnoZstvi kopii BRCA1 v buiice snizi také aktivitu HR
v bunice. Nase vysledky tedy ukazuji na pozitivni korelaci mezi mnoZstvim proteinu

BRCA1 — tedy mirou jeho exprese a aktivitou HR (Obr. 22).
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Obrazek 22: Souvislost mezi mirou exprese genu BRCAI na urovni mRNA a proteinu a aktivitou
homologni rekombinace. Hodnoty modifikovanych bunek byly vztazeny k hodnotam bunék wt (100 %.
Vysledky predstavuji primér ze dvou biologickych replikatii, mérenych v tripletech + smérodatnd odchylka.
Vysledky oznacené * jsou statisticky vyznamné odlisné od kontrolnich vzorkii netransfekovanych bunek WT

na p = 0,005.

Tato prace neni jedind, kterd se zabyva nekddujicimi regiony genu BRCAI.
Existuji jiz diive zminéné studie tykajici se IVS2 -3GA>TG (Signori et al. 2001) a
na urovni translace. Tato studie také potvrdila, ze je pocet kopii BRCA1 v této varianté
nizsi oproti wt sekvenci (Wang, Lu, et al. 2007). Dalsi studie odhalila, Ze ve varianté

BRCAI, ve které je narusena Kozakové sekvence na misté -1 a +3 s ohledem na inicia¢ni

......

.....

nez wt (Liu et al. 2000). Jina studie se tykala varianty nalezené v exonu la, kterd byla
spojena s hypermethylaci CpG v oblasti promotoru (Evans et al. 2018). Mimo to existuji
také studie, které analyzuji varianty v 3 UTR oblasti (Pongsavee et al. 2009; Pelletier et
al. 2011; Dorairaj et al. 2014). VSechny souhlasi s vysledky této prace a spolecné
potvrzuji, Ze nekodujici sekvence genu BRCA1 mohou ovlivnit jeho mnozZstvi,
biologickou aktivitu produktu genové exprese a mohou tak vyznamné ovlivnit riziko
vzniku karcinomu prsu.

74



Ze studii ale potad jesté neni jasné, o kolik musi byt mnozstvi BRCA1 snizeno,
aby k maligni transformaci buiikky doslo. Balderyon et al. porovnaval mnozstvi wt
BRCA1 v buiikach pacienti trpicich hereditarni formou kacinomu prsu s bunkami
zdravych jedincu a zjistil, Ze bunky pacientli s monoalelickou mutaci maji oproti buiikkam
zdravych jedinc mnohem nizsi expresi wt BRCA1 (Baldeyron et al. 2002). Je vSak nutné
zminit, ze BRCAI je tumor supresor, coz obvykle znamend, Ze pro maligni transformaci
potfebuje burika ztratit ob¢ alely genu, tzv. ,,two hit theory,” v ptipad¢ pacientd s jednou
nepfiznivou mutantni alelou BRCAI by tedy muselo dojit ke ztraté heterozygozity
(Knudson 1971). Takovy zavér vsak neni pro BRCAI zcela spravny, nebot’ se objevuje
stale vice studii, které se kloni k tomu, ze je BRCAI haploinsuficientni a jiz nepfizniva
mutace jedné alely mé za nésledek zvySenou nestabilitu genomu, coz by mohlo zptisobit,
ze buiiky nosict téchto mutaci maji vyssi Sanci k tomu pfijit i o druhou alelu, ¢i k dal$Simu
poskozeni genomu (Konishi et al. 2011; Sedic et al. 2015). Dal$im potvrzenim tohoto
nazoru je studie tvrdici, ze ztrat¢ heterozygozity BRCAI u nosi¢l predchazi mutace
v jinych genech, napt. PTEN a TP53, a ze v n€ékterych bunkach karcinomu prsu je alespoii
jedna wt alela ptitomna, €ili existuje pravdépodobnost, Ze k maligni transformaci buniky
neni ztrata heterozygozity potieba (Martins et al. 2012). Studii, které podporuji tuto teorii
je vic (Burga et al. 2009; Proia et al. 2011; Savage et al. 2014).

Nekddujici regulacni oblasti tak z tohoto hlediska predstavuji oblast, ktera by pii
genetickém vySetfeni neméla byt opomijena a klinicka klasifikace nekodujicich variant

je kriticky dulezita.
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. Zaver

Byl pfipraven modelovy systém pro funkéni charakteristiku vybranych
sekvencénich variant v nekodujici oblasti genu BRCAI (IVS2 -3GA>TG, 1VS2 -
3G>C, IVS2 -4insA). Vsechny bunky byly pro zaveden¢ alterace heterozygotni.

Mnozstvi proteinu i aktivita homologni rekombinace poklesla oproti buiikam wt
zejména v modelovém systému bunék s alteraci IVS2 -3GA>TG.

o Mnozstvi proteinti bylo, vzhledem k wt buitkam, u této varianty sniZzena
na 46,5 % (7,5 %) a aktivita HR byla, vzhledem k wt buikkadm, sniZena
az na 63 % (12 %). Tento vysledek potvrdil, ze alterace v nekodujici
regulacni sekvenci genu BRCA 1 mohou zapficinit nizsi aktivitu translace
a niz§i aktivitu HR.

Také byla potvrzena hypotéza, Ze niz§i mnozstvi proteinu BRCA1 sniZuje aktivitu
HR.

Zjisténi této prace mohou slouzit jako zaklad pro budouci snahy o klinickou
klasifikaci variant nalezenych v nekodujicich oblastech genu BRCAI, jejichz
pocet se neustale zvysuje.

76



Seznam obrazku

Cislo Nazev Strana

1 Casovy vyvoj incidence a mortality zhoubného novotvaru karcinomu prsu (C-50) v Seské 8
populaci

2 Grafické schématické znazornéni oblasti chromosomu 17 v blizkosti genu BRCAI 11

3 Struktura proteinu BRCA1 a jeho hlavni interakéni partneti 12

4 Grafické znazornéni pribéhu opravy dvoutetézcového zlomu DNA mechanismem homologni 16
rekombinace

5 Schématicky obrazek cis regulaénich oblasti genu BRCA 1 23

6 Schématické znazornéni pozice pouzitych sekvencnich alteraci v donorové sekvenci pro 32
modifikaci genu BRCA1

7 Cast sekvence genu BRCAI, ktera bude vloZena do plazmidu pSC A-amp/kan 38

8 Metodicky postup pro vytvoieni stabilné¢ modifikovanych homozygotnich a heterozygotnich 43
kloni pro analyzovanou variantu genu BRCA 1

9 Princip stanoveni aktivity homologni rekombinace pomoci reporterového ,,DR-GFP assay* 51
10 Aktivita HR byla stanovena v buiikach U2 OS pomoci priitokové cytometrie 52
11 Vysledky predikce specificity a efektivit navrzené sgRNA 53
12 Vytez chromatogramu ze Sangerova sekvenovani sekvence nukleotidti v CRISPR konstruktu 54
px330Cas9
13 Zavedeni synonymnich sekvenénich alteraci do donorové sekvence 55
14 Vytezy chromatogramu ziskanych ze Sangerova sekvenovani donorového vektoru 56
15 Kontrola funkénosti transfekce do bunék U2 OS 57
16 Vysledek restrikéni analyzy smésnych populaci v agarézovém gelu 59
17 Restrikéni analyza izolovanych ,,single cell kolonii IVS2 -3G>C 60
18 Vysledky Sangerova sekvenovani klon pro potvrzeni pfitomnosti stabilné zavedenych 61

modifikaci v gDNA U2 OS bunék

19 Relativni exprese BRCA1 na urovni mRNA v buitkach U2 OS modelového systému. 63

20 Relativni mnozstvi proteinu BRCA1 produkovaného bunkami U2 OS s vySetfovanymi 64
sekvencénimi alteracemi v nekdodujici ¢asti genu BRCA

21 : Relativni aktivita homologni rekombinace v buitkach U2 OS s riznymi variantami genu 66
BRCAI

22 Souvislost mezi mirou exprese genu BRCAI na urovni mRNA a proteinu a aktivitou 74

homologni rekombinace

Seznam tabulek

Cislo Nazev Strana

1 Efektivita zavadéni modifikaci. 62

77



Seznam pouzité literatury

Abkevich, V., A. Zharkikh, A. M. Deffenbaugh, D. Frank, et al. (2004). "Analysis of missense
variation in human BRCA1 in the context of interspecific sequence variation." Journal of
medical genetics 41(7): 492-507.

