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ABSTRAKT

Breast cancer gene 1 (BRCA1) koduje jaderny fosfoprotein, jehoz zakladni funkce spociva
Vv regulaci odpovédi na poskozeni genomové DNA. Protein BRCAL se podili na vzniku a
funkci proteinovych superkomplexii, které se ucastni reparace dvouietézcovych zlomu. Tyto
superkomplexy vznikaji na zékladé¢ protein-proteinovych interakci mezi vysoce
konzervativnimi doménami proteinu BRCA1 a jeho vazebnymi partnery. Kromé divoké
formy (wt) BRCA1 mRNA obsahujici v§ech 22 exoni kédujicich protein o velikosti 220 kD,
byla popsdna fada alternativnich sestfihovych variant (ASV) BRCA1 mRNA, které davaji
vzniknout proteinovym izoformam postradajicim vyznamné strukturni domény. Predpoklada

se, ze vznik ASV BRCAL mRNA je jednou z moznosti regulace funkce BRCA1 proteinu.

Do soucasné doby neni znam komplexni profil ASV BRCALI ve fyziologickych tkanich ¢i

mira a tkanova specifi¢nost jejich exprese. Studium téchto aspektii bylo naplni této prace.

Na vzorcich celkové RNA jsme optimalizovali postup identifikace ASV BRCAI1 véetné
celych transkripth wt BRCA1 s délkou pies 5,5 kb. V nasledné vySetfovanych vzorcich RNA
izolované z periferni krve pacientek s karcinomem prsu a zen bez nddorového onemocnéni
jsme vedle wt formy identifikovali celkem 13 ASV BRCA1 mRNA. Vétsina (9/13)
identifikovanych ASV BRCAI reprezentovala formy se zachovanym ¢tecim ramcem. Expresi
peti nejcastéjSich ASV BRCAI1 jsme nésledné kvantifikovali ve vzorcich RNA izolovanych
z lymfocytl periferni krve a z nenadorové mamarni a tukové tkané pacientek s karcinomem
prsu a kontrol pomoci qPCR. Vysledky kvantifikaci ukazaly, Ze identifikované ASV BRCA 1
(s vyjimkou BRCAI1A8-9) jsou exprimovany ve vySetfovanych vzorcich velmi omezené.

Jejich podil na celkové expresi, které dominuje wt forma BRCA1 mRNA, neptesahuje 5 %.

Doposud ziskané vysledky naznacuji, ze ptitomnost ASV BRCA1 mRNA ve vySetfovanych
vzorcich je Cetnd, avSak jejich zastoupeni je minimalni. Otdzkou feSenou v navaznosti na
vysledky stavajicich analyz bude studium dynamiky zmén exprese ASV BRCA1 mRNA

pfedevsim po genotoxickém poskozeni DNA.

Klicova slova: BRCAI, karcinom prsu, alternativni sestfih, analyza genové exprese



ABSTRACT

The Breast cancer gene 1 (BRCAL) codes for nuclear phosphoprotein with a key function in
the regulation of DNA damage response. The BRCAL protein contributes to the formation
and regulation of protein supercomplexes that participates on the DNA double-strand break
repair. These protein supercomplexes are formed by the protein-protein interactions between
highly conservative protein motives in BRCAL and its binding partners. Except to the wild
type form of BRCA1 mRNA containing entire set of 22 exons coding for the 220 kD protein,
numerous alternative splicing variants (ASVs) BRCA1 mRNA has been described. These
ASVs code for BRCAL isoforms lacking several critical functional domains. It has been
proposed, that formation of BRCA1’s ASVs represent a tool for regulation of BRCAL

function.

Only poorly has been characterized a complex catalogue of in various human tissues and

their expression. This study aims to address these questions.

We optimized the identification of BRCA1’s ASVs including those covering the entire
transcripts of the wt BRCA1 mRNA with length exceeding 5.5 kb. In further analysis, we
characterized 13 BRCA1’s ASVs in RNA samples isolated from peripheral blood
mononuclear cells (PBMNC) obtained from patients with breast cancer (BC) and control
subjects. The majority of the identified ASVs (9/13) retained the original ORF of BRCAL.
The expressions of five selected ASVs were quantified in PBMNC and non-tumor mammary
and adipose tissues obtained from BC patients and controls using gPCR. The results of g°PCR
analyses show the low expression of analyzed BRCA1’s ASVs with the exception of
BRCA1A8-9. The ratio of MRNA ASVs was below 5 % of total BRCA1 mRNA expression.

Our results indicate that numerous ASVs of BRCA1 mRNA occur in analyzed samples, but
their expression is extremely low. Further, we are planning to analyze the dynamics of

BRCA1’s ASVs changes, especially following the genotoxic insults.

Key words: BRCAIL, breast cancer, alternative splicing, gene expression analysis
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1 UVOD

Od roku 1990, kdy byla prvotn¢ lokalizovana oblast vyskytu genu BRCAL, a roku 1994,
kdy bylo ptesné umisténi genu konené objeveno, ub&hlo témét Ctvrt stoleti. Pfes vSe, co se 0
tomto genu a jeho proteinovému produktu podafilo za dobu jeho vyzkumu zjistit, vSak
zustava fada nezodpovézenych otazek. Jednou z téchto otdzek je i vyznam a funkce
alternativnich sestfihovych variant mMRNA BRCAI, které po dlouhou dobu, a¢ detekovany,
zustavaly mimo zijem vyzkumnych tyma. Teprve v nékolika poslednich letech je

sestfthovym variantim MRNA BRCA1 vénovana Vvétsi pozornost.

Na nasem pracovisti bylo béhem nékolika minulych let pfi rutinnich vySetfeni pacientek na
mutace v genu BRCA1 pozorovano velké mnozstvi alternativnich sesttihovych variant tohoto
genu (Pohlreich et al., 2006), jejichz vyznam je nejasny. Ma prace ,,Adnalyza a charakterizace
sestrihovych variant BRCA1* je tak uvodnim krokem K objasnéni vyznamu a funkce riznych

sestfihovych variant BRCAL.

1.1  Sestrih prekurzorové mRNA

Zakladnimi funkénimi strukturami eukaryotickych gend jsou exony a introny - useky
sekvence genomové DNA rozdélené podle toho, zda se ptepisi do mRNA (exony), nebo jsou
vystfizeny a degradovany (introny). Prvni fazi exprese genetické informace z jednotlivych
gend je jeji transkripce z DNA do RNA. Timto pfepisem vznika tzv. primarni transkript, coz
je ptesna kopie exprimujiciho se genu obsahujici exony, introny i pfilehlé oblasti, ktera se
nazyva prekurzorova MRNA (pre-mRNA). Tato pre-mRNA je nasledné¢ upravovana
v nékolika krocich, mezi které patfi vytvoieni 5’ Cepicky, sestiih a syntéza 3° poly-A konce.
Po téchto upravach vznikne finalni produkt — mediatorova RNA (MRNA; messenger RNA)
obsahujici celistvou kodujici sekvenci definujici ¢teci ramec pro syntézu ptisluSného proteinu

(Alberts et al., 2008).

Pro pieklad z mRNA do proteinové sekvence je potieba mit jednotnou kodujici sekvenci
zbavenou vmezefenych usekt introntl, coz se d&je procesem zvanym sestiih pre-mRNA.
Sestiih je jednou z prvnich tprav pre-mRNA a zac¢ina ihned po nasyntetizovani prvniho useku

uréeného k sestiihu, zatimco zbytek pre-mRNA se teprve syntetizuje. Pti sestfihu jsou introny



vystiizeny z pre-mRNA a vznika tak sekvence slozena jen z 5°- a 3’-nepiekladanych oblasti
(UTR - untranslated region) a celistvé kodujici sekvence (viz Obr. 1; Pollard a Earnshaw,
2008; Alberts et al., 2008).

1.1.1 Mechanizmus sestrihu

Treba ze ksestithu pre-mRNA muize dojit 1 autokatalytickym mechanismem,
v eukaryontnich bunikdch je sestfih pre-mRNA realizovan za pomoci specifického
multiproteinového komplexu — spliceosomu. Tento makromolekularni aparat obsahuje pies
200 proteinti, které jsou nutné pro zajiSténi dostatecné¢ komplexity a flexibility systému a
umoziuji tak celému spliceosomu velmi piesné a rychle rozeznavat a vystiihavat velké
mnozstvi riznych introni, vyskytujicich se v eukaryotickém organismu (Alberts et al., 2008).
Katalytické jadro sestfihového aparatu tvori pét zakladnich sestfihovych faktort — U1, U2,
U4, U5 a U6. Tyto malé ribonukleoproteiny (snRNP — small ribonucleoprotein particles)
obsahuji kratké jaderné RNA sekvence (SNRNA — small nuclear RNA) ucastnici se predevsim
rozpoznavani sestithovych mist lokalizovanych v intronu. Proteiny Ul — U6 se ko-
transkripén€ vazou na nové syntetizovanou pre-mRNA. Spolecné zajiStuji zakladni funkce
sestfihu: a) rozeznani sestfihovych mist a mista vétveni v intronu, b) enzymatickou aktivitu

celého procesu.

Pti kazdé sestiihoveé udalosti dochéazi k dynamickym zméndm struktury sestfihového aparatu
v jejichz dusledku se pfiblizi a spoji dva exony za soucasného vystfizeni intronového useku
leziciho mezi témito exony ve formé smycky (lariat; Alberts et al., 2008). Prvni fazi
sestfihové udalosti je rozeznani 5’ sestfihového mista ribonukleoproteinem U1, mista vétveni
proteinem BBP (branch-point binding protein; vazebny protein na misto vétveni) a mista
polypyrimidinového traktu U2AF (U2 auxiliary factor; pomocny faktor U2). V druhé fazi je
nahrazen BPP v misté¢ vétveni ribonukleoproteinem U2, ktery vytvoii komplex s U2AF.
V dalsi fazi vstoupi do reakce trojice snRNP (U4/U6 a U5) a dojde k piestavbé celého
komplexu za priblizeni Ul a U2 asociovanych s pre-mRNA. Timto je umoznéna prvni
transesterifika¢ni reakce (vznik smycky) mezi 5’ koncem intronu a adenosinem v misté
vétveni. Po vzniku smycky dochazi znovu K prestavbé komplexu za rozpadu U4/U6
heterodimeru umoznujici nahrazeni Ul v 5’ sestfihovém misté¢ za U6, ¢imz se tak vytvori
aktivni misto pro druhou transesterifika¢ni reakci, ktera spojenim exoni dokon¢i sestfihovou

udalost (Obr. 1; Valadkhan et al., 2003; Alberts et al., 2008).
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Obrdzek I: Schéma prvni a druhé transesterifikaéni
reakce béhem sestfihové udalosti. RiZzové jsou
zobrazeny skupiny, které se Ui€astni prvni reakce
(prvni krok) a modfe skupiny, ucastnici se druhé
reakce (druhy krok). Zelené jsou oznaceny 5’
(GU) a 3’ (AG) konsensni sestiihova mista v
intronu a adenosin v misté¢ vétveni. V prvnim
kroku hydroxylova skupina (2’-OH) adenosinu
v misté¢ vétveni atakuje fosfodiesterovou vazbu
V5’ exon-intronového spojeni (5° sestfihové
misto), coz vede kpferuseni fosfodiesterové
vazby mezi 5’ exonem a intronem a vytvoienim
nové 5°-2’ fosfodiesterové vazby mezi 5° koncem
intronu a adenosinem mista vétveni za vzniku
smy¢ky. Ve druhém kroku volna 3'-OH skupina
5’ konce exonu atakuje fosfat ve spoji 3’ konce
intronu a 3” exonu (3’ sestfihové misto) a dojde
ke spojeni exont za uvolnéni smycky. Smycka je
pozd€ji  degradovana. Obrazek prevzat z
Horowitz, 2012.

1.1.2 Alternativni RNA sestfih — funkce a vyznam

Konstitutivnim sestfihem pre-mRNA (popsanym vyse) vznika divoka (wt) forma mRNA, ve
které jsou zachovany vSechny exony (doslo tedy k vystépeni vSech vmezefenych intronovych
sekvenci). Za uréitych okolnosti vSak mutze dojit i k tzv. alternativnimu sestiihu (Obr. 2).
Alternativni sestfih probihd u vétsiny lidskych genii a jeho podstatou je rozdilné rozpoznani

jinak intaktnich konsensnich cis-regulagnich sekvenci sestfihovym aparatem.

Po ptekvapivém zjisténi, Ze lidsky genom obsahuje pomérné malo gent kodujicich proteiny
(~ 30 tisic), je tématu alternativniho sestfihu vénovana zvysena pozornost. Pfedpoklada se, ze
vyuziti alternativniho sestfihu umozfiuje vysokou variabilitu proteomu, kdy se z jednoho
genu, respektive primarniho transkriptu, mize vytvaret fada mRNA translatovanych do
mnoha izoforem proteind S riznorodymi vlastnostmi (Pollard a Earnshaw, 2008). Bylo
zjisténo, ze lidské geny, které obsahuji vice exontl, podstupuji alternativni sestiih az v 95 %
piipada (Pan et al., 2008).

Wzhledem ke skutetnosti, Ze sestiih pre-mRNA je vysledkem interakce Cis-regulacnich motivii se
sesttihovymi faktory, zmény v Cis-regula¢nich sekvencich, vznikajici jako mutace v genomové DNA, mohou
vést k patologickym zménam sestiihu. V takovémto pfipadé obvykle hovoifime o aberantnim (nikoliv
alternativnim) sestfihu.
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Alternativni sestfih muze ovliviiovat findlni proteinovy produkt jak kvalitativné,
tak kvantitativné. Mezi kvalitativni ovlivnéni patii vypadek exonti ¢i inzerce alternativniho
exonu nebo vytvoreni predCasného stop kodonu. Mezi kvantitativni ovlivnéni patii zmény

v 5’- ¢i 3°-UTR, které ovliviiuji transport mMRNA, stabilitu mMRNA ¢i silu translace a dalsi.