Anand, R., L. Ranjha, E. Cannavo and P. Cejka (2016). "Phosphorylated CtIP Functions as a Co-
factor of the MRE11-RADS50-NBS1 Endonuclease in DNA End Resection." Molecular
Cell 64(5): 940-950.

Anantha, R. W., S. Simhadri, T. K. Foo, S. Miao, et al. (2017). "Functional and mutational
landscapes of BRCA1 for homology-directed repair and therapy resistance." eLife 6.

Atkinson, T. J. and M. S. Halfon (2014). "Regulation of gene expression in the genomic context."
Computational and structural biotechnology journal 9: €201401001.

Atlas, E., M. Stramwasser and C. R. Mueller (2001). "A CREB site in the BRCA1 proximal
promoter acts as a constitutive transcriptional element." Oncogene 20(48): 7110-7114.

Atlas, E., M. Stramwasser, K. Whiskin and C. R. Mueller (2000). "GA-binding protein alpha/beta
is a critical regulator of the BRCA1 promoter." Oncogene 19(15): 1933-1940.

Baldeyron, C., E. Jacquemin, J. Smith, C. Jacquemont, et al. (2002). "A single mutated BRCA1
allele leads to impaired fidelity of double strand break end-joining." Oncogene 21(9):
1401-1410.

Bau, D. T., Y. P. Fu, S. T. Chen, T. C. Cheng, ef al. (2004). "Breast cancer risk and the DNA
double-strand break end-joining capacity of nonhomologous end-joining genes are
affected by BRCAL1." Cancer Res 64(14): 5013-5019.

Beger, C., L. N. Pierce, M. Kruger, E. G. Marcusson, et al. (2001). "Identification of Id4 as a
regulator of BRCA1 expression by using a ribozyme-library-based inverse genomics
approach." Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 98(1): 130-135.

Benson, F. E., A. Stasiak and S. C. West (1994). "Purification and characterization of the human
Rad51 protein, an analogue of E. coli RecA." The EMBO journal 13(23): 5764-5771.

Berkovich, E., R. J. Monnat, Jr. and M. B. Kastan (2007). "Roles of ATM and NBS1 in chromatin
structure modulation and DNA double-strand break repair." Nature cell biology 9(6):
683-690.

Bienstock, R. J., T. Darden, R. Wiseman, L. Pedersen, et al. (1996). "Molecular modeling of the
amino-terminal zinc ring domain of BRCA1." Cancer Res 56(11): 2539-2545.

Bindra, R. S., S. L. Gibson, A. Meng, U. Westermark, et al. (2005). "Hypoxia-induced down-
regulation of BRCAL1 expression by E2Fs." Cancer Research 65(24): 11597-11604.

Bindra, R. S. and P. M. Glazer (2006). "Basal repression of BRCA1 by multiple E2Fs and pocket
proteins at adjacent E2F sites." Cancer biology & therapy 5(10): 1400-1407.

Blier, P. R., A. J. Griffith, J. Craft and J. A. Hardin (1993). "Binding of Ku protein to DNA.
Measurement of affinity for ends and demonstration of binding to nicks." The Journal of
biological chemistry 268(10): 7594-7601.

Bouwman, P., H. van der Gulden, I. van der Heijden, R. Drost, ef al. (2013). "A high-throughput
functional complementation assay for classification of BRCAl missense variants."
Cancer discovery 3(10): 1142-1155.

Bray, F., J. Ferlay, I. Soerjomataram, R. L. Siegel, et al. (2018). "Global cancer statistics 2018:
GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185
countries." CA: a cancer journal for clinicians 68(6): 394-424.

Bretones, G., M. D. Delgado and J. Leon (2015). "Myc and cell cycle control." Biochimica et
biophysica acta 1849(5): 506-516.

Brewster, B. L., F. Rossiello, J. D. French, S. L. Edwards, ef al. (2012). "Identification of fifteen
novel germline variants in the BRCA1 3'UTR reveals a variant in a breast cancer case
that introduces a functional miR-103 target site." Human mutation 33(12): 1665-1675.

78



Broderick, R., J. Nieminuszczy, H. T. Baddock, R. Deshpande, et al. (2016). "EXD2 promotes
homologous recombination by facilitating DNA end resection." Nature cell biology
18(3): 271-280.

Brown, M. A., C. F. Xu, H. Nicolai, B. Griffiths, et al. (1996). "The 5' end of the BRCAI gene
lies within a duplicated region of human chromosome 17g21." Oncogene 12(12): 2507-
2513.

Brzovic, P. S., P. Rajagopal, D. W. Hoyt, M. C. King, et al. (2001). "Structure of a BRCA1-
BARDI1 heterodimeric RING-RING complex." Nat Struct Biol 8(10): 833-837.
Budhram-Mahadeo, V., D. Ndisang, T. Ward, B. L. Weber, et al. (1999). "The Brn-3b POU
family transcription factor represses expression of the BRCA-1 anti-oncogene in breast

cancer cells." Oncogene 18(48): 6684-6691.

Buis, J., T. Stoneham, E. Spehalski and D. O. Ferguson (2012). "Mrel1 regulates CtIP-dependent
double-strand break repair by interaction with CDK2." Nature structural & molecular
biology 19(2): 246-252.

Burga, L. N., N. M. Tung, S. L. Troyan, M. Bostina, et al. (2009). "Altered proliferation and
differentiation properties of primary mammary epithelial cells from BRCA1 mutation
carriers." Cancer Research 69(4): 1273-1278.

Calza, S., P. Hall, G. Auer, J. Bjohle, et al. (2006). "Intrinsic molecular signature of breast cancer
in a population-based cohort of 412 patients." Breast cancer research : BCR 8(4): R34.

Cantor, S. B., D. W. Bell, S. Ganesan, E. M. Kass, ef al. (2001). "BACHI, a novel helicase-like
protein, interacts directly with BRCA1 and contributes to its DNA repair function." Cell
105(1): 149-160.

Cary, R. B., S. R. Peterson, J. Wang, D. G. Bear, et al. (1997). "DNA looping by Ku and the
DNA-dependent protein kinase." Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 94(9): 4267-4272.

Catteau, A., W. H. Harris, C. F. Xu and E. Solomon (1999). "Methylation of the BRCA1 promoter
region in sporadic breast and ovarian cancer: correlation with disease characteristics."
Oncogene 18(11): 1957-1965.

Clarke, A. R., C. A. Purdie, D. J. Harrison, R. G. Morris, et al. (1993). "Thymocyte apoptosis
induced by p53-dependent and independent pathways." Nature 362(6423): 849-852.

Claus, E. B., N. Risch and W. D. Thompson (1994). "Autosomal dominant inheritance of early-
onset breast cancer. Implications for risk prediction." Cancer 73(3): 643-651.

Cong, L., F. A. Ran, D. Cox, S. Lin, et al. (2013). "Multiplex genome engineering using
CRISPR/Cas systems." Science 339(6121): 819-823.

Corneo, B., R. L. Wendland, L. Deriano, X. Cui, et al. (2007). "Rag mutations reveal robust
alternative end joining." Nature 449(7161): 483-486.