Translaci alternativné sestfizenych mRNA vznikaji soubory proteinti obsahujici rizné
kombinace funk¢énich domén (kodovanych riznymi exony) z jediné pre-mRNA (Obr. 2).
Alternativni produkt se tak muize od divokého (wt) produktu liSit strukturné, funkcné
(enzymatickou nebo signalni aktivitou), asociacemi s vazebnymi partnery, intracelularni

lokalizaci nebo stabilitou.
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Obrdzek 2: Schéma alternativniho sestfihu. Cervenymi obdélniky jsou znizornény Konstitutivni
exonové sekvence. Modrymi, zelenymi a Zlutymi obdélniky jsou vyznaceny alternativni exony.
Intronové sekvence s5’° sestiihovym mistem (GU), mistem vétveni (A), polypyrimidinovym
mistem (polyPY) a 3’ mistem vétveni (AG) jsou znazornény €erné. Sestfihové faktory Ul — U6 a
U2AF jsou vyznateny oranZovymi, fialovymi a Zlutymi elipsami. Sipkami s &isly 1-4 jsou
znazornény rdzné situace alternativniho sestfihu, které vytvareji rizné produkty na zaklad¢ tkanové
specifi¢nosti nebo riizného piisobeni pomocnych regulacnich sestiihovych faktor. Obrazek prevzat
z Wood et al., 2010.
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1.1.2.1 Alternativni sestfih — regulace

Kromé¢ zakladnich sestiihovych faktorti (skupina snRNP, kapitola 1.1.1) se na regulaci
sestfihu podileji 1 pomocné sestfihové faktory nezbytné jak pro konstitutivni sestiih, tak pro
vybér sestithovych mist pii alternativnim sestfihu. Prvni ze dvou tiid téchto faktori jsou
proteiny bohaté na serin a arginin (SR — serine-arginine rich) a jejich pfibuzné proteiny SR-
related proteins (Krecic a Swanson, 1999; Cowper et al., 2001). Druhou tfidou jsou
heterogenni nukledrni ribonukleoproteiny (hnRNP; Fu, 1995). Ob¢ tfidy téchto pomocnych
faktori se vazi na cis elementy pre-mRNA jako pozitivni (enhancery) nebo negativni
(silencery) regulatory konkrétniho sestfihového mista lokalizovaného uvnitt exont (ESE/
ESS) ¢i intront (ISE/ISS). SR proteiny a jejich pfibuzna skupina se vaze na cis elementy,
které zesiluji sestfih mezi nejblizSim 5’a 3’ sesttithovym mistem, zatimco hnRNP faktory se
vazi na tlumici sekvence u 3’ mista, kde inhibuji moznost sestfihu, nebo podporuji pouziti
vzdalengjsiho 5’ sestfihového mista (Shen a Green, 2004; Blencowe, 2000; Fairbrother a
Chasin, 2000). Pomér jaderné koncentrace pozitivn¢ pusobicich SR proteinii a inhibi¢nich
hnRNP faktoril je proto jednim ze zdkladnich regulacnich mechanizmii alternativniho sestiihu

(Caceres et al., 1994).

Dals§im z mechanizmt, které ovliviiuji alternativni sestfih, je fosforylace sestfihovych
faktorti, které jsou vétSinou fosfoproteiny. Mira jejich fosforylace je dilezitym faktorem,
ktery urcuje jejich funkci a aktivitu. Fosforylace SR proteinli je nezbytnd pro iniciaci
sestaveni sestfihového aparatu a i pro prib¢eh sestiihu pre-mRNA uvnitf spliceosomu (Cao et
al., 1997) a dale je dulezita pro stabilitu SR proteint, které jsou v hyperfosforylovaném stavu
degradovany v proteazomu (Lai et al., 2003). Sestiihové faktory rodiny hnRNP rychle cestuji
mezi jadrem a cytoplazmou a vyuzivaji pfitom systému jadernych transportnich receptorti a
transportniho proteinu — transportinu. Fosforylace hnRNP faktorti pfimo ovliviiuje jejich

vazebnou kapacitu na transportin a tim i import hnRNP do jadra (Allemand et al., 2005).

Dal§im faktorem alternativniho sestfihu je struktura chromatinu piepisovaného genu a
rychlost elongace RNA polymerazy I (RNA Pol I1). Rychlost RNA Pol Il je ovlivnéna jeji
fosforylaci na C-koncové doméné i fyzickou strukturou chromatinu v oblasti prepisovaného
genu. Obecné je pomalejsi elongace RNA Pol 11 spojena s vyssi pravdépodobnosti zatazeni
alternativniho exonu do kodujici sekvence mRNA. Uzaviengjsi struktura chromatinu ¢i nizka
mira fosforylace RNA Pol Il tak mize mit za nasledek tvorbu alternativniho sestfihového

produktu a nasledné alternativni proteinové izoformy (Shukla a Oberdoerffer 2012).
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1.2 Lokalizace a struktura genu BRCAL1

Vroce 1994 bylo zavrSeno nékolikaleté usili hledani predispozi¢niho faktoru vzniku
dédi¢né formy karcinomu prsu objevem a piesnou lokalizaci genu BRCAL (Breast Cancer 1
Gene; OMIM 13705) na dlouhém raménku chromozomu 17 (17q21.31; Hall et al., 1990; Miki
etal., 1994).

Gen BRCAL ma velikost 81 188 bp a je tvoien 24 exony, z nichZ dva jsou nekddujici. Délky
jednotlivych exont jsou proménlivé (Obr. 3; Miki et al., 1994; Smith et al., 1996)

171921 23

8 i
1 S 21 5 o N 1) 2

18 20 22

Obrdzek 3: Schéma poméri délky jednotlivych kodujicich exonti genu BRCAL. Nejvétsi exon (exon
10b — dle staré, a stale vétSinoveé pouzivané nomenklatury exon 11) ma velikost 3426 bp a zahrnuje
tak vice jak 60 % kodujici sekvence. Naproti tomu nejmensi exon — exon 19 — obsahuje pouze 41 bp.

Neobvykle vysoky vyskyt Alu repetic v intronech genu (41,5 %) a pseudogen BRCAIY,
lezici 44,5 kb pied 5° zacatkem genu BRCA1, se vyznamné podili na zvySené
pravdépodobnosti vzniku intragenovych piestaveb BRCAL, které se v nasi populaci vyskytuji

asi u 10 % nosi¢t mutaci v tomto genu (Smith et al., 1996; Ticha et al., 2010).

1.2.1 BRCA1 mRNA

Divoka forma mRNA genu BRCALl ma velikost 7,8 kb a zprvu byla nalezena kromé
mamarni tkdn€ 1 ve tkénich varlete, brzliku a ovarii. Pozdéji bylo prokazano, Ze exprese

BRCA1 mRNA je polyubikvitni (Miki et al., 1994).

Kromé wt se vruznych tkanich vyskytuje pravdépodobné i fada alternativnich forem

MRNA. Jejich identifikace je hlavni naplni této prace.

Vroce 2001 Orban a Olah (2001) provedli expresni analyzu nékolika alternativnich
sestithovych variant (ASV) genu BRCAL na zaklad¢ jejich diivejsi identifikace (Lu et al.,
1996). Jejich experiment se zabyval analyzou vyskytu vybranych ASV BRCAL: BRCA s
alternativnim kratkym exonem 10a, BRCA1AS8-9 s alternativnim exonem 10a a BRCA1A8-9
s konstitutivnim exonem 10b v riznych fazich bunécného cyklu. Vysledky prokazaly rozdilny

expresni profil ASV BRCA1l u bunéénych linii karcinomu prsu a ovaria v porovnani
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S bunéénymi liniemi leukémie ve stejné bunééné fazi. Na zakladé téchto vysledku byla
vyslovena odvéazna hypotéza, ze deregulace alternativniho sestfihu MRNA BRCAI1 muze

ptispivat ke vzniku karcinomu prsu ¢i ovaria i V ptipadé nemutovaného genu BRCAL.

Nasledné byly identifikovany dalsi alternativni sestfihové varianty BRCAI1 s delecemi
ruznych exonu (Tab. 1), a az na ojedin€¢lé vyjimky neni piekvapivé zndma tkanova

specifi¢nost, dynamika zmén ¢i funkce alternativnich sestfihovych variant BRCALI.

Tabulka 1: Identifikované sestiihové varianty BRCA1. Upraveno dle Orban a Olah, 2003.

Popis varianty Tkang, ve kterych byly
(alternativni exon) nalezeny
wt BRCA1 prs, ovarium, varle, brzlik
- sexonem la prs, ovarium, varle, brzlik
- sexonem 1b placenta
A2-9 prs, lymfocyty
A4 prs, ovarium, lymfocyty
Ziirlll?)rlgvaj ici ¢teci A4S prs, lymfocyty
ramec A8-9 prs, ovarium, lymfocyty
BRCALla (10a) prs, ovarium, lymfocyty
A8-10 prs, lymfocyty
A8-9 (10a) ovarium, $titna Zlaza
A14-17 prs, lymfocyty
A14-18 prs, lymfocyty
A3 prs, lymfocyty
A3-4 lymfocyty
Varianty s posunem | A4 prs, ovarium, lymfocyty
¢teciho ramce A5-6 lymfocyty
A9 lymfocyty
A15-17 prs, lymfocyty

Pozn.: 10a je zkracena varianta exonu 10b o poslednich 3309 b.

Varianta genu BRCAL s alternativnim sestiihem zptisobujicim vypadek 3309 bp v exonu 10
se oznacuje jako BRCAla (10a) a varianta BRCA1A8-9 (10a) jako BRCA1lb (Wang et al.,
1997). BRCAla mRNA se od BRCA1 wt lisi vypadkem vétSiny exonu 10 a kdduje protein o
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velikosti 110 kD, ktery postradd svou centralni cast (AK 263 — 1365). BRCAlb navic

postrada exony 8 a 9 (41 AK, taktéz v centralni oblasti proteinu) a ma velikost 100 kD.

V roce 2004 byla identifikovana alternativni sestfihova varianta genu BRCA1l nazvana
BRCAL IRIS (in-frame reading of BRCAL intron 11 splice variant; EIShamy a Livingston,
2004). Tato varianta obsahuje unikatni promotor a alternativni exon Ic, ktery lezi 24 Mb pied
vlastnim genem BRCA1 a je ukoncena v exonu 10 inzerci 335 nukleotidi z intronu 10.
Koédujici sekvence mMRNA BRCAL IRIS obsahuje 4497 b a jeji translaci vznika proteinovy
produktu o velikosti 150 kD. Na rozdil od ostatnich sestfihovych variant BRCA1 vykazuje
BRCAL IRIS vyraznég odlisny funkéni profil.

1.3  Funkéni domény proteinu BRCAL

Divoka forma proteinu BRCAL, vznikajici translaci konstitutivni formy mRNA s 22
kédujicimi exony, mé velikost 220 kD a sklada se z 1863 aminokyselin. Tento jaderny
fosfoprotein obsahuje nékolik zasadnich funkénich domén nezbytnych pro jeho spravnou
funkci, z nichZ nejvice konzervativni RING finger doména a dvé tandemové BRCT domény

leZi na obou protilehlych koncich proteinu (Obr. 4).

(B2 B3 E4ES E5 ET B8 E9 E10 a E11 E2
: i bl
|ttt L UL ! ! [0l , |
ATGTGT _ AAA AGG TAT TTGCAGGGA AGT GCT P P—PPPgeT Prtaccac PGCA
Met Cys Lys Arg Tyr Leu Gln Gly Ser Ala Gly Gln Gin Ala
M [27] 145] [104] [147) [148] [198]  [224] [1266]  [13951306] [1453]
E14 _ E15 E{7 _E18 E{9 _ E20 E21 E2 E23 E24
: E : l a'a E H 5‘: E E i I o E
|H BRCT ||l itereni ]
—PPhaceP P PGAG TTTATG GAT  TGG GAGCAT AAGATC GAT ACAGGT GCA TACTGA
Arg Glu PheMet Asp TrP Glu His Lys lle Asp Thr Gly Ala TyrSTOP
[1495] [1559]  [1662.1663] [1692] [M718] [1731,4732] [1759,1760]  [1778] [1502,1803 [1823] [1863

Obrdazek 4: Schématické rozmisténi funkénich domén wt formy proteinu BRCAL. RiiZové je
vyznacena N-koncova RING finger doména, zelené DNA vazebna doména (DBD), Zluté doména
bohata na serinové zbytky (SCD) a $edé je vyznacen tandem C-koncovych BRCT domén. P jsou
vyznaCena mista fosforylace proteinu (kapitola 1.3.4). Modfe jsou vyznaceny nazvy exoni, pfi
jejichz vypadku je zachovan cteci ramec a €ervené exony, pii jejichz vypadku je Cteci ramec
porusen. Obrazek je v exonu 14 rozdélen na dvé &asti. Upraveno dle Sevéik et al., 2012.
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Jednotlivé funkéni domény proteinu BRCAT jsou kddovany riznymi exony. Jejich zahrnuti
¢i vynechdni ze sekvence v disledku alternativniho sestiihu pre-mRNA dava vzniknout
BRCA1 variantdm sriznym funkénim vyznamem. Podobné jako u jinych proteinil
podstupujici alternativni sestiih, 1ze predpokladat, ze i v pripadé proteinu BRCAI je vysledna
funkce proteinu dana souhrnem aktivit riznych exprimovanych alternativnich sestfihovych
variant (Sevéik et al., 2012). Lze tak piedpokladat, 7e i v piipadé BRCA1 se regulace
alternativniho sestfihu mize podilet na regulaci funkce tohoto proteinu. Kromé
experimentalnich praci podporuje tento piedpoklad 1 tada doposud identifikovanych
aberantnich sestfihovych variant BRCA1 vznikajicich na zakladé mutaci v konsenznich
sestfihovych mistech, které u nosi¢ti mutaci v téchto mistech (podobné jako patogenni mutace

v genu BRCAL) zvysuji riziko vzniku karcinomu prsu a/nebo ovaria (Thomassen et al., 2012).

1.3.1 RING finger doména

V N-koncové oblasti proteinu BRCA1 (aminokyseliny 24 — 65; Obr. 4) se nachazi RING
(really interesting new gene) finger doména. Struktura této domény zahrnuje velmi
konzervativni strukturni motiv stabilizovany piitomnosti Zn®* (Obr. 5). P¥itomnost RING
finger domény determinuje piislusnost BRCAL do jedné ze skupin E3-ubikvitinligaz, enzymu
schopnych zprostiedkovat kovalentni vazbu ubikvitinového zbytku na specificky rozeznavany
intracelularni protein (Miki et al., 1994; Lorick et al., 1999).