Cortez, D., Y. Wang, J. Qin and S. J. Elledge (1999). "Requirement of ATM-dependent
phosphorylation of brcal in the DNA damage response to double-strand breaks." Science
286(5442): 1162-1166.

Crick, F. H. (1952). "Is alpha-keratin a coiled coil?" Nature 170(4334): 882-883.

Cruz-Garcia, A., A. Lopez-Saavedra and P. Huertas (2014). "BRCA1 accelerates CtIP-mediated
DNA-end resection." Cell reports 9(2): 451-459.

Daly, M. B., R. Pilarski, J. E. Axilbund, M. Berry, ef al. (2016). "Genetic/Familial High-Risk
Assessment: Breast and Ovarian, Version 2.2015." Journal of the National
Comprehensive Cancer Network : JNCCN 14(2): 153-162.

Davies, A. A., J. Y. Masson, M. J. Mcllwraith, A. Z. Stasiak, et al. (2001). "Role of BRCA2 in
control of the RADS51 recombination and DNA repair protein." Molecular Cell 7(2): 273-
282.

Davis, A. J., L. Chi, S. So, K. J. Lee, et al. (2014). "BRCA1 modulates the autophosphorylation
status of DNA-PKcs in S phase of the cell cycle." Nucleic Acids Res 42(18): 11487-
11501.

Day, D. A. and M. F. Tuite (1998). "Post-transcriptional gene regulatory mechanisms in
eukaryotes: an overview." The Journal of endocrinology 157(3): 361-371.

79



de Jager, M., J. van Noort, D. C. van Gent, C. Dekker, et al. (2001). "Human Rad50/Mrel1 is a
flexible complex that can tether DNA ends." Molecular Cell 8(5): 1129-1135.

De Siervi, A., P. De Luca, J. S. Byun, L. J. Dj, et al. (2010). "Transcriptional autoregulation by
BRCAL." Cancer Research 70(2): 532-542.

Deng, Y., J. Liu, G. Han, S. L. Lu, et al. (2010). "Redox-dependent Brcal transcriptional
regulation by an NADH-sensor CtBP1." Oncogene 29(50): 6603-6608.

Di, L. J., A. G. Fernandez, A. De Siervi, D. L. Longo, et al. (2010). "Transcriptional regulation
of BRCA1 expression by a metabolic switch." Nature structural & molecular biology
17(12): 1406-1413.

Dimitrov, S., M. Brennerova and J. Forejt (2001). "Expression profiles and intergenic structure
of head-to-head oriented Brcal and Nbrl genes." Gene 262(1-2): 89-98.

DiNardo, D. N., D. T. Butcher, D. P. Robinson, T. K. Archer, ef al. (2001). "Functional analysis
of CpG methylation in the BRCA1 promoter region." Oncogene 20(38): 5331-5340.

Ding, Q., Y. V. Reddy, W. Wang, T. Woods, et al. (2003). "Autophosphorylation of the catalytic
subunit of the DNA-dependent protein kinase is required for efficient end processing
during DNA double-strand break repair." Molecular and Cellular Biology 23(16): 5836-
5848.

Doench, J. G., N. Fusi, M. Sullender, M. Hegde, et al. (2016). "Optimized sgRNA design to
maximize activity and minimize off-target effects of CRISPR-Cas9." Nature
biotechnology 34(2): 184-191.

Dohrn, L., D. Salles, S. Y. Siehler, J. Kaufmann, et al. (2012). "BRCA1-mediated repression of
mutagenic end-joining of DNA double-strand breaks requires complex formation with
BACHI1." The Biochemical journal 441(3): 919-926.

Domagala, P., J. Hybiak, C. Cybulski and J. Lubinski (2017). "BRCA1/2-negative hereditary
triple-negative breast cancers exhibit BRCAness." International journal of cancer 140(7):
1545-1550.

Dong, Y., M. A. Hakimi, X. Chen, E. Kumaraswamy, et al. (2003). "Regulation of BRCC, a
holoenzyme complex containing BRCA1 and BRCAZ2, by a signalosome-like subunit and
its role in DNA repair." Molecular Cell 12(5): 1087-1099.

Dorairaj, J. J., D. W. Salzman, D. Wall, T. Rounds, ef al. (2014). "A germline mutation in the
BRCA1 3'UTR predicts Stage IV breast cancer." BMC cancer 14: 421.

Dos Santos, E. S., S. M. Caputo, L. Castera, M. Gendrot, et al. (2018). "Assessment of the
functional impact of germline BRCA1/2 variants located in non-coding regions in
families with breast and/or ovarian cancer predisposition." Breast cancer research and
treatment 168(2): 311-325.

Duursma, A. M., R. Driscoll, J. E. Elias and K. A. Cimprich (2013). "A role for the MRN complex
in ATR activation via TOPBP1 recruitment." Molecular Cell 50(1): 116-122.

Easton, D. and J. Peto (1990). "The contribution of inherited predisposition to cancer incidence."
Cancer surveys 9(3): 395-416.

Easton, D. F., D. Ford and D. T. Bishop (1995). "Breast and ovarian cancer incidence in BRCA1-
mutation carriers. Breast Cancer Linkage Consortium." American journal of human
genetics 56(1): 265-271.

Escribano-Diaz, C., A. Orthwein, A. Fradet-Turcotte, M. Xing, et al. (2013). "A cell cycle-
dependent regulatory circuit composed of S3BP1-RIF1 and BRCA1-CtIP controls DNA
repair pathway choice." Molecular Cell 49(5): 872-883.

Esteller, M., P. G. Corn, S. B. Baylin and J. G. Herman (2001). "A gene hypermethylation profile
of human cancer." Cancer Research 61(8): 3225-3229.

Evans, D. G. R., E. M. van Veen, H. J. Byers, A. J. Wallace, et al. (2018). "A Dominantly
Inherited 5' UTR Variant Causing Methylation-Associated Silencing of BRCA1 as a
Cause of Breast and Ovarian Cancer." American journal of human genetics 103(2): 213-
220.

Fabbro, M., J. A. Rodriguez, R. Baer and B. R. Henderson (2002). "BARD1 induces BRCAI
intranuclear foci formation by increasing RING-dependent BRCA1 nuclear import and

80



inhibiting BRCA1 nuclear export." The Journal of biological chemistry 277(24): 21315-
21324.

Favy, D. A., P. Rio, J. C. Maurizis, C. Hizel, et al. (1999). "Prolactin-dependent up-regulation of
BRCA1 expression in human breast cancer cell lines." Biochemical and Biophysical
Research Communications 258(2): 284-291.

Feng, L., K. W. Fong, J. Wang, W. Wang, ef al. (2013). "RIF1 counteracts BRCA1-mediated end
resection during DNA repair." The Journal of biological chemistry 288(16): 11135-
11143.

Feng, L., N. Li, Y. Li, J. Wang, et al. (2015). "Cell cycle-dependent inhibition of 53BP1 signaling
by BRCAL." Cell Discov 1: 15019.

Ferretti, L. P., L. Lafranchi and A. A. Sartori (2013). "Controlling DNA-end resection: a new task
for CDKs." Frontiers in genetics 4: 99.

Foray, N., D. Marot, A. Gabriel, V. Randrianarison, et al. (2003). "A subset of ATM- and ATR-
dependent phosphorylation events requires the BRCA1 protein." The EMBO journal
22(11): 2860-2871.

Ford, D., D. F. Easton, M. Stratton, S. Narod, ef al. (1998). "Genetic heterogeneity and penetrance
analysis of the BRCA1 and BRCA2 genes in breast cancer families. The Breast Cancer
Linkage Consortium." American journal of human genetics 62(3): 676-689.

Foulkes, W. D., J. S. Brunet, I. M. Stefansson, O. Straume, et al. (2004). "The prognostic
implication of the basal-like (cyclin E high/p27 low/p53+/glomeruloid-microvascular-
proliferation+) phenotype of BRCA 1-related breast cancer." Cancer Research 64(3): 830-
835.

Fukasawa, K., F. Wiener, G. F. Vande Woude and S. Mai (1997). "Genomic instability and
apoptosis are frequent in p53 deficient young mice." Oncogene 15(11): 1295-1302.

Garcia, A. I, M. Buisson, P. Bertrand, R. Rimokh, et al. (2011). "Down-regulation of BRCA1
expression by miR-146a and miR-146b-5p in triple negative sporadic breast cancers."
EMBO molecular medicine 3(5): 279-290.

Gardiner-Garden, M. and M. Frommer (1987). "CpG islands in vertebrate genomes." Journal of
molecular biology 196(2): 261-282.

Gatei, M., B. B. Zhou, K. Hobson, S. Scott, ef al. (2001). "Ataxia telangiectasia mutated (ATM)
kinase and ATM and Rad3 related kinase mediate phosphorylation of Brcal at distinct
and overlapping sites. In vivo assessment using phospho-specific antibodies." The
Journal of biological chemistry 276(20): 17276-17280.

Geospiza Inc.; Seattle, W., USA; http://www.geospiza.com. "FinchTV 1.5.0." from
https://digitalworldbiology.com/FinchTV.

Gowen, L. C., B. L. Johnson, A. M. Latour, K. K. Sulik, et al. (1996). "Brcal deficiency results
in early embryonic lethality characterized by neuroepithelial abnormalities." Nature
Genetics 12(2): 191-194.

Grawunder, U., M. Wilm, X. Wu, P. Kulesza, et al. (1997). "Activity of DNA ligase IV stimulated
by complex formation with XRCC4 protein in mammalian cells." Nature 388(6641): 492-
495.

Griffiths, B. L., E. Solomon, H. Nicolai, J. A. Chambers, et al. (1997). "Isolation and
Characterisation of the NBR2 Gene Which Lies Head to Head with the Human BRCA1
Gene." Human Molecular Genetics 6(7): 1057-1062.

Gu, J., H. Lu, B. Tippin, N. Shimazaki, et al. (2007). "XRCC4:DNA ligase IV can ligate
incompatible DNA ends and can ligate across gaps." The EMBO journal 26(4): 1010-
1023.

Gu, J., H. Lu, A. G. Tsai, K. Schwarz, et al. (2007). "Single-stranded DNA ligation and XLF-
stimulated incompatible DNA end ligation by the XRCC4-DNA ligase IV complex:
influence of terminal DNA sequence." Nucleic Acids Research 35(17): 5755-5762.

Gudas, J. M., T. Li, H. Nguyen, D. Jensen, et al. (1996). "Cell cycle regulation of BRCAL1
messenger RNA in human breast epithelial cells." Cell growth & differentiation : the
molecular biology journal of the American Association for Cancer Research 7(6): 717-
723.

81


http://www.geospiza.com/

Gudas, J. M., H. Nguyen, T. Li and K. H. Cowan (1995). "Hormone-dependent regulation of
BRCAI1 in human breast cancer cells." Cancer Research 55(20): 4561-4565.

Gupta, R., S. Sharma, J. A. Sommers, Z. Jin, et al. (2005). "Analysis of the DNA substrate
specificity of the human BACHI1 helicase associated with breast cancer." The Journal of
biological chemistry 280(27): 25450-25460.

Haeussler, M., K. Schonig, H. Eckert, A. Eschstruth, ez al. (2016). "Evaluation of off-target and
on-target scoring algorithms and integration into the guide RNA selection tool
CRISPOR." Genome biology 17(1): 148.

Hagen, U. (1989). "Biochemical aspects of radiation biology." Experientia 45(1): 7-12.

Hakem, R., J. L. de la Pompa, A. Elia, J. Potter, et al. (1997). "Partial rescue of Brcal (5-6) early
embryonic lethality by p53 or p21 null mutation." Nature Genetics 16(3): 298-302.

Hakem, R., J. L. de la Pompa, C. Sirard, R. Mo, et al. (1996). "The tumor suppressor gene Brcal
is required for embryonic cellular proliferation in the mouse." Cell 85(7): 1009-1023.

Hall, J., M. Lee, B. Newman, J. Morrow, et al. (1990). "Linkage of early-onset familial breast
cancer to chromosome 17q21." Science 250(4988): 1684-1689.

Hamajima, N., K. Hirose, K. Tajima, T. Rohan, ef al. (2002). "Alcohol, tobacco and breast cancer-
-collaborative reanalysis of individual data from 53 epidemiological studies, including
58,515 women with breast cancer and 95,067 women without the disease." British journal
of cancer 87(11): 1234-1245.

Hasan, A., C. Cotobal, C. D. Duncan and J. Mata (2014). "Systematic analysis of the role of RNA-
binding proteins in the regulation of RNA stability." PLoS genetics 10(11): €1004684.

Hashizume, R., M. Fukuda, I. Maeda, H. Nishikawa, et al. (2001). "The RING heterodimer
BRCAI1-BARDI is a ubiquitin ligase inactivated by a breast cancer-derived mutation." J
Biol Chem 276(18): 14537-14540.

Hershko, A., H. Heller, S. Elias and A. Ciechanover (1983). "Components of ubiquitin-protein
ligase system. Resolution, affinity purification, and role in protein breakdown." The
Journal of biological chemistry 258(13): 8206-8214.

Hershko, A., H. Heller, E. Eytan and Y. Reiss (1986). "The protein substrate binding site of the
ubiquitin-protein ligase system." The Journal of biological chemistry 261(26): 11992-
11999.

Hockings, J. K., P. A. Thorne, M. Q. Kemp, S. S. Morgan, et al. (2006). "The ligand status of the
aromatic hydrocarbon receptor modulates transcriptional activation of BRCA-1 promoter
by estrogen." Cancer Research 66(4): 2224-2232.

Hu, Y. F., T. Miyake, Q. Ye and R. Li (2000). "Characterization of a novel trans-activation
domain of BRCAI1 that functions in concert with the BRCA1 C-terminal (BRCT)
domain." The Journal of biological chemistry 275(52): 40910-40915.

Hutchison, C. A., 3rd, S. Phillips, M. H. Edgell, S. Gillam, et al. (1978). "Mutagenesis at a specific
position in a DNA sequence." The Journal of biological chemistry 253(18): 6551-6560.

Chau, V., J. W. Tobias, A. Bachmair, D. Marriott, et al. (1989). "A multiubiquitin chain is
confined to specific lysine in a targeted short-lived protein." Science 243(4898): 1576-
1583.

Chen, C. F., S. Li, Y. Chen, P. L. Chen, et al. (1996). "The nuclear localization sequences of the
BRCALI1 protein interact with the importin-alpha subunit of the nuclear transport signal
receptor.”" The Journal of biological chemistry 271(51): 32863-32868.

Chen, J., D. P. Silver, D. Walpita, S. B. Cantor, et al. (1998). "Stable interaction between the
products of the BRCA1 and BRCA2 tumor suppressor genes in mitotic and meiotic cells."
Molecular Cell 2(3): 317-328.

Chen, L., C. J. Nievera, A. Y. Lee and X. Wu (2008). "Cell cycle-dependent complex formation
of BRCA1.CtIP.MRN is important for DNA double-strand break repair." The Journal of
biological chemistry 283(12): 7713-7720.

Chen, L., K. Tryjillo, P. Sung and A. E. Tomkinson (2000). "Interactions of the DNA ligase IV-
XRCC4 complex with DNA ends and the DNA-dependent protein kinase." The Journal
of biological chemistry 275(34): 26196-26205.