B
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’ < Obrizek 5: Diagram struktury RING
’ fd finger domény proteinu BRCAL.
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f \ vazbu kationtt Zn** (Eerng),
gos m{ Site Il_oy* b s"e' stabilizujicich ~ strukturu RING
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Tato doména slouzi rovnéz jako protein-proteinovy interakéni modul S jinymi proteiny

obsahujicimi RING finger doménu. Pii vzniku takovéhoto komplexu je katalyticka aktivita
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vzniklého heterokomplexu E3-ubikvitinligdz vyznamné zesilena (v fadech tisicti). Typickym
vazebnym partnerem BRCA1 v mist¢ RING finger domény je protein BARD1 (BRCAL-
associated RING domain protein; Obr. 8; Wu et al., 1996; Morris a Solomon, 2004). Dalsim
z partneru je BAP1 (BRCATl-associated protein 1), ktery o vazebné misto na RING finger
doméné BRCA1 s BARD1 kompetuje. Na rozdil od BARDI nema BAP1 funkéni E3-
ubikvitinligazovou doménu, ale je strukturné homologni k ubikvitinhydrolazam (Jensen et al.,
1998). Doposud nebylo zjisténo, ze by komplex s BAP1 vykazoval enzymatickou aktivitu,
spiSe jen predpokladame, Ze jen kompetitivn¢ inhibuje vznik BRCA1/BARD1

heterokomplexu.

1.3.2 BRCT (BRCA1 C-terminalni) domény

Dalsi vyznamnou funké¢ni strukturou proteinu BRCAI1 je tandem repetitivnich BRCT
(BRCA1 C-terminus) domén lokalizovanych mezi aminokyselinami 1642 — 1736 a 1756 —
1855 (Obr. 4; Williams et al., 2001). Tyto konzervativni fosfoproteinové interakéni moduly
umoznuji specifickou fosfoprotein-proteinovou interakci (Obr. 6) diky které se za ucasti
BRCAL1 vytvari ne€kolik funkéné vyznamnych proteinovych makrokomplext (kapitola 1.4.1;
Koonin et al., 1996; Bork et al., 1997).

N\
+3Phe [ K
,.,_i--?: & 47 ) C
-
o2’
3
‘ “1\;\
B2’
N
BRCT-N ' ' BRCT-C

Obrazek 6: Diagram struktury tandemu BRCT domén. Kazda zdomén obsahuje centralné
lokalizovana jadra slozena ze C&tyf paralelné usporadanych B-skladanych listi (zelenomodi‘e)
obklopeného tfemi a-helixy (Zluté). Obé BRCT domény jsou spojeny pravdépodobné flexibilnim
linkerem (svétle modie), ktery ma dilezity podil na stabilizaci celé struktury. Tmavé modie je
vyznacen substrat s typickym pSxxF motivem, ktery BRCT domény specificky rozpoznavaji.
Obrazek ptevzat z Williams et al., 2004.
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Protein BRCAL tak specificky interaguje s proteiny, které jsou soucastmi komplext
podilejicich se na reparaci DNA, jako jsou Abraxas (ABRA1), BACH1 (BRCALl-associated
C-terminal helicase znamy téz jako BRIP1 — BRCAL1 interacting protein 1), CtIP (C-terminal
interacting protein) a dale s proteiny modulujicimi strukturu chromatinu jako je
histonacetytransferazovy CBP/p300 s transkripéni aktivitou (CREB binding protein/p300) a
histondeacetylazy 1 a 2 (HDAC1/2; Wang et al., 2007; Yu a Chen, 2004; Chai et al., 1999;
Narod a Foulkes 2004). Pomoci BRCT domén BRCAL1 casto specificky interaguje
s fosforylovanymi proteiny, které jsou substraty kinazové aktivity ATM (Ataxia telangiectasia
mutated) a ATR (Ataxia telangiectasia a RAD3-related) kinaz. Tyto kinazy zprosttedkovavaji

aktivaci signalnich drah v odpovédi na poskozeni genomové DNA (Manke et al., 2003).

1.3.3 Sekvence pro jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS)

V exonu 10 BRCA1L byly, na zaklad¢ in silico analyz, objeveny dvé sekvence které by
mohly byt zodpovédné za aktivni import proteinu do jadra. V experimentech s bodovymi
mutacemi alterujicimi strukturu téchto oblasti byla potvrzena lokalizace a funkce nuklearnich
lokaliza¢nich signali BRCA1 nachazejicich se mezi aminokyselinami 501 — 508 (NLS1) a
607 — 614 (NLS2; Thakur et al., 1997). Dale bylo prokazano, ze NLS 1 interaguje
s importinem o - BRCAL, tedy vyuziva pro jadernou lokalizaci kanonickou o/ff importinovou
drahu (Chen et al., 1996).

V roce 1997 byla v jadie lokalizovana varianta BRCAla s deleci exonu 10b (BRCA1 A10b;
kde jsou situovany oba NLS) a na zakladé toho byla diskutovana moznost alternativni cesty
vstupu BRCAT1 do jadra (Wang et al., 1997). Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze BRCAla se lokalizuje
do jadra v podobé heterodimerniho komplexu s BARD1 za vyuziti NLS BARDI. Tento
heterodimer mé jednak schopnost vazat importin o, navic bylo ukazano, ze BARDI1 pfi
interakci kryje dva silné nuklearni exportni signaly (NES) BRCA1L lokalizované mezi
aminokyselinami 22 — 30 a 81 — 99. Z téchto duvodu je interakce s BARD1 pro dostate¢nou a
stalou lokalizaci BRCAL (i wt) v jadie zasadni (Fabbro et al., 2002; Rodriguez a Henderson,
2000; Thompson et al., 2005).
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1.3.4 Doména obsahujici serinové zbytky (Serine-containing domain;
SCD)

Oblast bohata na piitomnost serinovych zbytk reprezentuje aktivaéni doménu proteinu
BRCAL1 nachazejici se mezi aminokyselinami 1280 — 1524 (Obr. 4). Fosforylace serinovych
zbytkl hojné¢ zastoupenych v této oblasti ovliviiuje konformaci BRCAL proteinu a tim i
konformaci BRCT domén, kdy méni jejich vazebnou afinitu k substratim. Protein BRCAL je
dominantn¢ fosforylovan kindzami ATM a ATR v zavislosti na typu poskozeni DNA a dale
pak kinazami CDK2 (cyklin-dependentni kinaza 2), DNA-PKcs (katalytickd podjednotka
DNA-dependentni protein kindzy), CHK2 (check point kindza 2), Aktl (znama téz jako
proteinkinaza B o) a AURKA (Aurora kinase A; Obr. 7).

9 E10 __Ef1 E12 E14 _E15
J"'LP—P—P—I!’PP p p PP P—FI"Pm
S3I08 S11II18 S12%0 $1330 SI1387 S$1423 S$1457 S1524
AURKA|l ATM/ ATRIATM ATM/  ATM ATMI  |ATM
sag ATR 3108 AR 3R% siaor A7HA
CHK2 DNA-PK/ ¢DK

Obrdzek 7: Schéma mist fosforylaci BRCAL. Zluté je vyznatena SCD doména, modie a Eervené
rozsahy exonit BRCAL, P’ je vyznaceno misto fosforylace s modrym popiskem pozice a ndzvem
kinazy. Upraveno ze Sev¢ik et al., 2012.

Serinové zbytky v SCD reprezentuji pro kazdou kinazu jedinec¢na ¢i spole¢na fosforylaéni
mista, kterd v zavislosti na poctu ¢i kombinaci fosforylaci moduluji vazebnou kapacitu
BRCAL s riiznymi proteiny. V zavislosti na typu fosforylace ¢i kombinaci fosforylaci vytvari

BRCA1 rozdilné proteinové komplexy schopné riznych odpovédi (Ouchi et al., 2006).

Studie Sev¢ik et al. (2012) zaméfena na funkéni charakterizaci proteinové varianty BRCA1
A14-15 (106 AK mezi aminokyselinami 1453 — 1559; delece poslednich 71 aminokyselin v
SCD doménég), dokazuje CasteCnou aberaci reparacni kapacity BRCA1 této proteinové
izoformy. PoSkozena genomovd DNA bunécné linie MCF7 se v piipadé dvouietézcovych
zlomi pomaleji reparovala. Vysledky této studie podtrhuji dilezitost fosforylaci v SCD
doméné v zavislosti na funkeci (interakéni kapacit€ BRCT domén) proteinu BRCAL.

19



1.3.5 DNA vazebna doména (DBD)

BRCA1 ma schopnost, diky své DNA-vazebné doméné (v exonu 10 mezi aminokyselinami
452 — 1079; Obr. 4), nespecifické vazby s tseky DNA o délce alespon 300 — 500 bazi.
K interakci s DNA dochazi v piipadé dvouretézcovych zlomta (DSB — double strand breaks)
nebo pii kolapsu replikacni vidlice, kdy se specificky do mist rozvétveni DNA navaze
pravdépodobné velké mnozstvi molekul BRCA1. V mistech vazby BRCA1 na DNA dochazi
k zabranéni dal§imu jejimu poskozovani, dale pak k modulaci odpovédi na poskozeni DNA ¢i

k iniciaci oprav DNA (Paull et al., 2001).

1.3.6 Doména s funkci aktivace transkripce

Jednou z prvnich nalezenych funkénich oblasti byla doména na C-konci proteinu, ktera
obsahuje velkou acidickou doménu a u které byla na kvasinkovém a poté i na savéim modelu
prokazana funkce aktivace transkripce. Dale se zjistilo, ze¢ BRCA1 dokaze in vitro vazat
transkrip¢ni faktory TFII-F, -E a -H, které pfimo asociuji s holoenzymem RNA polymerazy
Il, a proto se piedpoklada vliv BRCA1 na transkripci. (Miki et al., 1994, Monteiro et al.,
1996; Scully et al., 1997a).

1.4 Funkce proteinu BRCA1l

Dédi¢né mutace genu BRCAL jsou pri¢innym faktorem vzniku hereditarni formy karcinomu
prsu a ovaria. Hlavni funkci tohoto tumor-supresorového proteinu je udrzovani stability
genomové DNA, a to pfedev§im opravami dvoufetézcovych zloml a dale pak opravami
spojenymi s rozpadem replikacni vidlice. BRCAT1 se dale podili na regulaci bunééného cyklu,
apoptozy a regulaci transkripce. Inaktivace BRCA1, ke které dochazi v disledku mutaci,
intragenovych prestaveb ¢i hypermetylaci promotoru genu BRCA1, zplisobuje selhani oprav
DSB DNA, vedouci ke vzniku genomové nestability a v kone¢ném dusledku k nadorové
transformaci v postizenych bunkach. Pfi¢ina vzniku tkanové specifickych nadord prsu a

ovaria u nosicu patogennich alteraci genu BRCA1L je doposud neznama.

Na mys$im modelu bylo prokézano, ze embrya BRCA1™ vykazuji ¢asnou letalitu s masivni

indukci apoptozy, defekty ve vyvoji mezodermu a snizeny proliferacni potencial. To doklada
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nepostradatelnost proteinu BRCA1 pifi embryonalnim vyvoji a podtrhuje to tak jeho vyznam

(Hakem et al., 1996).

Aktivity proteinu BRCA1 uplatiiujici se v fizeni oprav dvoufetézcovych zlomli genomové
DNA a tizeni odpovédi na genotoxické inzulty jsou realizovany na zaklad¢ vzniku BRCA1

superkomplex.

Rozdil ve funkcich vétSiny ASV BRCAT1 oproti divoké formé neni objasnén. Vyjimkou jsou
varianty BRCAla a 1b, které nevykazuji zasadni poruchu funkce wt BRCA1 jako tumor-
supresord in vitro (Yuli et al., 2007). Dale bylo zjisténo, Ze obé izoformy mohou signifikantné
inhibovat rist estrogenni receptor exprimujicich (ER-pozitivnich) bunécnych linii karcinomu

prsu, nicmén¢ piesny mechanizmus u¢inku neni znam.

1.4.1 Tvorba BRCA1 superkomplext

Protein BRCAL je, kromé¢ interakci na RING finger doméné, soucasti n€kolika funkéné
odliSnych makrokomplexti, které se formuji na zéklad¢ interakce BRCT domén s fadou
interakénich partnerd. BRCA1 tak vystupuje jako platformni a univerzalni interak¢ni partner
proteinti, které maji vlastni enzymatickou ulohu v ramci oprav DNA. Ukolem proteinu
BRCAL1 je tedy Casova a mistni organizace interakénich partnerti vV misté poSkozeni DNA
vV podob¢ specifickych makrokomplexi. BRCAL vytvaii ruzné komplexy v zavislosti na
signalizaci poskozeni DNA, ¢imz moduluje rizné odpovédi v zavislosti na druhu poSkozeni

DNA nebo v zavislosti na fazi bunééného cyklu.

1.4.1.1 BRCA1/BARD1 ,Core complex” (CC)

Pro spravnou funkci BRCA1 je nezbytna interakce s proteinem BARDI1 zprostiedkovana
RING finger doménami obou proteinti (Obr. 8) na jejimz zaklad¢ se vytvoii vysoce stabilni
heterodimer.

Jak jiz bylo wuvedeno, interakce RING finger domén vyznamné zvySuje E3-
ubikvitinligazovou aktivitu celého komplexu. Ta je podstatna pro lokalizaci BRCAL v jadie
(viz kapitola 1.3.3).
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Obrdzek 8: Diagram interakce
proteinu BRCAl sBARDL
PferuSovanou modrou kiivkou je
vyznaceno misto vazby E2-
ubikvitinkonjuga¢niho enzymu na
BRCAL. Vysokou stabilitu
asociace BRCA1/BARDI1 zajistuje
uspotadani dvou a-helixi obou
proteind, které vytvareji mohutny
svazek  Ctyf  a-helix, ktery
stabilizuje celou interakci. Obrazek
pfevzat a upraven z Elia a Elledge,
2012.

E3-ubikvitinligdizova aktivita komplexu ma schopnost mono- ¢i polyubikvitinylace
specifickych substrat v reakci na poskozeni DNA. Ubikvitinylace proteint, které se podileji
na reparacnich pochodech DNA, jsou ¢astym projevem jejich aktivace. V nedavné dob¢ byla
na zéklad¢ tohoto pozorovani objevena existence ubikvitinyl-dependentni signalni drahy
zapojené v odpovédi na poskozeni DNA (viz kapitola 1.4.1.2 BRCALA komplex; Morris a
Solomon, 2004; Kim et al., 2007).

Jednim ze substratl ubikvitinylace je i ptimy vazebny partner BRCA1 - CtIP (C-terminal
interacting protein; shrnuto v (Dever et al., 2012)).

V in vitro experimentech bylo zjisténo, ze komplex BRCA1/BARD1 monoubikvitinyluje
histony vcetné histonu H2AX, se kterym kolokalizuje do mist poskozeni DNA a pfimo se
podili na remodelaci chromatinu, ktera umoziuje provést opravu poskozeného tiseku DNA.
Dale bylo zjisténo, ze heterodimer BRCAL/BARDL se autopolyubikvitinyluje na ¢etnych
mistech obou proteinti, a tim zvySuje svou E3-ubikvitinligazovou aktivitu (Mallery et al.,

2002).

Na rozdil od wt formy BRCA1 se alternativni forma BRCA1 IRIS neni schopna vazby s
BARDL1. Nadto postrada obé¢ BRCT domény (EIShamy a Livingston, 2004). BRCA1 IRIS se
V buiice vyskytuje pouze asociovand na chromatin do mist iniciace replikace DNA.
Experimenty ukazaly niz8i replikacni aktivitu DNA pfi inhibici exprese BRCA1l IRIS a
naopak zvySeni miry replikace pfi zvySeni exprese. Pfedpokladd, Zze BRCA1 IRIS svou
asociaci k chromatinu zastava dutlezitou funkci pozitivniho regulatoru iniciace replikace

DNA.
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1.4.1.2 BRCA1 A komplex

Zakladem komplexu BRCAL A je kromé& heterodimeru BRCA1/BARDI, vytvofeném na N-
konci BRCAL1, asociace BRCA1 BRCT domén s adaptorovym proteinem Abraxas (ABRAL),
se kterym asociuje n¢kolik dalSich vazebnych partnert (Wang et al., 2007, Wang et al., 2009):

e RAP80 (receptor-associated protein, 80-kD)- protein obsahujici tandem ubikvitin-
vazajicich motivi, které hraji roli ve specifickém rozpoznavani mist poSkozeni DNA,

e BRCC36 (alias BRCC3 - BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 36) protein s
deubikvitinyla¢ni aktivitou,

e  BRCCA4S5, jehoz funkce v komplexu neni jesté zcela objasnéna a

e NBAL (New component of the BRCAL A komplex).

Tento komplex se specificky lokalizuje do mist poskozeni DNA zplsobenych ioniza¢nim
zafenim, kde ma schopnost vazby na polyubikvitinylované histony. Tato vazba je
zprostifedkovana RAP80. Mechanizmus specifické lokalizace celého komplexu neni dosud
zcela objasnén, ale NBA1 obsahuje WRN doménu, coZ je protein-protein interakéni motiv,
jenz by mohl byt zodpovédny za vstup dalSich proteinli do komplexu se schopnosti specifické

lokalizace mist poskozeni DNA.

Hlavni funkci komplexu je zfejmé premisténi heterodimeru BRCAL/BARDL1 a proteinu
BRCC36 do mist dvoufetézcovych zlomt DNA, kde tyto proteiny na zakladé specifické
ubikvitinylace/deubikvitinylace svych substrati reguluji proces homologni rekombinace (HR;
Wang et al., 2009; shrnuto v (Dever et al., 2012)).

1.4.1.3 BRCA1 B komplex

V roce 2001 publikoval Cantor et al. (2001) praci, ve které prokazal piimou interakci
proteinu BRCAL s helikazou BACH1 (znamou téz jako BRIP1) béhem S-faze bunécného
cyklu (viz kapitola 1.3.2 BRCT (BRCAL C-termindalni) domény). Nasledné byla v roce 2006
zjisténa piima interakce heterokomplexu BRCA1/BACH1 s TOPBP1 (Topoisomerase Il-
binding protein 1), ktery se pfimo ucastni replikace DNA a jejiho kontrolniho bodu v S-fazi

bunécného cyklu. Komplex téchto proteint byl pozdé¢ji nazvan BRCA1 B komplexem.

Interakce BACH1 s TOPBP1 je nezbytna pro zajisténi spravné funkce proteinu RPA

(Replication protein A), ktery se béhem replikace docasné na chromatin vaze a chrani tak
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jednotetézcovou DNA opozd'ujiciho se fetézce. VSe nasvédCuje faktu, Ze BRCA1 B komplex
se svymi interakcemi ucCastni piimé kontroly spravného pribéhem replikace a detekce
poskozené DNA. Timto se BRCA1 v pribéhu S-faze bunééného cyklu podili na zachovani
integrity genomu a Vv ptipad¢ selhani replikace ¢i zhrouceni replikac¢ni vidlicky moduluje

opravy poSkozené DNA (shrnuto v (Huen et al., 2010).

1.4.1.4 BRCA1 C komplex

Komplex BRCA1 C je slozen z CtIP (C-terminal interacting protein; interagujiciho s
BRCAL prostiednictvim BRCT domény) a MRN komplexu (MRE11/RAD50/NBS1) se
kterym BRCAI interaguje prostfednictvim RADS50. Komplex se podili na opravé DSB
homologni rekombinaci, kde je zodpovédny za 5°—3’ resekci DNA a vznik jednofetézcovych
3’ ptesahli nezbytnych pro dalsi procesy HR.

V tomto komplexu je protein BRCA1 zodpovédny za propojeni MRN komplexu s CtIP.
CtIP zvySuje aktivitu exonukledzy MREI1 a tim moduluje spravny pribéh homologni

rekombinace (shrnuto v (Huen et al., 2009).

1.4.1.5 BRCC komplex

BRCAI piimo interaguje s proteiny RAD51 a PALB2 (Partner and localizer of BRCA2), se
kterymi asociuje protein BRCA2. Vznikly komplex se nazyva BRCC a mé nenahraditelnou
funkci pti HR. BRCA2/PALB2 piivadi do mist poskozeni rekombinazovy protein RAD51,
jenZz se vaze na jednofetézcové piesahy a nasledné je zodpovédny za vyhledavani
homolognich sekvenci na sesterské chromatidé, které jsou nezbytné jako templat pro

dosyntetizovani poskozeného vlakna DNA.

BRCAL interaguje s RADS51 a zaroven s PALB2 prostfednictvim tzv. coiled-coil motivu
(Casti polypeptidového tetézce BRCAI1 lokalizovaného v oblasti aminokyseliny 1410). Na
zaklad¢ této interakce dochazi ke ko-aktivaci RADS51. Nasledné¢ se RADS1 vyvaze
z komplexu s BRCA2/PALB2 a zapoji se do procesu HR (Wong et al., 1997; Scully et al.,
1997D).

24



1.4.2 Uloha BRCA1 v zachovani genomové integrity

Protein BRCA1 se ucastni n¢kolika specializovanych procesii oprav dvouietézcovych zlomu
genomové DNA (homologni rekombinace a non-homologous end-joining; NHEJ) jako
soucast nékolika funkénich makrokomplexi (viz kapitola 1.4.1 Tvorba BRCA1l
superkomplexit). Tyto makrokomplexy se tvori na  zaklad¢ aktivace

(fosforylace/ubikvitinylace) BRCAL v zavislosti na detekci poskozeni DNA.

1.4.2.1 Signalizace poskozeni genomové DNA ATM a ATR kinazou

Po detekci poskozeni DNA se spoustéji specifické signalni kaskady, které zajist'uji aktivaci
efektorovych proteinii reparace DNA a zaroven aktivaci signdlti slouzicich pro integraci
DNA-reparacnich pochodii do dalsich signalnich drah ovliviiujicich napt. pribéh bunééného
cyklu ¢i aktivaci apoptdzy. V zavislosti na typu poskozeni se aktivuji riizné signalni drahy.
ATM a ATR jsou serin-treoninové kinazy patiici do skupiny phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K)-related proteinti. Tato rozsahla skupina proteinii se ucastni intracelularni signalizace
v celé fad¢ signalnich drah. ATM-dependentni signalni draha (do které patii i nepfima
aktivace ATR-dependentni drahy) se aktivuje pii detekci vzniku dvoufetézcovych zlomu
DNA, které vznikaji exogennimi faktory (ioniza€nim zéafenim) nebo na zéklad¢é endogennich
procest (poruchy replikace DNA). V pfipadé poskozeni genomové DNA a vzniku
dvoufetézcoveho zlomu se do mist poSkozeni DNA bezprosttedné vaze MRN

(MRE11/RAD50/NBS1; Obr. 9; Lee a Paul, 2005).

'}'\\ IR Obrazek  9: Schéma  vzijemné
autokatalytické aktivace ATM kindz
po navazani na senzorovy M/R/N

komplex v mist¢ poskozeni DNA

&yw@ ucinkem ioniza¢niho zafeni.
K vzajemné fosforylaci ATM dojde

zménou konformace obou podjednotek

/@Qy MRN 7@ po navazani na MRN komplex. Po
\T\I aktivaci ATM  fosforyluje  fadu

substrati (viz Tab. 1). Oranzové je

vyznacen M/R/N komplex, ¢erné¢ ATM
kinazy, zelené, modie a cCervené

MEN histony. Obrazek pievzat a upraven dle
Qm A Harper a Elledge, 2007.
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Aktivované monomery ATM nasledné fosforyluji nékolik cilovych proteint (viz tab. 2;
shrnuto v (Ciccia a Elledge, 2010)). Tyto efektorové proteiny iniciuji opravu poskozené DNA

a zprostfedkovavaji (po)zastaveni bunééného cyklu, ptipadné aktivaci apoptozy.

Tabulka 2: Hlavni proteiny regulované aktivovanou ATM kindzou v iniciaci odpovédi na
poskozeni genomové DNA.

Protein Jeho funkce

CHK2 prenos, zesileni signalu z ATM na p53 a BRCA1, zastava bunééného cyklu inhibici

fosfataz aktivujicich cyklin-CDK komplexy (napf. CDC25C)
53 inhibice bunééného cyklu na zakladé p53-indukované exprese inhibitord (napf.

P p21"a/ePL) “aktivace apoptdzy (zvyseni exprese Bax)
asociace s p53, RAD51 a dalSimi, coz ma za nasledek inhibici buné&ného cyklu a

BRCA1 D o .
iniciaci opravy poSkozené DNA

H2AX ovlivnéni remodelace chromatinu, po jeho fosforylaci signalizuje misto zlomu DNA

signalizace DNA poskozeni v misté fosforylovaného H2AX (yH2AX), vazba na MRN
MDC1 komplex a nasledna iniciace polyubikvitinylace histonl, coz ma za nasledek translokaci
reparacnich proteind do mist zlomu a tvorbu reparaéniho ohniska

podili se na signalizaci poSkozeni DNA, aktivaci ATM a iniciaci kontrolniho bodu

NBS1 bunécéného ristu

ATM aktivuje protein BRCAL (Obr. 10) fosforylaci v oblasti SCD (Obr. 7; kapitola 1.3.4
Doména obsahujici serinové zbytky). BRCA1 je dale fosforylovana aktivovanou kinazou
CHK2 (znama téz jako hCDS1 — homolog of CDS1) a ATR. Tyto kinazy se tak podili na
zesilovani signalu iniciovaného kindzou ATM a moduluji tak spravnou funkci BRCA1 (Obr.
10; Lee et al., 2000; Gatei et al., 2001).

Poskozeni DNA

ionizaénim zarenim Poskozeni DNA

\ UV zarenim Obrazek 10: Schéma
\4 J aktivace signalnich
Senzorové / kaskadd ATM a ATR
proteiny kinazy. Plné ¢erné
§ipky znaci fosforylaci
Proteiny substratu, prerusovana
. cervena Sipka znaci
pn‘:@nc?su ‘ nepifimou aktivaci a
signalu prerusované cerné
Sipky znaci koaktivaci

Efektorove __ BRC A1 . vazbou na substrat.

proteiny " -
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ATR se aktivuje v komplexu s ATRIP (ATR-interacting protein) po nasednuti na
jednofetézcovou DNA krytou RPA (Replikacni protein A) a iniciuje vlastni signalni kaskadu,
ktera aktivuje protein CHK1 — CHKI1 fosforyluje RADSI, ktery je zasadni pro opravu DNA

homologni rekombinaci, CHK1 déle svou aktivitou iniciuje zastaveni buné¢ného cyklu.

1.4.2.2 Uloha BRCA1 v opravé DNA homologni rekombinaci

Jednim z nejvice mutagennich bunéénych poSkozeni genomové DNA jsou dvoufetézcové
zlomy (DSB). Jediny dvoufetézcovy zlom miZze V proliferujici bufice potencionalné vést ke
ztrat¢ mnoha milionil bazi a tak naprosto zasadné ovlivnit jeji genomovou integritu. Na druhé
strané evoluéni vyvojové procesy vyuzivaji dvouretézcovych zlomu jako néstroje ke zvyseni
variability genomu. Pfikladem jsou homologni rekombinace chromozoml béhem meidzy

nebo programované zlomy V-D-J rekombinace (shrnuto v (Helleday et al., 2007))

Oprava DSB homologni rekombinaci (HR) je mozna v S a G2 fazich bunééného cyklu, kdy
je zdvojena geneticka informace. Jedna se o vysoce presny proces opravy, kdy se poskozeny
usek DNA rekonstruuje podle vzoru ze sesterské chromatidy. Z vysoké citlivosti bunék bez
funkéniho genu BRCAL na radiacni zafeni, které zplsobuje dvoufetézcové zlomy, mizeme

vyvodit nepostradatelnost proteinu BRCAL v pribéhu jejich oprav (shrnuto v (Karran, 2000)).

Tiebaze presna posloupnost udalosti procesu oprav DSB pomoci HR neni pln€ objasnéna,
S jistotou muzeme fict, ze BRCA1 se procesu ucastni na nckolika trovnich v zavislosti na

vzniku BRCA1 superkomplexd.

V ptipadé oprav HR se na misto DSB nejprve vaze MRN komplex a ATM kinaza iniciujici
signalni kaskadu, na zakladé které se BRCAL lokalizuje do mista poSkozeni ziejmé jako
souc¢ast BRCA1 A komplexu.

BRCA1 C komplex s navazanym CtIP se vaze na MRN komplex, a diky této interakci se
podpofi exonukledzova aktivita MRE11 tvofici 5°—3’ jednofetézcové piesahy nasledné
rozsifené plsobenim helikdzy BLM s exonukleazou EXO1 a stabilizované proteiny RPA. Na
RPA proteiny se vaze komplex ATR s ATRIP (ATR interakéni protein). ATR aktivuje
fosforylaci CHK1 a ten fosforylaci aktivuje RADS1 v komplexu BRCC (viz kapitola 1.4.1.5
BRCC komplex). BRCC komplex s aktivovanym proteinem BRCA1 a aktivovanym RADS1

se rozpada, uvolnény RADS51 nasedé na jednoietézcové presahy a (diky nukleoproteinovym
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filamentim, kterad formuje) umoznuje vyhledani homologni sekvence na sesterské chromatidé.
Po lokalizovani spravného useku slouzi sesterskd chromatida jako templat pro syntézu

poskozeného useku genomové DNA (shrnuto v (Helleday et al., 2007).