82



Chen, Y., A. A. Farmer, C. F. Chen, D. C. Jones, et al. (1996). "BRCAL1 is a 220-kDa nuclear
phosphoprotein that is expressed and phosphorylated in a cell cycle-dependent manner."
Cancer Res 56(14): 3168-3172.

Chen, Y., J. Xu, S. Borowicz, C. Collins, ef al. (2011). "c-Myc activates BRCA1 gene expression
through distal promoter elements in breast cancer cells." BMC cancer 11: 246.

Chu, V. T., T. Weber, B. Wefers, W. Wurst, ef al. (2015). "Increasing the efficiency of homology-
directed repair for CRISPR-Cas9-induced precise gene editing in mammalian cells.”
Nature biotechnology 33(5): 543-548.

Iwabuchi, K., P. L. Bartel, B. Li, R. Marraccino, et al. (1994). "Two cellular proteins that bind to
wild-type but not mutant p53." Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 91(13): 6098-6102.

Jeffy, B. D., J. K. Hockings, M. Q. Kemp, S. S. Morgan, et al. (2005). "An estrogen receptor-
alpha/p300 complex activates the BRCA-1 promoter at an AP-1 site that binds Jun/Fos
transcription factors: repressive effects of p53 on BRCA-1 transcription." Neoplasia 7(9):
873-882.

Jensen, R. B., A. Carreira and S. C. Kowalczykowski (2010). "Purified human BRCA2 stimulates
RADS51-mediated recombination." Nature 467(7316): 678-683.

Jiang, G., I. Plo, T. Wang, M. Rahman, ef al. (2013). "BRCA1-Ku80 protein interaction enhances
end-joining fidelity of chromosomal double-strand breaks in the G1 phase of the cell
cycle." The Journal of biological chemistry 288(13): 8966-8976.

Jinek, M., K. Chylinski, I. Fonfara, M. Hauer, et al. (2012). "A programmable dual-RNA-guided
DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity." Science 337(6096): 816-821.

Johnson, R. D. and M. Jasin (2000). "Sister chromatid gene conversion is a prominent double-
strand break repair pathway in mammalian cells." The EMBO journal 19(13): 3398-3407.

Kleiman, F. E., F. Wu-Baer, D. Fonseca, S. Kaneko, ef al. (2005). "BRCA1/BARDI1 inhibition
of mRNA 3' processing involves targeted degradation of RNA polymerase II." Genes &
Development 19(10): 1227-1237.

Kluk, B. J., Y. Fu, T. A. Formolo, L. Zhang, et al. (2010). "BP1, an isoform of DLX4
homeoprotein, negatively regulates BRCA1 in sporadic breast cancer." International
journal of biological sciences 6(5): 513-524.

Knudson, A. G., Jr. (1971). "Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma."
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 68(4):
820-823.

Kochan, J. A., E. C. B. Desclos, R. Bosch, L. Meister, et al. (2017). "Meta-analysis of DNA
double-strand break response kinetics." Nucleic Acids Research 45(22): 12625-12637.

Konishi, H., M. Mohseni, A. Tamaki, J. P. Garay, ef al. (2011). "Mutation of a single allele of the
cancer susceptibility gene BRCA1 leads to genomic instability in human breast epithelial
cells." Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
108(43): 17773-17778.

Koonin, E. V., S. F. Altschul and P. Bork (1996). "BRCA1 protein products ... Functional motifs."
Nat Genet 13(3): 266-268.

Kozak, M. (1987). "An analysis of 5'-noncoding sequences from 699 vertebrate messenger
RNAs." Nucleic Acids Research 15(20): 8125-8148.

Kozak, M. (1987). "At least six nucleotides preceding the AUG initiator codon enhance
translation in mammalian cells." Journal of molecular biology 196(4): 947-950.
Kumaraswamy, E. and R. Shiekhattar (2007). "Activation of BRCA1/BRCA2-associated helicase
BACHI is required for timely progression through S phase." Molecular and Cellular

Biology 27(19): 6733-6741.

Labun, K., T. G. Montague, M. Krause, Y. N. Torres Cleuren, et al. (2019). "CHOPCHOP v3:
expanding the CRISPR web toolbox beyond genome editing." Nucleic Acids Research
47(W1): W171-W174.

Lee, J. H. and T. T. Paull (2005). "ATM activation by DNA double-strand breaks through the
Mrel1-Rad50-Nbs1 complex." Science 308(5721): 551-554.

83



Lee, J. W, L. Blanco, T. Zhou, M. Garcia-Diaz, et al. (2004). "Implication of DNA polymerase
lambda in alignment-based gap filling for nonhomologous DNA end joining in human
nuclear extracts." The Journal of biological chemistry 279(1): 805-811.

Lelli, K. M., M. Slattery and R. S. Mann (2012). "Disentangling the many layers of eukaryotic
transcriptional regulation." Annual review of genetics 46: 43-68.

Li, X., C. M. Stith, P. M. Burgers and W. D. Heyer (2009). "PCNA is required for initiation of
recombination-associated DNA synthesis by DNA polymerase delta." Molecular Cell
36(4): 704-713.

Lim, L. P., N. C. Lau, P. Garrett-Engele, A. Grimson, ef al. (2005). "Microarray analysis shows
that some microRNAs downregulate large numbers of target mRNAs." Nature
433(7027): 769-773.

Lin, F. L., K. Sperle and N. Sternberg (1984). "Model for homologous recombination during
transfer of DNA into mouse L cells: role for DNA ends in the recombination process."
Molecular and Cellular Biology 4(6): 1020-1034.

Lin, R., J. W. Leone, R. G. Cook and C. D. Allis (1989). "Antibodies specific to acetylated
histones document the existence of deposition- and transcription-related histone
acetylation in Tetrahymena." The Journal of cell biology 108(5): 1577-1588.

Liu, J., G. Prolla, A. Rostagno, R. Chiarle, et al. (2000). "Initiation of translation from a
downstream in-frame AUG codon on BRCAT1 can generate the novel isoform protein
DeltaBRCA1(17aa)." Oncogene 19(23): 2767-2773.

Liu, P., W. Gan, S. Su, A. V. Hauenstein, et al. (2018). "K63-linked polyubiquitin chains bind to
DNA to facilitate DNA damage repair." Science signaling 11(533).

Liu, V. F. and D. T. Weaver (1993). "The ionizing radiation-induced replication protein A
phosphorylation response differs between ataxia telangiectasia and normal human cells."
Molecular and Cellular Biology 13(12): 7222-7231.

Livasy, C. A., G. Karaca, R. Nanda, M. S. Tretiakova, et al. (2006). "Phenotypic evaluation of
the basal-like subtype of invasive breast carcinoma." Modern pathology : an official
journal of the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc 19(2): 264-271.

Lovering, R., I. M. Hanson, K. L. Borden, S. Martin, et al. (1993). "Identification and preliminary
characterization of a protein motif related to the zinc finger." Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 90(6): 2112-2116.

Ma, Y., S. Fan, C. Hu, Q. Meng, ef al. (2010). "BRCA1 regulates acetylation and ubiquitination
of estrogen receptor-alpha." Mol Endocrinol 24(1): 76-90.

Ma, Y., U. Pannicke, K. Schwarz and M. R. Lieber (2002). "Hairpin opening and overhang
processing by an Artemis/DNA-dependent protein kinase complex in nonhomologous
end joining and V(D)J recombination." Cell 108(6): 781-794.

MacDonald, G., M. Stramwasser and C. R. Mueller (2007). "Characterization of a negative
transcriptional element in the BRCA1 promoter." Breast cancer research : BCR 9(4): R49.

Magdinier, F., L. M. Billard, G. Wittmann, L. Frappart, ef al. (2000). "Regional methylation of
the 5' end CpG island of BRCA1 is associated with reduced gene expression in human
somatic cells." FASEB journal : official publication of the Federation of American
Societies for Experimental Biology 14(11): 1585-1594.