Protein BRCA1 v tomto komplexnim procesu zastava tlohu interakéniho partnera riznych
proteinti zodpovédnych za aktivity béhem HR. Interakéni kapacita proteinu BRCA1L se béhem
opravy HR dynamicky méni, coz ptispiva k vytvareni riznych komplext v zavislosti na misté

a Case a tak k spravnému prabeéhu oprav DSB.

1.4.2.3 Uloha BRCA1 v opravé DNA pomoci NHEJ

NHEJ (Non-homologous end-joining) je dal§im mechanizmem opravy dvoufetézcovych
zlomd genomové DNA. Zatimco HR je pfesny proces opravy integrity i sekvence DNA, tak
oprava NHEJ udrzuje pouze molekularni integritu DNA spojenim sousedicich pieruSenych
usekl polynukleotidu. Vzhledem k mechanismu vzniku dvoufetézcovych zlomti v DNA, kdy
DSB sdislokaci piferuSenych konci DNA se vyskytuji predevS§im v pribéhu S-faze
bunécného cyklu, neni prekvapiva vySs$i mira oprav DSB cestou NHEJ nez HR u vysSich
eukaryot. Ttrebaze presnost NHEJ je fadové niz$i, nez je tomu u HR, pro ligaci volnych (a
obvykle netranslokovanych koncii DNA) je ve vétsin¢ ptipadi reparace pomoci NHEJ zcela
vyhovujici. Proces oprav HR se v burice vyskytuje jen v pozdni S a G2 fazi bunétného cyklu,
a i zde je u vyssich eukaryot oproti NHEJ minoritni. Reparace pomoci NHEJ probiha ve
vSech fazich bunééného cyklu (Rothkamm et al., 2003). Regulaéni mechanizmy vybéru typu
oprav DSB nejsou doposud zcela jasné, ale zda se, Ze iniciace opravy HR je u vysSich
jednodussi oprava NHEJ. Na zakladé toho muzeme piredpokladat, ze i pfes potencionalni
tvorbu chyb v sekvenci DNA je pro buniku vyssich eukaryot oprava metodou NHEJ ve vétsing
ptipadd vyhodnéjsi (shrnuto v (Mladenov a lliakis 2011)).

V nedavné dobé byly charakterizovany rizné formy oprav DNA pomoci NHEJ, jako je alt-
NEHJ/B-NHEJ — (alternative/backup-NHEJ; zalozni NHEJ), ktery chybuje vice nez
konzervativni NHEJ (C-NHEJ — canonic/conservative oznacovany téz jako D-NHEJ — DNA-
PK-dependentni-NHEJ). Alternativni NHEJ je minoritni cestou reparace DNA a je aktivovan
pouze Vv piipadé nefunkénosti konzervativnino NHEJ nebo na zakladé dosud ne zcela

objasnénych bunéénych regulaci (shrnuto v (Mladenov a lliakis 2011)). Piedpoklada se, ze
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pritomnost a funk¢ni kapacita BRCA1 mize ovliviiovat vybér reparace DNA cestou bud’ C-

NHEJ a nebo B-NHEJ (shrnuto v (Yang a Xia, 2010)).

1.4.2.3.1 Konzervativhi NHEJ

Konzervativni (kanonickd nebo také DNA-PK-dependentni) NHEJ je univerzalni opravny
mechanizmus DSB. Jeho princip je =zalozen na jednoduché ligaci dvou konci
dvouftetézcového vlakna DNA (Obr. 11).

Do mista zlomu se vaze s velmi vysokou afinitou heterodimerni Ku70/80, ktery se v jadie
vyskytuje ve vysokych koncentracich (az 300 000 molekul; shrnuto v (Lieber, 2010). Na
navédzané proteiny Ku70/80 se specificky vaze DNA-PKcs (katalytickd podjednotky DNA-
dependentni protein kindzy), kterd se po navazani aktivuje autofosforylaci. Aktivovand DNA-
PKcs fosforyluje fadu substratt ucastnicich se oprav: (LiglV — DNA Ligase 4, XRCC4 a
dalsi). DNA-PKcs také vaze endonukledzu Artemis, kterd odstrani pfipadné jednotetézcové
pfesahy DNA branici ligaci. Komplex proteini LiglV, XRCC4 a XLF nakonec spoji oba
konce DNA ligaci a proces opravy je timto ukoncen (shrnuto v (Lieber, 2010)).

NHEJ

ﬁ ﬁ End protection l

DNA-PKcs binding 1

Ku ¥ Ku
DNA- | DNA-
-‘ PKcs | PKes .

End processing

Obrazek 11: Schéma opravy DNA konzervativni NHEJ. Na levé strané obrazku vidime v prvnim
kroku vazbu Ku70/80 do mist dvoufetézcového zlomu. Ve druhém kroku (DNA-PKcs binding)
se na heterokomplex proteinii Ku vaze katalyticka podjednotka DNA-PK. Ve tietim kroku (End
processing) po fosforylovani substrati DNA-PKcs endonukledza Artemis odstrafiuje ptipadné
jednoftetézcové presahy. Ve ¢tvrtém kroku (End protection) se na sebe vazou obé DNA-PKcs a
oba rozStépené konce dvouSroubovice se tak pfiblizuji, aby byly v patem kroku (Ligation)
ligovany. Obrazek pievzat a upraven dle Ciccia a Elledge, 2010.
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U DSB zlomu s jednofetézcovymi piesahy jsou tyto pfesahy odstranény pii obnoveé integrity
DNA endonukledzovou aktivitou Artemis ¢imz vznika DNA s deleci né¢kolika nukleotidi. U
DSB s tupymi konci nezpusobuje oprava pomoci C-NHEJ vznik chyby v sekvenci DNA.
Negativnim aspektem oprav NHEJ je moznost spojeni dvou jinak nesousedicich konci DNA
dvousroubovice. Tato moznost je ale minimalizovdna velikosti komplexu Ku70/80, ktery

zabranuje pohybim koncti vzniklych DSB (shrnuto v (Mladenov a lliakis, 2011))

1.4.2.3.2 Alternativnhi NHEJ

Minoritni reparaéni mechanismus - alternativni NHEJ (alt-NHEJ nebo také B-NHEJ —
backup-NHEJ; zalozni NHEJ) je aktivovan pouze v ptipadé absence nékterého z dilezitych
proteinovych komponent C-NHEJ. Tento mechanizmus vyuziva proteinu PARP1 (Poly
(ADP-ribose) polymerase 1) a MRN komplexu Kk rozpoznani mista zlomu. MRN komplex
s navazanym CtIP (bez interakce s BRCAL) vytvafi pouze omezené 5°—3’ resekce DNA za
vytvotreni mikrohomologii mezi 5’ koncem zkraceného antiparalelniho vlakna z jedné strany
zlomu a 5’ koncem zkraceného paralelniho vlakna z druhé (Obr. 12). Takto stabilizovana
DNA je nezbytna pro liga¢ni reakci katalyzovanou Ligazou I11 (Liglll) v komplexu s XRCCL1.

Vldkna DNA spoji za odSté€peni piesahujicich ¢asti 3 vladken.

Obrazek 12: Schéma alternativni
alt-NHEJ NHEJ. V ptipadé opravy
dvoufetézcovych zlomi DNA
timto mechanizmem se do mista
poskozeni vaze MRN komplex a
protein CtIP. Tento
makrokomplex vytvoii castecné

P ptesahy jednoho vladkna DNA za
‘ Ligation vzniku mikrohomologii.

V nasledném kroku (Ligation)
ﬁ jsou vzniklé pfesahy degradovany
a DNA je ligovana. Obrazek

7 prevzat a upraven dle Ciccia a
Elledge, 2010.

Tento proces vytvaii diky 5’—3’ resekcim vzdy chyby v sekvenci genomové DNA a je
mnohem nachylnéjsi k tvorbé chyb spojenim rtiznych konclh DNA (shrnuto v (Mladenov a
Iliakis 2011)).
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Vliv proteinu BRCA1 na konzervativni a alternativni NHEJ neni dosud zcela objasnén, ale
experimenty na bunkach s inaktivovanou HR a mutovanym proteinem BRCA1 (neschopnost
lokalizace proteinu BRCAL v jadie) prokazaly inaktivaci konzervativni NHEJ a aktivaci
alternativni, chybové, NHEJ. Tento fakt poukazuje na nezbytnost BRCAL pro proces opravy
DSB konzervativni NHEJ a udrzovani genomové integrity (shrnuto v (Yang a Xia, 2010)).
Poruchy indukce konzervativniho NHEJ byly nalezeny v buitkdch modelové linie MCF-7
exprimujici alternativni sestfihovou variantu BRCA1A14-15 (Sev¢ik et al., 2012).
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2 CILE PRACE

Krom¢ hlavniho transkriptu BRCA1 mRNA kodujiciho wt protein o délce 1861 AK vznika
z BRCA1 pre-mRNA fada dalSich alternativnich sestfihovych variant. T¥ebaze nékteré ASV
BRCAL vznikajici na zdkladé alternativniho sestfihu intaktni pre-mRNA (bez pfitomnosti
genovych alteraci) byly popsany v literature, jejich systematicka katalogizace chybi. Rovnéz
neni doposud znama tkanové specificka exprese ASV BRCAI1 ani jejich exprese u
nemocnych s karcinomem prsu. Neznamou jsou rovnéZz Kkvantitativni poméry exprese

jednotlivych ASV a jejich dynamika.

Naplni diplomové prace bylo pfedev§im navrzeni a optimalizace systému pro identifikace
sestfihovych variant BRCAL pre-mRNA, ktery bude slouzit pro systematickou katalogizaci
ASV BRCAL1 v riiznych lidskych tkanich.

Cile prace:
Diplomova préce je zaméfena na analyzu sestithového vzorce BRCA1 mRNA s cilem:

1. Ustanovit robustni systém pro detekci, charakterizaci a kvantifikaci ASV BRCA1

2. Identifikovat alternativni sestfihové varianty BRCA1 V periferni krvi zdravych
kontrol (zen podstupujici redukéni/korektivni mamoplastiku) a pacientek s
karcinomem prsu

3. Kuvantifikovat vybrané identifikované endogenni alternativni sestiihové varianty

BRCA1 mRNA ve vySetfovanych souborech
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Strategie reseni

K problematice identifikaci ASV piitomnych ve fyziologickych huménnich tkanich a

nasledné kvantifikaci miry exprese vybranych variant byl zvolen néasledujici ptistup:

1. optimalizace systému pro identifikaci pfitomnych alternativnich sestfihovych variant
na pracovni RNA izolované z bunééné linie MCF-7

2. identifikace ASV v RNA ziskané z humannich leukocytl izolovanych z periferni
zilni krve u 58 Zen zafazenych do této studie (30 Zen s karcinomem prsu v anamnéze
a 28 zdravych Zen podstupujicich redukéni mamoplastiku s negativni onkologickou
rodinnou anamnézou tvoficiho kontrolni soubor)

3. zhodnoceni miry exprese vybranych ASV genu BRCAL v RNA ziskané z leukocytt
izolovanych z periferni Zilni krve u vSech Zen zatazenych do studie a charakterizace
genové exprese téchto ASV navic v peroperacné bioptované mamarni a pftilehlé

tukové tkani u podskupiny 19 zen (9 s karcinomem prsu a 10 kontrol).

3.2 Geneticky material

Pro optimalizaci metod byla pouzita celkova RNA z bunétné linie MCF-7 stabilné
kultivované v nasi laboratofi. ldentifikace ASV BRCAL ve tkanich probihala s vyuzitim
biologického materialu ziskané¢ho v ramci operaci prsu. Biologické vzorky byly odebrany a

skladovany v RNA-prezerva¢nich médiich.

3.2.1 Charakteristika bunécné linie MCF-7

Adherentni, stabilni bunécna linie MCF-7 je odvozena z nadorovych bunék ziskanych z
pleuralniho vypotku pacientky s duktalnim karcinomu prsu s fenotypem luminalnich
mamarnich epitelii (mcf7.com). Tato linie obsahuje wt formu genu BRCA1l a jeho plné

funk¢ni proteinové produkty.
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3.2.2 Biologické vzorky od pacientek s karcinomem prsu a kontrol

Do studie bylo zatazeno celkem 58 Zen, z nichz 30 zen podstupovalo chirurgicky zakrok pro
karcinom prsu (pramérny vék 49,9 roku; rozmezi 32 — 75 let véku). 28 Zen s negativni osobni
a nevyznamnou rodinnou onkologickou anamnézou podstupujicich redukéni mammoplastiku

(pramérny veék 41,8 roku; rozmezi 18 - 65 let véku) tvofilo kontrolni soubor.

Podsoubor pro hodnoceni miry exprese vybranych ASV vsech dostupnych biologickych
tkani tvofilo 19 zen — 9 pacientek s karcinomem prsu (pramérny vék 48,1 roku; rozmezi 33 —

75 let véku) a 10 kontrol (primérny vék 48,6 roku; rozmezi 22 — 62 let veéku).

Odbér biologického materialu byl provadén na Gynekologicko-porodnické klinice 1. LF UK
a VFN a na Klinice plastické chirurgie 1. LF UK a FNB od pacientek, které vyjadtily souhlas
se zafazenim do studie podpisem informovaného souhlasu schvaleného etickou komisi 1. LF

UK a VFN.

Od jednotlivych probandek byl peropera¢né odebran vzorek periferni krve pro izolaci RNA
a dale vzorky mamarni a pfilehlé tukové tkan&. Zilni krev byla odebrana do zkumavek
PAXGene Blood RNA System (PreAnalytiX) a vzorky tkani byly neprodlené (do 5 minut)
vlozeny do zkumavek s roztokem RNAlater (Invitrogen). Vzorky krve odebrané do PAXGene
byly skladovany 2 hod pii pokojové teploté a nasledné uskladnény pii -20 °C do izolace
RNA. Zkumavky se vzorky tkani (<100 mg tkan¢ v 1 ml RNAlateru) byly po 24 h inkubaci
pfi teploté 4 °C skladovany v -20 °C do izolace RNA.

3.3 lzolace a kvantifikace celkove RNA, priprava cDNA

3.3.1 lzolace celkové RNA z tkanovych vzorki

Celkovd RNA z periferni zilni krve (2,5 ml) byla izolovdna kitem PAXGene Blood RNA
Kit (PreAnalytiX) dle originalniho protokolu a byla eluovana do 100 pl sterilni ddH,O bez

pfitomnosti RNaz.

Tkanové vzorky byly po rozmrazeni nejprve nastiihdny na drobné kousky sterilnimi nastroji
a vloZzeny do zkumavek obsahujici fragmentacni kulicky (MagNA Lyser Green Beads; Roche)
al ml roztoku QIAzol Lysis Reagent (Qiagen). Homogenizace tkani probihala po dobu 15 s,
s opakovanim (3 x) na pfistroji MagNA Lyser Instrument (Roche) dle protokolu vyrobce.

Mezi jednotlivymi homogenizacemi byly vzorky inkubovany 1 min na ledu. Vzorek byl

34



nasledné centrifugovan a homogenat byl odebran do nové zkumavky. Po 5 minutach inkubace
pti pokojové teploté bylo k vzorku pfidano 200 pl chloroformu, zkumavka byla prottepana a
centrifugovana 15 min, pii 12000 rpm a teploté -2 °C. Poté byla odebrana horni (vodnd) faze
(cca 700 pl), ke které byl ptidan stejny objem 70% etanolu. Roztok byl 15 s tfepan na vortexu
a nasledné byl dale zpracovan kitem RNeasy Lipid Tissue Mini (Qiagen) dle ptilozeného
protokolu (Protocol for Isolation of Total RNA from Animal Tissues) od kroku ¢islo 7. RNA
byla eluovana do 40 pl sterilni ddH,O bez ptitomnosti RNaz.

3.3.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace RNA

MnozZstvi izolované celkové RNA bylo kvantifikovano spektrofotometricky na pfistroji

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Vzorky RNA byly skladovany pii -80 °C.

3.3.3 Méreni kvality izolované RNA

cDNA a nasledné analyzy (Fleige et al., 2006). Integrita izolované RNA je charakterizovana
vysokym pomérem 18S a 28S ribozomalnich podjednotek RNA vii¢i ostatnim RNA.

Pro potfeby optimaliza¢nich postupi byla kvalita celkové RNA orientacné ovéiena
elektroforézou na agarézovém gelu. 2 pl izolované RNA byly smichany se 4 ul RNA
vkladaciho pufru a 10 min denaturovany pii 65°C, poté inkubovany na ledu a naneseny na
1,5% agarozovy gel v 1 X TAE obsahujici ethidiumbromid. V ptipadé neposkozené celkové
RNA byly na UV transluminatoru jasn¢ zfetelné dva ostré prouzky odpovidajici 28S a 18S
rRNA (Obr. 13).

Obrazek 13:
Priklad gelové
elektroforézy
celkové RNA
izolované
z periferni
krve.
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Integrita vSech izolovanych celkovych RNA byla z divodu provedeni expresnich analyz
charakterizovana kapildrni gelovou elektroforézou na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies) za pouziti kitu Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies)
dle protokolu vyrobce. Vysledkem analyzy byla charakterizace vzorku celkové RNA Cislem
RIN (RNA integrity number) v rozmezi 0-10, kde 10 znac¢i celkovou RNA nejvyssi kvality.
Toto ¢islo je vygenerovano na zéklad¢ algoritmii porovnavajici mnozstvi 18S a 28S rRNA
oproti celkovému mnozstvi veskeré RNA. Pro expresni analyzy byly vybrany vzorky s RIN

vy$8im nez 6 pro RNA z krve a vy$§im nez 5,5 pro RNA izolované ze tkani.

3.3.4 Syntéza cDNA (reverzni transkripce)

Syntéze cDNA u vzorktl z bunééné linie MCF-7 a tkdnovych vzorka predchazelo odstranéni
kontaminace DNA 30 min inkubaci DNazou I (1 U/10 pl RNA; Fermentas) pii 37 °C.
Inaktivace DNazy byla provedena 10 minutovou inkubaci pfi 65 °C za pfitomnosti 5 mM

EDTA. RNA izolovana ze vzorki krve byla oSetifena DNazou v pritbéhu izolace.

cDNA pouzivana kK identifikaci ASV ve vzorcich RNA z periferni krve byla pfipravena S
reverzni transkriptdzou (rekombinantni virovd RNA-dependentni DNA polymerdza)
SuperScript 1 (SuperScript 111 First-Strand Synthesis System a oligo-dT primer; Invitrogen)

dle nasledujiciho protokolu:

Reagencie Objem [pl]
1 ug RNA oSetfené DNazou (+ ddH,0, bez RNaz) 12,2
oligo-dT primer 1,0

dNTPs (12,5 mM) 0,8

65°C (10 min); na led.

DTT 1,0

5x pufr 4,0

SSIII 1,0

50°C (60 min); 70°C (15 min); na led ()
Pro potteby kvantitativni RT-PCR Vv realném case (qPCR) bylo z 2 pg RNA piipraveno 40

ul cDNA se SuperScript I11. Na rozdil od syntézy ¢cDNA pro ucely identifikace ASV BRCA1
byla ¢ DNA pfipravena s ndhodnymi hexanukleotidy (Roche) dle nasledujiciho protokolu:
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Reagencie Objem [pl]

2 pg RNA osetfené DNazou 26,4

Hexanukleotidy (30pmol/pul) 1,0

50x dNTPs 1,6
65°C (10 min); na led.

DTT 2,0

5x pufr 8,0

SSlIl 1,0

25°C (5 min); 50°C (50 min); 70°C (15 min); na led (o)

Syntéza byla provedena bezprosttedné pied vlastni qPCR analyzou, vzorky cDNA byly do

dalsiho pouziti ulozeny v +4°C.

3.4 Amplifikace ASV BRCA1

3.4.1 Navrh primeru pro PCR amplifikaci BRCA1 z cDNA a sekvenovani

Navrh primert v sekvenci mRNA BRCA1 (NM_007294.3; GI:237757283) byl proveden s
vyuzitim programu AnnHyb (Bioinformatics.org), ve kterém byla provedena analyza Tp,
predikce tvorby vlasenek a primer-dimerti. Primery byly navrZeny s ohledem na blizkou Ty,
umoziujici zjednoduSeni PCR amplifikace a vzijemnou kombinovatelnost primerd.
Jedine¢nost sekvenci primeri v lidském genomu byla ovéfena aplikaci BLAST

(ncbi.nlm.nih.gov).

Rozmisténi jednotlivych primerd v sekvenci BRCA1 mRNA (full-length wt forma

transkriptu) je schematicky znazornéno na obrazku 14. Sekvence primerd jsou uvedeny

v tabulce 3.
11. 9. 11. 13. 5.
1. B j‘ s.é]ufl 1j| 3.fl
T e i M i
1a] 2 |alab|s |6 |7afs)o| 10a : 10b 1 1zH 14a J15 162718192022 22 23] 24

Obrdazek 14: Schéma rozmisténi a smér jednotlivych primert v sekvenci mMRNA wt BRCAL.
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Tabulka 3: Primery pro amplifikaci a sekvenaci ASV BRCAL:

Primer (lokalizace) Sekvence (57-3”)
1) | BISPOIF (5’-UTR — FWD) TCAGATAACTGGGCCCCTGCG
2.) | B1SPO2F (exon 2 — FWD) TCTGCTCTTCGCGTTGAAGAAGTACA
3.) | BISPO6R (3°-UTR — REV) GCCTGGAAAGGCCACTTTGTAAGC
4.) | BISP16F (3°-UTR — FWD) CAAGAATGAGCTTACAAAGTGGCC
5) | BISP17R (3’-UTR — REV) ACCCTTGCATAGCCAGAAGTC
6.) | B1SPO8F (exon 10a— FWD) TGCTTGTGAATTTTCTGAGACGG
7.) | BLSPO9R (exon 10a — REV) CTCTCAGCTGCACGCTTC
8.) | B1SP10F (exon 10a — FWD) GAAGCGTGCAGCTGAGAG
9.) | B1SP11R (exon 10b — REV) CTCATGCTGTAATGAGCTGGC
10.) | B1SP12F (exon 10b — FWD) GCCAGCTCATTACAGCATGAG
11.) | B1SP13R (exon 10b — REV) CAGCCCATCTGTTATGTTGGC
12.) | B1SP14F (exon 10b — FWD) GGCAAAGGCATCTCAGGAAC
13.) | B1SP15R (exon 10b — REV) CTCAGACCAACTCCCTGGC

Pozn.: FWD = forward; REV = reverse

3.4.2 PCR amplifikace sestfihovych variant BRCA1

Pro amplifikaci sestfihovych variant BRCA1 byla vyuZita cDNA syntetizovana z celkové
RNA s oligo-dT primery. PCR probihala ve dvou krocich, diky kterym jsme mohli detekovat i
amplikony nizko exprimovanych ASV BRCA1. Prvni PCR probihala za vyuziti polymerazy
s proof-reading aktivitou a schopnosti amplifikace dlouhych amplikont (TaKaRa LATaq,
Takara), dle rozpisu (pro 10ul reakci):

TaKaRa LA Taq (5 U/ul) 0,1 pl
10x LA PCR pufr Il (Mg?* plus) 1.0 pl
dNTP Mix (Takara; 2,5 mM kazdy) = 1,6 ul
Templat (cDNA) 0,5 ul
Primer B1SPO2F (30 uM) 0,1 pul
Primer B1SP17R (30 uM) 0,1 pl
ddH,0 6,6 ul
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Ptiprava PCR probihala v chlazeném stojanku (4 °C). PCR amplifikace zahrnovala, po
uvodni denaturaci (95 °C — 1 min), 35 cykla (94 °C — 15 's; 60 °C — 30 s; 68 °C — 8 min) a

zaveéreéné dosyntetizovani amplikonii (72 °C — 10 min).

Ve druhé PCR (o celkovém objemu 25 pl) byl jako templat pouzit 1 ul 800 x ziedéného
vzorku z prvni amplifikace a reakce probéhla se smési polymeraz LA DNA Polymerases Mix
(TopBio), dle protokolu:

LA DNA Polymerases Mix (5 U/ul) 0,25 ul
10x LA PCR reakéni pufr 2,5 ul

DMSO 0,5 ul

dNTP Mix (TopBio; 10 mM kazdy) 1,25 ul
25 mM MQgCl; (koneéna konc. 3 mM) 2,25 ul
Templat (800x fedéna 1. PCR) 1,25 ul
Primer B1SPO2F (30 uM) 0,25 pl
Primer B1SPO6R (30 uM) 0,25 ul
ddH,0 16,5 ul

Program pro druhou amplifikaci probihal dle stejného protokolu jako u prvni PCR

s rozdilem 25 cykli misto 35 a rozdilnou T, primerti (64 °C).

3.4.3 Elektroforéza PCR amplikonu

Kontrolni elektroforetické separace byly provadény v 0,7% agar6zovém gelu (Serva)
vloZzeném do 1x TBE pufru pii napéti 8 V/cm délky gelu. Pro separace dlouhych fragmenti
s vysokym rozliSenim (1000 — 7000 bp) bylo pouzito 1% agarézového gelu SeaKem GTG
Agarose (Lonza) v 1x TBE pufru pfi napéti 6 V/cm gelu. Pro separaci kratkych fragmenta
s vysokym rozliSenim (100-1000 bp) bylo pouzito 1,7% agar6zového gelu MetaPhor Agarose
(Lonza) v 1x TBE pufru pfi napéti 8 V/cm gelu za stalé teploty 25 °C.

Vkladaci pufr (6 x LD) obsahoval 0,25% bromfenolové modii (Sigma), 0,25%
xylencyanolu ve 40% glycerolu (w/w). K zobrazeni nukleovych kyselin na UV
transluminatoru bylo pouZito fluorescentni barvivo GelRed (Biotium) ptidané do gelu pfi jeho

ptipravé dle protokolu vyrobce. Pfiblizna identifikace délky fragmentl byla provedena
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srovnanim s migraci velikostniho standardu GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas)

s fragmenty v rozmezi 100 — 10 000 bp.

3.4.4 lzolace fragmenti DNA z gelu, purifikace a reamplifikace

Amplikony reprezentujici jednotlivé ASV BRCAL byly, po elektroforetické separaci vzorku
PCR, vytiznuty z gelu a purifikovany za pouziti QIAquick Gel Extraction Kitu (Qiagen) dle
protokolu vyrobce. Vzorek DNA byl eluovan ddH,O pii teploté 70 °C o objemu 30 pl. Kvili
nizké koncentraci eluované DNA, byl vzorek reamplifikovan (viz kapitola 3.4.2 ,.druhé

PCR*) s tim rozdilem, Ze vzorek templatového eluatu nebyl fedén.

3.5 Charakterizace ASV BRCA1

3.5.1 Sekvenace DNA

PCR produkty byly pfed sekvenaéni reakci oSetieny kitem EX0SAP-IT PCR Product
Cleanup (Affymetrix) obsahujicim exonukleazu I (hydrolyzujici jednotfetézcovou DNA -
primery) a alkalickou fosfatazu (hydrolyzujici fosfatové skupiny neinkorporovanych

nukleotidir), které by jinak interferovaly se sekvenaéni reakci.

Sekvenacni reakce o celkovém objemu 5 pl obsahovala 1 pl BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems), 1 ul 5 x sekvenac¢niho pufru (Applied Biosystems), 0,2 ul primeru (30
uM) a 2,8 ul vzorku osetieného ExoSAP-ITem.

Analyza sekvenaéni reakce byla provedena na analyzatoru ABI3130 (Applied Biosystems)
se softwarem Gene Mapper v.4.0. K analyze sekvenci byl pouzit program FinchTV 1.3.1

(Geospiza, Inc.).