Mailand, N., S. Bekker-Jensen, H. Faustrup, F. Melander, et al. (2007). "RNF8 ubiquitylates
histones at DNA double-strand breaks and promotes assembly of repair proteins." Cell
131(5): 887-900.

Malkova, A., E. L. Ivanov and J. E. Haber (1996). "Double-strand break repair in the absence of
RADS5]1 in yeast: a possible role for break-induced DNA replication." Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 93(14): 7131-7136.

Mancini, D. N., D. I. Rodenhiser, P. J. Ainsworth, F. P. O'Malley, et al. (1998). "CpG methylation
within the 5' regulatory region of the BRCA1 gene is tumor specific and includes a
putative CREB binding site." Oncogene 16(9): 1161-1169.

Mao, Z., M. Bozzella, A. Seluanov and V. Gorbunova (2008). "Comparison of nonhomologous
end joining and homologous recombination in human cells." DNA repair 7(10): 1765-
1771.

84



Marks, J. R., G. Huper, J. P. Vaughn, P. L. Davis, ef al. (1997). "BRCA1 expression is not directly
responsive to estrogen." Oncogene 14(1): 115-121.

Martins, F. C., S. De, V. Almendro, M. Gonen, et al. (2012). "Evolutionary pathways in BRCA1-
associated breast tumors." Cancer discovery 2(6): 503-511.

Maruyama, T., S. K. Dougan, M. C. Truttmann, A. M. Bilate, et al. (2015). "Increasing the
efficiency of precise genome editing with CRISPR-Cas9 by inhibition of nonhomologous
end joining." Nature biotechnology 33(5): 538-542.

Matamala, N., M. T. Vargas, R. Gonzalez-Campora, J. 1. Arias, et al. (2016). "MicroRNA
deregulation in triple negative breast cancer reveals a role of miR-498 in regulating
BRCAL expression." Oncotarget 7(15): 20068-20079.

Meza, J. E., P. S. Brzovic, M. C. King and R. E. Klevit (1999). "Mapping the functional domains
of BRCAL. Interaction of the ring finger domains of BRCA1 and BARD1." The Journal
of biological chemistry 274(9): 5659-5665.

Miki, Y., J. Swensen, D. Shattuck-Eidens, P. A. Futreal, et al. (1994). "A strong candidate for the
breast and ovarian cancer susceptibility gene BRCA1." Science 266(5182): 66-71.

Mirzoeva, O. K. and J. H. Petrini (2001). "DNA damage-dependent nuclear dynamics of the
Mrell complex." Molecular and Cellular Biology 21(1): 281-288.

Molyneux, G., F. C. Geyer, F. A. Magnay, A. McCarthy, et al. (2010). "BRCA1 basal-like breast
cancers originate from luminal epithelial progenitors and not from basal stem cells." Cell
stem cell 7(3): 403-417.

Moon, A. F., J. M. Pryor, D. A. Ramsden, T. A. Kunkel, et al. (2014). "Sustained active site
rigidity during synthesis by human DNA polymerase mu." Nature structural & molecular
biology 21(3): 253-260.

Morle, F., J. Starck and J. Godet (1986). "Alpha-thalassemia due to the deletion of nucleotides -
2 and -3 preceding the AUG initiation codon affects translation efficiency both in vitro
and in vivo." Nucleic Acids Research 14(8): 3279-3292.

Moynahan, M. E., J. W. Chiu, B. H. Koller and M. Jasin (1999). "Brcal controls homology-
directed DNA repair." Mol Cell 4(4): 511-518.

Nakamura, K., W. Sakai, T. Kawamoto, R. T. Bree, et al. (2006). "Genetic dissection of vertebrate
53BP1: a major role in non-homologous end joining of DNA double strand breaks." DNA
repair 5(6): 741-749.

Nassif, N., J. Penney, S. Pal, W. R. Engels, ef al. (1994). "Efficient copying of nonhomologous
sequences from ectopic sites via P-element-induced gap repair." Molecular and Cellular
Biology 14(3): 1613-1625.

Nimonkar, A. V., J. Genschel, E. Kinoshita, P. Polaczek, et al. (2011). "BLM-DNA2-RPA-MRN
and EXO1-BLM-RPA-MRN constitute two DNA end resection machineries for human
DNA break repair." Genes & Development 25(4): 350-362.

Nimonkar, A. V., A. Z. Ozsoy, J. Genschel, P. Modrich, ef al. (2008). "Human exonuclease 1 and
BLM helicase interact to resect DNA and initiate DNA repair." Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 105(44): 16906-16911.

Niwa, Y., T. Oyama and T. Nakajima (2000). "BRCA1 expression status in relation to DNA
methylation of the BRCA1 promoter region in sporadic breast cancers." Japanese journal
of cancer research : Gann 91(5): 519-526.

Noderer, W. L., R. J. Flockhart, A. Bhaduri, A. J. Diaz de Arce, ef al. (2014). "Quantitative
analysis of mammalian translation initiation sites by FACS-seq." Molecular systems
biology 10: 748.

Oberley, M. J., D. R. Inman and P. J. Farnham (2003). "E2F6 negatively regulates BRCA1 in
human cancer cells without methylation of histone H3 on lysine 9." The Journal of
biological chemistry 278(43): 42466-42476.

Ogryzko, V. V., R. L. Schiltz, V. Russanova, B. H. Howard, et al. (1996). "The transcriptional
coactivators p300 and CBP are histone acetyltransferases." Cell 87(5): 953-959.
Pelletier, C., W. C. Speed, T. Paranjape, K. Keane, et al. (2011). "Rare BRCA1 haplotypes

including 3'UTR SNPs associated with breast cancer risk." Cell cycle 10(1): 90-99.

85



Perou, C. M., T. Sorlie, M. B. Eisen, M. van de Rijn, et al. (2000). "Molecular portraits of human
breast tumours." Nature 406(6797): 747-752.

Pettigrew, C. A., J. D. French, J. M. Saunus, S. L. Edwards, et al. (2010). "Identification and
functional analysis of novel BRCAL transcripts, including mouse Brcal-Iris and human
pseudo-BRCA1." Breast cancer research and treatment 119(1): 239-247.

Pierce, A. J., R. D. Johnson, L. H. Thompson and M. Jasin (1999). "XRCC3 promotes homology-
directed repair of DNA damage in mammalian cells." Genes & Development 13(20):
2633-2638.

Pinder, J., J. Salsman and G. Dellaire (2015). "Nuclear domain 'knock-in' screen for the evaluation
and identification of small molecule enhancers of CRISPR-based genome editing."
Nucleic Acids Research 43(19): 9379-9392.

Plon, S. E., D. M. Eccles, D. Easton, W. D. Foulkes, ef al. (2008). "Sequence variant classification
and reporting: recommendations for improving the interpretation of cancer susceptibility
genetic test results."” Human mutation 29(11): 1282-1291.

Pohlreich, P., J. Stribrna, Z. Kleibl, M. Zikan, et al. (2003). "Mutations of the BRCA1 gene in
hereditary breast and ovarian cancer in the Czech Republic." Medical principles and
practice : international journal of the Kuwait University, Health Science Centre 12(1):
23-29.

Polato, F., E. Callen, N. Wong, R. Faryabi, et al. (2014). "CtIP-mediated resection is essential for
viability and can operate independently of BRCAI1." The Journal of experimental
medicine 211(6): 1027-1036.

Pongsavee, M., V. Yamkamon, S. Dakeng, O. c. P, et al. (2009). "The BRCA1 3'-UTR:
S57T11+421T/T_5711+1286T/T genotype is a possible breast and ovarian cancer risk
factor." Genetic testing and molecular biomarkers 13(3): 307-317.