3.5.2 Restrikéni analyza

Identifikace ASV pomoci sekvenovani je nakladny a zdlouhavy proces. Pro zjednoduseni
identifikace ASV bylo provedeno restrikéni mapovani produktid amplifikace ASV BRCAL1
z cDNA pftipravené ze vzorkid RNA z periferni krve.
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Restrikéni mista v amplikonech obsahujicich rizné ASV BRCA1 byla analyzovana v on-

line aplikaci WebCutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter?/). Jako nejvhodnéjsi byla

vybrana restrikéni endonukledza Acul (Eco571), rozeznavajici rekogni¢ni misto:

5°...CTGAAG(N)16VY...3’°
3°...GACTTC(N)14 A ...5

Acul stépi amplikon BRCA1 (s primery lokalizovanymi v exonu 2 a 3’UTR) zahrnujici
referen¢ni variantu 1 (wt BRCAL; NM_007294.3) na 10 mistech:

860___ 1905 226
572 o 290 <20 15820133 R 377 202 395
BRCAl:var. 1 >
NM_007294.3 g ' ' v ' ' ' '
5651 bp (p r

BLS;’Sl:’ZDFSR)P [12[2]3]ap|5]|6]7a]8] 9] 10b |11 12 e 142 | 15[ 1617 18 [ 19|20 |21 ] 22| 23] 24|

213 99 54 78 89 140 106 46 77 3426 89 172 127 191 311 8 78 41 84 55 74 61 1508

Obrazek 15: Schéma restrikénich mist a velikosti vzniklych fragmentt v sekvenci wt mMRNA BRCAL.

Amplikon referen¢ni varianty 4 (BRCAla; NM_007298; varianta s kratkou formou exonu

10 - exonem 10a) je Stépen na 6 mistech:

226
572 Ak > 377 303 202 395

e 3 Y Y Yvy v

won-po | 2|3 |b]5]6]7a]s |_|1°a|'_'|ﬂlzl—|14b|£|16|£|18|£|2°|21|22|£|24|

Obrazek 16: Schéma restrikénich mist a velikosti vzniklych fragmentti v sekvenci mMRNA BRCA1a.

Restrik¢ni reakce obsahovala 1 pl PCR produktu, 0,5 ul (2,5 U) Acul (NEB), 0,8 ul pufru
10x NEBuffer 4 (NEB), 0,01 ul 40 uM S-adenosylmethioninu a 5,69 pl ddH,O. Restrikéni
reakce byla inkubovéna pti 37 °C po dobu 3 hodin. Elektroforeticka separace fragmentl poté

probihala na MetaPhor agaréze (viz 3.9 Elektroforéza...).

3.6 Kvantifikace exprese ASV BRCA1 pomoci gPCR

Kvantitativni RT-PCR Vv redlném case (qQPCR) umoznuje kvantifikaci genové exprese
sledovanych gend na urovni mRNA (resp. cDNA). Metoda je zalozena na méfeni miry
fluorescence (emitované fluorochromy schopné nespecifické vazby na dsDNA — v naSem
ptipadé SYBR Green) v kazdém cyklu, ktera s nartstajicim mnozstvim produktu roste piimo

umeérne.
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3.6.1 Priprava qPCR analyzy ASV BRCA1:

PCR primery pro kvantifikaci miry exprese vybrané sestfihové varianty (A3, A18, A8-9
v kombinaci s e10a a A8-9 v kombinaci s ¢10b), resp. cilového exonu genu BRCAL (e24, e1l0a
a el0b) byly navrzeny na nové vznikla exon-exonova spojeni (Tab. 4; Obr. 17), abychom
mohli specificky sledovat danou formu ASV BRCA1 mRNA. VSechny primery byly
navrzeny na anela¢ni teplotu 59 — 60°C, byla provedena predikce tvorby vlasenek, primer-
dimerti a zkontrolovéana jejich specificnost. Velikost qPCR produkt byla v rozmezi 130 —

204 bp. Pary primera byly nafedény na pracovni koncentraci 2,5 uM kazdy.

Tabulka 4: Sekvence specifickych part primerd pro jednotlivé ASV s velikostmi amplikont, které
tvori.

PCR
Nazev ASV
azev Forward (5°-3)’ Reverse (5°-3”) fragment
BRCA1
(bp)
e24 CAAGAATGAGCTTACAAAGTGGCC GACTTCTGGCTATGCAAGGGT 130
el0a TGCTTGTGAATTTTCTGAGACGG GTATCAGGGTGAAGCAGCATCTG | 131
el0b GGCAAAGGCATCTCAGGAAC GCCAGGGAGTTGGTCTGAG 180
A3 GTCCCATCTGATTTTGCATGCTG GTGCTTTTCAGCTTGACACAGG 169
A8,9 -10a | GTCTACATTGAATTGGCTGCTTGTG GTATCAGGGTGAAGCAGCATCTG | 148
A8,9-10b | GTCTACATTGAATTGGCTGCTTGTG GCCAGCTCATTACAGCATGAG 204
A18 CATGTTGTTATGAAAACAGGGGTGAC | GAGCAAGAGAATCCCAGGACAG 140
A8,9-10b
A3 — “
AS,Q = 10& el0b A18 e24
[ & [
[1a] 2|3 |av| 5|6 |7a] 8] 9] 10a : 10b 11|12f=l14a | 15 [16[17| 18 [19]20P21| 22 |23 24 |

L elOa J

Obrazek 17: Schématické vyznaceni pozice specifickych primerovych pard pro qPCR analyzu.
Cervené jsou vyznateny primery &i pary navrzené specificky pro analyzu vybranych sestiihovych
varianty, éerné jsou vyznaCeny primery navrzené diive pro amplifikaci ¢i sekvenovani BRCAL1 (viz
kapitola 3.4.1 Navrh primeru pro PCR amplifikaci BRCAI z CDNA).

Pro vétsi flexibilitu byl pro qPCR vizualizaci zvolen systém obsahujici SYBR Green
(LC480 SYBR Green I Master), vlastni pokus byl provadén na piistroji LightCycler 480 (vSe
Roche). qPCR byla provedena podle doporuceni vyrobce v reakci o objemu 10 pl obsahujici 1
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ul cDNA, 5 ul 2x SYBR Green PCR MIX, 2 ul smési forward a reverse primeru (2,5 uM
kazdy) a 2 ul ddH,O.

Byla provedena optimalizace anelacnich teplot (Ty) a pro cely projekt byla jako vhodna

zvolena Tp, = 62°C. Vysledny protokol qPCR je rozepsan:

Krok gPCR Teplota [°C] Délka trvani Méfeni fluorescence Pocet
Vstupni denaturace 95 10min - 1
Amplifikace 45
e Denaturace 95 10s
e Anelace 62 10s
e Elongace 72 8s +
K¥ivka tani 68 - 95 ~3 min +++ 1
Chlazeni 40 00 - 1

Specificnost qPCR a jejich produktt byla v ramci optimalizaci ovéfena analyzou kiivky tani
v programu LightCycler 480 software (ver. 1.5.0; Roche), elektroforézou qPCR produktt ve
2% agarozovém gelu a ptimym sekvenovanim PCR produktl. Standardné byly provadény
negativni kontroly qPCR (obsahujici stejny MMX, pouze templatova cDNA byla nahrazena

ddH,0). Vsechna méfeni byla provadéna v nezavislych dvojicich.

3.6.2 Priprava kalibraénich krivek

Pro vSechny geny byly za optimalnich reakénich podminek zkonstruovany kalibracni kiivky
z dilu¢nich fad cDNA, ze kterych byla nasledné stanovena efektivita jednotlivych typa qPCR.
K ptipravé 40 pul cDNA pro konstrukei kalibraénich kfivek bylo pouzito 8 pg DNazou
oSetfené RNA z bunécné linie MCF-7. MnozZstvi cDNA (resp. RNA) pouZita pro konstrukei
kalibra¢ni kiivky na reakci (10ul) byla: 200; 100; 50; 25; 10; 1,0 a 0,1 ng.

S ohledem na nutnost porovnavat v ramci provadéného projektu mezi sebou miru genové
exprese jednotlivych sestfihovych variant bylo nutno vyloucit moznost preferencni
amplifikace nekterého ze sledovanych amplikont v disledku napt. vyssi afinity navrzenych
primer ke svému templatu. Pro konstrukei kalibracnich kiivek pro absolutni kvantifikaci
byly pouzity specifické PCR produkty (pokryvajici exony a sestfihové varianty naseho
z4jmu). Spektrofotometricky (NanoDrop 1000) byla stanovena koncentrace PCR produktu,
které byly 10x natfedény, poté byly Vv tripletu znovu stanoveny koncentrace ng/ul, které byly

pouzity pro piepocet na koncentraci v poctu templati / pl podle nasledujiciho vzorce:
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koncentrace vzorku ng ul X 6.022 x 1023
656,6 X 10° X a

Konc.vzorku molekuly pl =

kde a oznacuje délku PCR produktu v bp.

Nasledn& byly viechny specifické PCR produkty nafedény na koncentraci 10*° templéati/pl.
Z nich byl pfipraven smésny roztok vSech osmi cilovych sekvenci, ve kterém byla kazda
z nich o koncentraci 10° templatii/ul (fedéni 10x: 50 pl kazdého z osmi PCR produktii 0
koncentraci 10" templatd/ul a 100 pl ddH,0). Z takto ziskaného pracovniho roztoku gPCR
templati byla diluci ziskéna kalibracni fada o koncentracich 10° 107 10° 10° 10% 10 a 1

kazdého z osmi templatd/ul, ktera byla pouzita pro konstrukci kalibra¢nich kiivek gPCR.

3.6.3 Kvantifikace zmén exprese jednotlivych ASV a jejich statistické

vyhodnoceni

Mira relativni exprese jednotlivych sledovanych ASV byla hodnocena softwary

umoziujicimi zohlednit pti analyze efektivity amplifikace jednotlivych qPCR.

Pro hodnoceni relativni miry exprese sledovanych genii v jednotlivych typech tkani naptic
vySetfovanymi skupinami byl pouzit software qGENE (http://www.qgene.org), ktery je
aplikaci do tabulkového kalkulatoru Excel (Microsoft) a umoziiuje hodnotit miru exprese

sledovaného genu proti jednomu referenénimu genu u kazdého jednotlivého vzorku.

Dynamika zmén relativni exprese u sledovanych gent mezi jednotlivymi skupinami byla
hodnocena pomoci kvantifikacniho softwaru REST (Relative Expression Software Tool) 2008

ver. 2.0.7 (Corbett Research Pty. Ltd; Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002).

Pro normalizaci vstupniho mnoZstvi templatové cDNA a hodnoceni miry relativni exprese
BRCAL1 ve vySetfovanych tkanich byl pro tento projekt zvolen ubikvitin C (UBC), ktery byl
v piedchozich pokusech provadénych na pracovisti vybran pro tento typ analyz (exprese
Vv parovych vzorcich nador/nenador a sledovanych typech tkéani) jako vhodny referenéni gen.
Hodnoceni miry exprese sledovanych ASV BRCAL bylo normalizovano na miru exprese

exonu 24 genu BRCAL (Favy et al, 2000).
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Ziskand data byla hodnocena pomoci statistického programu SigmaStat. Rozdily
V jednotlivych sledovanych parametrech mezi vysetfovanymi skupinami byly vyhodnoceny
pomoci jednocestného ANOVA testu. Pii neparametrickém rozlozeni dat ve vySetfovanych
souborech byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test. Pro analyzu vzajemnych korelaci

posuzovanych parametri napiic skupinami byl pouzit Spearmaniiv korelacni test.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace systému pro identifikaci ASV BRCA1

Z divodu omezen¢ho mnozstvi celkové RNA ziskané od vySetfovanych subjektt probihala
optimalizace metod, nezbytnych pro identifikaci ASV BRCA1, s celkovou RNA z bunécné
linie MCF-7. Ta slouzila k optimalizaci reverzni transkripce a nasledné PCR umoznujici
amplifikaci riznych ASV BRCAI1 diky jejich sdilenym 5’-UTR a 3’-UTR sekvencim, ve
kterych byly lokalizovany amplifika¢ni primery (B1SPO1F a B1SPO6R). Dalsi optimalizace

probihaly jiz na vzorcich RNA izolovanych z periferni krve.

4.1.1 Optimalizace izolace RNA ze tkani

Pro izolaci celkové RNA z mamarni a piilehlé tukové tkané (obé s vysokym obsahem
lipidd) jsme vyzkouseli RNeasy Lipid Tissue Mini kit (Qiagen) a MagNA Pure Compact
RNA Isolation Kit na izolatoru MagNA Pure Compact (Roche). Test probéhl na 10 paralelné
zpracovavanych vzorcich. Izolace pomoci kitu MagNA Pure Compact RNA Isolation
probéhla dle protokolu vyrobce, izolace pomoci RNeasy Lipid Tissue Mini probéhla dle
upraveného protokolu (kapitola 3.3.1 — Izolace celkové RNA z tkdnovych vzorkii).

Vysledky izolace celkové RNA vyznély ve prospéch RNeasy Lipid Tissue Mini Kitu.
Spektrofotometricky namétena primérna koncentrace celkové RNA byla 128 ng/ul (Obr.
18a) ve srovnani S niz$im prumérnym vytézkem RNA ziskané z automatického izolatoru
(15,7 ng/ul; Obr. 18b). Primérna Cistota RNA byla v obou pfipadech srovnatelna [Azso/Azgo =
2,02 (Qiagen) vs. 2,00 (izolator)].

V ramci piipravy vzorku jsme optimalizovali fragmentaci tkané — dobu fragmentace a pocet
opakovani na pristroji MagNA Lyzer. Nejvhodnéjsi byla fragmentace 3 x 15 s chlazenim

vzorku na ledu.
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Obrazek 18: Priklad
elektroforézy celkové RNA
izolované a) pomoci
RNeasy Lipid Tissue Mini
kitu a b) MagNA Pure
Compact RNA Isolation
kitem na izolatoru MagNA
Pure  Compact. Bilymi
Sipkami jsou vyznaCeny
pozice 28S a 18S RNA
ribozomalnich podjednotek.

285
18S

Vzhledem k vysokému obsahu tukové tkané ve vysetfovanych vzorcich a diky vysledkim
Z optimaliza¢nich experiment jsme se rozhodli celkovou RNA z mamarni a pfilehlé tukové

tkan¢ izolovat pomoci RNeasy Lipid Tissue Mini kitu (Qiagen).

4.1.2 Optimalizace reverzni transkripce

Po izolaci celkové RNA byla provedena reverzni transkripce s vyuZzitim reverzni
transkriptazy SuperScript 11, ktera se rutinné pouziva v nasi laboratofi. Charakterizace ASV
BRCA1 vyzadovala pouziti oligo-dT primeru pro syntézu dlouhych c¢cDNA molekul
nezbytnych k amplifikaci plné délky sekvence mRNA ASV BRCAL (véetné jejich 5’ a 3’
UTR). Z téchto divoda jsme ptikrocili k diikladné optimalizaci mnozstvi SSIII, koncentrace

oligo-dT primeru a koncentrace dNTPs v reakci (Tab. 5).