Proia, T. A., P. J. Keller, P. B. Gupta, 1. Klebba, ef al. (2011). "Genetic predisposition directs
breast cancer phenotype by dictating progenitor cell fate." Cell stem cell 8(2): 149-163.

ProteinAtlas. (2019). "Tissue expression of BRCAL." from
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000012048-BRCA 1/tissue.

Puget, N., M. Knowlton and R. Scully (2005). "Molecular analysis of sister chromatid
recombination in mammalian cells." DNA repair 4(2): 149-161.

Rahman, N., S. Seal, D. Thompson, P. Kelly, et al. (2007). "PALB2, which encodes a BRCA2-
interacting protein, is a breast cancer susceptibility gene." Nature Genetics 39(2): 165-
167.

Ran, F. A., P. D. Hsu, J. Wright, V. Agarwala, et al. (2013). "Genome engineering using the
CRISPR-Cas9 system." Nature protocols 8(11): 2281-2308.

Rauch, T., X. Zhong, G. P. Pfeifer and X. Xu (2005). "53BP1 is a positive regulator of the BRCA1
promoter." Cell cycle 4(8): 1078-1083.

Reczek, C. R., M. Szabolcs, J. M. Stark, T. Ludwig, et al. (2013). "The interaction between CtIP
and BRCA1 is not essential for resection-mediated DNA repair or tumor suppression."
The Journal of cell biology 201(5): 693-707.

Rice, J. C. and B. W. Futscher (2000). "Transcriptional repression of BRCA1 by aberrant cytosine
methylation, histone hypoacetylation and chromatin condensation of the BRCAI1
promoter.” Nucleic Acids Research 28(17): 3233-3239.

Rice, J. C., H. Ozcelik, P. Maxeiner, 1. Andrulis, et al. (2000). "Methylation of the BRCAI1
promoter is associated with decreased BRCA1 mRNA levels in clinical breast cancer
specimens." Carcinogenesis 21(9): 1761-1765.

Rodriguez, J. A. and B. R. Henderson (2000). "Identification of a functional nuclear export
sequence in BRCA1." The Journal of biological chemistry 275(49): 38589-38596.

Rogakou, E. P., C. Boon, C. Redon and W. M. Bonner (1999). "Megabase chromatin domains
involved in DNA double-strand breaks in vivo." The Journal of cell biology 146(5): 905-
916.

Ruffner, H. and I. M. Verma (1997). "BRCAL1 is a cell cycle-regulated nuclear phosphoprotein."”
Proceedings of the National Academy of Sciences 94(14): 7138-7143.

86


http://www.proteinatlas.org/ENSG00000012048-BRCA1/tissue

Ryan, A. J., S. Squires, H. L. Strutt and R. T. Johnson (1991). "Camptothecin cytotoxicity in
mammalian cells is associated with the induction of persistent double strand breaks in
replicating DNA." Nucleic Acids Research 19(12): 3295-3300.

Sankaran, S., D. E. Crone, R. E. Palazzo and J. D. Parvin (2007). "BRCA1 regulates gamma-
tubulin binding to centrosomes." Cancer biology & therapy 6(12): 1853-1857.

Sartori, A. A., C. Lukas, J. Coates, M. Mistrik, ef al. (2007). "Human CtIP promotes DNA end
resection." Nature 450(7169): 509-514.

Savage, K. 1., K. B. Matchett, E. M. Barros, K. M. Cooper, et al. (2014). "BRCA1 deficiency
exacerbates estrogen-induced DNA damage and genomic instability." Cancer Research
74(10): 2773-2784.

Sealy, L. and R. Chalkley (1978). "DNA associated with hyperacetylated histone is preferentially
digested by DNase I." Nucleic Acids Research 5(6): 1863-1876.

Sedic, M., A. Skibinski, N. Brown, M. Gallardo, et al. (2015). "Haploinsufficiency for BRCA1
leads to cell-type-specific genomic instability and premature senescence.” Nature
communications 6: 7505.

Shibata, A., D. Moiani, A. S. Arvai, J. Perry, et al. (2014). "DNA double-strand break repair
pathway choice is directed by distinct MRE11 nuclease activities." Molecular Cell 53(1):
7-18.

Shiozaki, E. N., L. Gu, N. Yan and Y. Shi (2004). "Structure of the BRCT repeats of BRCA1
bound to a BACH1 phosphopeptide: implications for signaling." Molecular Cell 14(3):
405-412.

Signori, E., C. Bagni, S. Papa, B. Primerano, ef al. (2001). "A somatic mutation in the 5UTR of
BRCA1 gene in sporadic breast cancer causes down-modulation of translation
efficiency." Oncogene 20(33): 4596-4600.

Smith, P. K., R. I. Krohn, G. T. Hermanson, A. K. Mallia, et al. (1985). "Measurement of protein
using bicinchoninic acid." Analytical biochemistry 150(1): 76-85.

Snouwaert, J. N., L. C. Gowen, A. M. Latour, A. R. Mohn, et al. (1999). "BRCA1 deficient
embryonic stem cells display a decreased homologous recombination frequency and an
increased frequency of non-homologous recombination that is corrected by expression of
a brcal transgene." Oncogene 18(55): 7900-7907.

Sobczak, K. and W. J. Krzyzosiak (2002). "Structural determinants of BRCA1 translational
regulation." The Journal of biological chemistry 277(19): 17349-17358.

Sobhian, B., G. Shao, D. R. Lilli, A. C. Culhane, et al. (2007). "RAP80 targets BRCA1 to specific
ubiquitin structures at DNA damage sites." Science 316(5828): 1198-1202.

Sodha, N., S. Bullock, R. Taylor, G. Mitchell, et al. (2002). "CHEK?2 variants in susceptibility to
breast cancer and evidence of retention of the wild type allele in tumours." British journal
of cancer 87(12): 1445-1448.

Sorlie, T., C. M. Perou, R. Tibshirani, T. Aas, ef al. (2001). "Gene expression patterns of breast
carcinomas distinguish tumor subclasses with clinical implications." Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 98(19): 10869-10874.

Sorlie, T., R. Tibshirani, J. Parker, T. Hastie, et al. (2003). "Repeated observation of breast tumor
subtypes in independent gene expression data sets." Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 100(14): 8418-8423.

Spencer, T. E., G. Jenster, M. M. Burcin, C. D. Allis, et al. (1997). "Steroid receptor coactivator-
1 is a histone acetyltransferase." Nature 389(6647): 194-198.

Starita, L. M., Y. Machida, S. Sankaran, J. E. Elias, et al. (2004). "BRCA1-dependent
ubiquitination of gamma-tubulin regulates centrosome number." Molecular and Cellular
Biology 24(19): 8457-8466.

Stewart, G. S., B. Wang, C. R. Bignell, A. M. Taylor, ef al. (2003). "MDCI is a mediator of the
mammalian DNA damage checkpoint." Nature 421(6926): 961-966.

Stucki, M., J. A. Clapperton, D. Mohammad, M. B. Yaffe, et al. (2005). "MDCI1 directly binds
phosphorylated histone H2AX to regulate cellular responses to DNA double-strand
breaks." Cell 123(7): 1213-1226.

87



Suen, T. C. and P. E. Goss (2001). "Identification of a novel transcriptional repressor element
located in the first intron of the human BRCA1 gene." Oncogene 20(4): 440-450.

Suen, T. C., M. S. Tang and P. E. Goss (2005). "Model of transcriptional regulation of the
BRCA1-NBR2 bi-directional transcriptional unit." Biochimica et biophysica acta
1728(3): 126-134.

Sung, P. and D. L. Robberson (1995). "DNA strand exchange mediated by a RAD51-ssDNA
nucleoprotein filament with polarity opposite to that of RecA." Cell 82(3): 453-461.

Sy, S. M., M. S. Huen and J. Chen (2009). "PALB2 is an integral component of the BRCA
complex required for homologous recombination repair." Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 106(17): 7155-7160.

Szankasi, P. and G. R. Smith (1992). "A DNA exonuclease induced during meiosis of
Schizosaccharomyces pombe." The Journal of biological chemistry 267(5): 3014-3023.

Takata, M., M. S. Sasaki, E. Sonoda, C. Morrison, et al. (1998). "Homologous recombination and
non-homologous end-joining pathways of DNA double-strand break repair have
overlapping roles in the maintenance of chromosomal integrity in vertebrate cells." The
EMBO journal 17(18): 5497-5508.

Thompson, D., S. Duedal, J. Kirner, L. McGuffog, et al. (2005). "Cancer risks and mortality in
heterozygous ATM mutation carriers." Journal of the National Cancer Institute 97(11):
813-822.

Tibbetts, R. S., D. Cortez, K. M. Brumbaugh, R. Scully, et al. (2000). "Functional interactions
between BRCA1 and the checkpoint kinase ATR during genotoxic stress." Genes &
Development 14(23): 2989-3002.

Towler, W. L., J. Zhang, D. J. Ransburgh, A. E. Toland, ef al. (2013). "Analysis of BRCA1
variants in double-strand break repair by homologous recombination and single-strand
annealing." Human mutation 34(3): 439-445.

Turner, J. and M. Crossley (1998). "Cloning and characterization of mCtBP2, a co-repressor that
associates with basic Kruppel-like factor and other mammalian transcriptional
regulators." The EMBO journal 17(17): 5129-5140.

UCSC, G. B. "UCSC Genome Browser." Retrieved 23.2., 2019, from http://genome.ucsc.edu/.

Uhlen, M., L. Fagerberg, B. M. Hallstrom, C. Lindskog, et al. (2015). "Proteomics. Tissue-based
map of the human proteome." Science 347(6220): 1260419.

Vaughn, J. P., P. L. Davis, M. D. Jarboe, G. Huper, ef al. (1996). "BRCA1 expression is induced
before DNA synthesis in both normal and tumor-derived breast cells." Cell growth &
differentiation : the molecular biology journal of the American Association for Cancer
Research 7(6): 711-715.

Wang, A., R. Schneider-Broussard, A. P. Kumar, M. C. MacLeod, et al. (2000). "Regulation of
BRCA1 expression by the Rb-E2F pathway." The Journal of biological chemistry 275(6):
4532-4536.

Wang, B., K. Hurov, K. Hofmann and S. J. Elledge (2009). "NBA1, a new player in the Brcal A
complex, is required for DNA damage resistance and checkpoint control." Genes &
Development 23(6): 729-739.

Wang, B., S. Matsuoka, B. A. Ballif, D. Zhang, et al. (2007). "Abraxas and RAP80 form a BRCA1
protein complex required for the DNA damage response." Science 316(5828): 1194-
1198.

Wang, J., C. Lu, D. Min, Z. Wang, et al. (2007). "A mutation in the 5' untranslated region of the
BRCAI1 gene in sporadic breast cancer causes downregulation of translation efficiency."
The Journal of international medical research 35(4): 564-573.

Ward, 1., J. E. Kim, K. Minn, C. C. Chini, et al. (2006). "The tandem BRCT domain of 53BP1 is
not required for its repair function." The Journal of biological chemistry 281(50): 38472-
38477.

Wardrop, S. L. and M. A. Brown (2005). "Identification of two evolutionarily conserved and
functional regulatory elements in intron 2 of the human BRCAT1 gene." Genomics 86(3):
316-328.

Waters, R. (2006). "Maintaining genome integrity." EMBO reports 7(4): 377-381.

88


http://genome.ucsc.edu/

Williams, R. S., R. Green and J. N. Glover (2001). "Crystal structure of the BRCT repeat region
from the breast cancer-associated protein BRCA1." Nature structural biology 8(10): 838-
842.

Williams, R. S., M. S. Lee, D. D. Hau and J. N. Glover (2004). "Structural basis of phosphopeptide
recognition by the BRCT domain of BRCA1." Nature structural & molecular biology
11(6): 519-525.

Wold, M. S. and T. Kelly (1988). "Purification and characterization of replication protein A, a
cellular protein required for in vitro replication of simian virus 40 DNA." Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 85(8): 2523-2527.

Wu, L. C., Z. W. Wang, J. T. Tsan, M. A. Spillman, et al. (1996). "ldentification of a RING
protein that can interact in vivo with the BRCA1 gene product." Nat Genet 14(4): 430-
440.

Xia, B., Q. Sheng, K. Nakanishi, A. Ohashi, ef al. (2006). "Control of BRCAZ2 cellular and clinical
functions by a nuclear partner, PALB2." Molecular Cell 22(6): 719-729.

Xu, B., A. H. ODonnell, S. T. Kim and M. B. Kastan (2002). "Phosphorylation of serine 1387 in
Brcal is specifically required for the Atm-mediated S-phase checkpoint after ionizing
irradiation." Cancer Res 62(16): 4588-4591.

Xu, C. F., M. A. Brown, J. A. Chambers, B. Griffiths, et al. (1995). "Distinct transcription start
sites generate two forms of BRCA1 mRNA." Human Molecular Genetics 4(12): 2259-
2264.

Xu, C. F., J. A. Chambers and E. Solomon (1997). "Complex regulation of the BRCA1 gene."
The Journal of biological chemistry 272(34): 20994-20997.

Yan, J., Y. S. Kim, X. P. Yang, M. Albers, ef al. (2007). "Ubiquitin-interaction motifs of RAP80
are critical in its regulation of estrogen receptor alpha." Nucleic Acids Research 35(5):
1673-1686.

Yang, X. J. and E. Seto (2003). "Collaborative spirit of histone deacetylases in regulating
chromatin structure and gene expression." Current opinion in genetics & development
13(2): 143-153.

Yu, X. and J. Chen (2004). "DNA damage-induced cell cycle checkpoint control requires CtIP, a
phosphorylation-dependent binding partner of BRCA1 C-terminal domains." Molecular
and Cellular Biology 24(21): 9478-9486.

Yu, X., C. C. Chini, M. He, G. Mer, et al. (2003). "The BRCT domain is a phospho-protein
binding domain." Science 302(5645): 639-642.

Yu, X., L. C. Wu, A. M. Bowcock, A. Aronheim, et al. (1998). "The C-terminal (BRCT) domains
of BRCAL interact in vivo with CtIP, a protein implicated in the CtBP pathway of
transcriptional repression." The Journal of biological chemistry 273(39): 25388-25392.

Yuan, S. S.,S. Y. Lee, G. Chen, M. Song, et al. (1999). "BRCAZ2 is required for ionizing radiation-
induced assembly of Rad51 complex in vivo." Cancer Research 59(15): 3547-3551.

Yun, M. H. and K. Hiom (2009). "CtIP-BRCA1 modulates the choice of DNA double-strand-
break repair pathway throughout the cell cycle." Nature 459(7245): 460-463.

Zhang, F., Q. Fan, K. Ren and P. R. Andreassen (2009). "PALB2 functionally connects the breast
cancer susceptibility proteins BRCA1 and BRCA2." Molecular cancer research : MCR
7(7): 1110-1118.

Zhang, F., J. Ma, J. Wu, L. Ye, et al. (2009). "PALB2 links BRCA1 and BRCA?2 in the DNA-
damage response." Current biology : CB 19(6): 524-529.

Zhong, Q., C. F. Chen, P. L. Chen and W. H. Lee (2002). "BRCAI facilitates microhomology-
mediated end joining of DNA double strand breaks." The Journal of biological chemistry
277(32): 28641-28647.

Zimmermann, M., F. Lottersberger, S. B. Buonomo, A. Sfeir, et al. (2013). "53BP1 regulates
DSB repair using Rifl to control 5' end resection.”" Science 339(6120): 700-704.

89