Znakem dobte amplifikovanych ASV BRCA1 jsou dva majoritni amplikony, vétsi o
piiblizné velikosti 5700 bp odpovidd mRNA wt BRCAT1 a mensi o pfiblizné velikosti 2400 b

vvvvv

amplifikuje, takze veSkeré optimalizani reakce smétovaly K vysledku sco nejvys$sim

pomérem wt BRCA1 amplikonu oproti kratsimu BRCAla.
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Tabulka 5: Optimalizace reverzni transkripce. Cervené je vyznateno slozeni smési, které bylo
kontrolni PCR vyhodnoceno jako optimalni pro nejlepsi vysledek reverzni transkripce.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [ 10 | 11 | 12
RNA (1pg) 4,751 4,754,751 4,75 4,75 |4,75 4,75 | 4,75 | 4,75 4,75 | 4,75 [ 4,75
ddH,0 16|14 (115|135(115(11|09 (085|06 |04 |015]| O
oligo-dT 051051075 05(05]075(0,75] 05 |0,75(0,75| 1 1
50x dNTPs o4|106|06|04(06)|04(06|04]|04(|06]06 (0,75

65 °C 10min, poté na led

DTT 05105050505 ]05(05]|05]05(|05]05](05
5x buffer 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
SS3 0,2510,25(0,25| 0505|0505 | 1 1 1 1 1

Pozn.: Hodnoty uvedené v tabulce jsou v pl.

Reakce probihaly v celkovém objemu 10 pl. Jako templat byl pouzit 1 ug celkové RNA (z
bunécné linie MCF7-7). Reverzni transkripci pfedchazelo osetfeni DNazou (viz kapitola 3.3.4
Syntéza ¢cDNA). Vysledky kontrolni elektroforézy prokazaly, ze optimalni podminky pro
syntézu ¢cDNA K analyze ASV BRCA1 zahrnuji pouziti 0,5 pl oligo-dT, 0,5 pl reverzni
transkriptazy SuperScript 111, 0,4 ul 50x dNTPs (Obr. 19, vzorek ¢. 4).

!

a) MBS 2 3 ERIEIIGE 7 8 9 1011124
> - 7
b

3000 bp
)

— - -

1000 bp
—

500 bp

Obrazek 19: Optimalizace reverzni transkripce. Jednotlivé kombinace mnoZzstvi reverzni
transkriptazy, oligo-dT a dNTPs ztabulky 5 jsou vyznadeny ¢&isly 1-12, bilou Sipkou a) je
vyznacena velikost odpovidajici amplikonu wt BRCAI1, b) je vyznacena velikost odpovidajici
amplikonu BRCAla. M -velikostni standard (marker). Cernou $ipkou je oznacen vzorek s nejvyssi
ucinnosti amplifikace.
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4.1.3 Optimalizace pribéhu PCR amplifikace

Pied provedenim PCR bylo tieba vénovat pozornost optimalizaci podminek amplifikace.
Anela¢ni teplota (Try) ovliviiuje vyslednou specificnost PCR. Pti nizké teploté primery
nespecificky nasedaji na hekomplementarni mista nebo tvofi tzv. primer-dimery ¢i vlasenky
(hairpins). Vysoka teplota naopak znemoziuje hybridizaci (anelaci) primert s cilovou
sekvenci a vede ke snizovani ucinnosti PCR (shrnuto v (Bartlett a Stirling, 2003)).

Optimalizace Ty, probihaly v objemu 5 ul s identickym slozenim PCR smési v cykleru PTC-
DyAD (BioRad) s gradientovym blokem. Amplifikace (viz kapitola 3.4.2 PCR amplifikace
sestrihovych variant BRCAI — prvni PCR) byla provedena dle stejného protokolu v gradientu
Tm v rozmezi 58 — 68 °C.

Za optimalni T, byla zvolena teplota 66,5 °C, pti které byly pfitomny specifické amplikony

v nejvyssi koncentraci (Obr. 20)

|a:):> l M 5000 bp
! ——
b) 3000 bp

- ==

1000b

583 62,3 66,5 . —
59,7 64,8 67,8

500 bp

- <—

Obrazek 20: Ptiklad kontrolni elektroforézy optimalizace PCR amplifikace z cDNA s primery
lokalizovanymi v 5°-UTR a 3’-UTR BRCA1 (B1SPO1F a B1SPO6R). Cisla odpovidaji T (°C).
Bilou Sipkou a) je vyznacen amplikon o velikosti odpovidajici wt mRNA BRCA1 (5734 bp) a
Sipkou b) je vyznaéena velikost odpovidajici mRNA sestfihové varianty BRCAla (se zkracenou
formou exonu 10; 2425 bp). M - velikostni standard (marker). Cernou Sipkou je ozna¢ena reakce
S nejvyssi ucinnosti.

Kromé optimalizace Try byly pro jednotlivé reakce provedeny optimalizace koncentrace

Mg** ovliviiujici vyt&Znost a piesnost replikace templatové DNA. Amplifikace pomoci LA
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Taq polymerazy obvykle vyzaduje vyssi koncentraci Mg2+, nez amplifikace pomoci béznych
Taq polymeréz, u kterych je optimalni koncentrace Mg 1,5 mM. Optimalizace koncentrace
Mg®* probihaly v objemu 5 pl s PCR smési lisici se pouze koncentraci Mg** (2,25; 3,0; 3,5
mM; Obr. 21).

2,25 30 35
M mM mM mM
Mg Mg Mg?*
5000 bp oy -
—3
| rom—
3000 bp
P \—)
——" Obrazek 21: Optimalizace mnozstvi
Mg®* v PCR reakci. Cernou Sipkou
je vyznaCena draha s koncentraci
hotecnatych kationti v mM, pfi
které byla uc¢innost PCR amplifikace
nejvyssi. M - velikostni standard
1000 bp (marker). PK je oznaena pozitivni
— kontrola.
500 bp
3

4.1.4 Optimalizace primerta pro charakterizaci ASV BRCA1

Po optimalizaci reverzni transkripce a PCR amplifikace na vzorcich RNA z MCF-7 jsme
pfistoupili k prvnim experimentiim na vzorcich RNA z periferni krve (vzorky periferni krve 1
— 20). Provedli jsme reverzni transkripci a naslednou amplifikaci s primery lokalizovanymi
v5’-a3’-UTR (B1SP01 a B1SP06). VVzorky jsme amplifikovali ve dvoustupnové PCR (druha
PCR byla provedena za identickych podminek s templatem prvni PCR).
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a) |

' 5000 bp

"M 1:2 3 4 5 6 78/9110/11112:43:14 15/1
b)
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2 - 3000 bp
i

1000 bp

Obrazek 22: Ptiklad elektroforézy po druhém kroku amplifikace ASV BRCA1 vzorkt z periferni krve
(vzorky 1-20) s primery v 5°-UTR a 3’-UTR BRCA1 mRNA (B1SPO1F a B1SPO6R). Sipka a)
vyznacuje pozici amplikonu wt BRCA1 a Sipka b) pozici amplikonu BRCAla (s kratkou variantou
exonu 10). M - velikostni standard (marker). NK je negativni kontrola.

Pozn.: Vzorek 6 byl na elektroforézu nanesen dvakrat.

Timto ptistupem se podafilo amplifikovat wt variantu BRCA1 (amplikon o velikosti 5734
bp) jen u ¢asti vzorki a pouze ve velmi nizké koncentraci. Amplifikoval se vSak vysoky pocet
vyrazng kratsich variant, které jsme doposud nikde neidentifikovali. Dominantni byly varianty
o piiblizné velikosti 480 bp, 620 bp, 1100 bp a 1500 bp. Sekvenovanim jsme analyzovali
nékolik kratkych amplikoni odpovidajicich ASV BRCAL s rozsahlymi vypadky [A2-19+A22
(448 bp); A2-17 (635 bp); A2-21+insIVS21+837_1001+insIVS21-776_588 (691 bp)]. Tyto
AUG kodonu vexonu 2 (i alternativniho AUG v zacatku exonu 4). Je tedy vysoce
nepravdépodobné, ze by mohlo dojit k pfepisu téchto variant do proteinového produktu.
Z tohoto dlivodu jsme se rozhodli, ze pro amplifikaci posuneme forward primer do oblasti
tésné za arbitrarnim transla¢nim AUG kodonem v exonu 2. Tato zména vedla K redukci
amplifikace ASV BRCA1 svypadkem exonu 2, které se pravdépodobné netranslatuji
(Obr. 23)
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Obrazek 23: Priklad elektroforézy amplifikovanych ASV BRCA1 ze vzork periferni krve 1-58. Bila
Sipka ukazuje a) velikost odpovidajici amplikonu wt BRCA1, b) velikost odpovidajici BRCAla. M
— velikostni standard (marker). NK - negativni kontrola. Amplikony s velikosti <500 bp jsou
amplifikaty rozsahlych vypadki BRCA1 [A3-23(vzorek 34) a A3-23 se sekvenci zintronu 23 0
ptiblizné délce 120 bp]

Vysledek PCR amplifikace s primery vexonu 2 (BISPO2F) a 3’-UTR (B1SPO6R,
respektive B1SP17R v prvnim kroku této semi-nested PCR amplifikace) se zasadnim

zpusobem lisi od piivodni amplifikace s primerem lokalizovanym v 5’-UTR (primer B1SP01).

Zménou lokalizace forward primeru (posunutim do exonu 2) jsme tedy omezili amplifikaci

kratkych variant snejasnym vyznamem a docilili jsme snizeni preferenc¢ni amplifikace

kratkych (do 1500 bp) ASV na tkor dlouhych ASV BRCAL (nad 2000 bp).

4.1.5 Elektroforeticka separace amplikon( se sestfihovymi variantami

Na zakladé predchozich vysledkt analyz BRCA1 u pacientd s karcinomem prsu (Pohlreich
et al. 2006) jsme predpokladali, ze ¢astymi ASV budou varianty, které pozbyvaji n¢ktery (-¢)
z kratkych exonl lokalizovanych ptfed a za nejdelSim exonem 10b. Z tohoto diivodu jsme

potiebovali docilit vysoké rozliSovaci schopnosti gelové elektroforézy. Protoze analyza

52



amplikonti odpovidajicich jednotlivym ASV ve smésnych vzorcich pomoci extrakce z gelu a
nasledného sekvenovani ¢i klonovani by byla velice zdlouhavé a ndkladnd, rozhodli jsme se
podrobit amplifikované smésné vzorky restrikénimu Stépeni. Na zakladé ziskanych
restrikénich map jsme mohli identifikovat pfitomné ASV BRCA1. Tento postup vyzadoval
precizni elekroforetickou separaci. Kjeji optimalizaci byly vybrany jednotlivé
charakterizované¢ ASV BRCAL z bunécné linie MCF7 zaklonované ve vektoru pNEB206A
(NEB; http://www.neb.com/nebecomm/ManualFiles/manualE5500.pdf),  které  byly
k dispozici v na$i laboratofi. Jednotlivé sestiihové varianty maji velikosti odvozené od
BRCAI1a, tedy obsahuji kratky alternativni exon 10a (amplikon s primery v exonu 2 a 3°-UTR
ma velikosti 2342 bp; Tab 6).

Tabulka 6: Delece, inzerce a celkova velikost ASV BRCA1 z bunééné linie MCF-7 zaklonovanych
ve vektoru pNEB206A pouzitych k otestovani elektroforézy s vysokym rozliSenim a optimalizaci
restrikéniho mapovani.

Né;ev Delece: Inzerce: Velikost amplikonti (exon
varianty: | ' 2a3’-UTR)
A4 (BRCAla) 2342 bp
A6 21 bp exon 4, 3 bp exon 5 2318 bp
D6 3 bpexon7 123 bpintron 2 | 2408 bp
3 bp exon 7, A8-9, 20bp exon 10a,
F9 25 bp exon 11 2168 bp

Vzorky jsme analyzovali agardézovou gelovou elektroforézou s vysokou rozliSovaci

schopnosti (v rozsahu 1000 — 7000 bp; Obr. 24).

M A4 A6 D6 F9

5000 bp 2339 2318 2408 2168

m— bp bp bp bp

|:‘>‘.__..

by — — — Obrazek 24:  Piiklad

— .

elektroforézy
jednotlivych
zaklonovanych variant
BRCAl s vysokym
rozliSenim. ASV

1000 bp BRCAI Pochazeji

— z bun&&né linie MCF-7.
M - velikostni
standard (marker).

500 bp

—
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Na zaklad¢ separace s vysokym rozliSenim jsme byli schopni pfiblizné uréit délky

jednotlivych ASV, coz bylo nasledné vyuzito pfi restrikénim mapovani.

4.1.6 Identifikace sestfihovych variant pomoci restrikéni analyzy

Pro inzerty reprezentujici ASV BRCAL (viz Tab. 6; Obr. 24) byly in silico zpracovany
restrikéni mapy amplikonti po restrikci s Acul. Na zakladé této analyzy jsme vypracovali
virtudlni elektroforézy pomoci programu Virtual Electrophoresis (Elchrom Scientific;
http://www.elchrom.com; Obr 25a). Poté jsme pfistoupili K restrikci s Acul. Nasledna

elektroforeticka separace restrikénich fragmentl probihala na gelu s vysokym rozlisenim

(v rozmezi 100 — 1000 bp; Obr. 25b).

a | b)
) 'M aalas| D6 o M, A4 A6 Db F9
1500 bp
b
1000 bp
— 1000bpw
o | 538, | e —
500 bp - S48 | 500 bp —
| | EN S
e p———
202 bp —— — — —
:>— I — — — ZOObp:

Obrazek 25: Porovnani a) virtudlné zpracované restrikce S vyznaCenymi velikostmi rozdilnych
fragmentt (v bp nad piisluSnym fragmentem) sb) vysledkem elektroforézy realné restrikce
jednotlivych ASV BRCAI1 exprimovanych v buné¢né linii MCF-7. M znadi velikostni standard
(marker). Z obrazku je patrny podobny profil fragmentii ve virtualni a skute¢né elektroforéze.

Na zéklad¢ této analyzy jsme byli schopni identifikovat a potvrdit pfitomnost restrikénich

fragmentt o specifické velikosti, které umoziuji identifikaci ptislusné varianty i ve smeésnych
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vzorcich ziskanych amplifikaci z biologického materidlu obsahujiciho fadu alternativnich
sestfihovych variant BRCA1. Tato metoda nam vyrazné¢ usnadnila identifikaci vzorki
s potencialné odlisnymi ASV BRCA1. Nebylo tedy nezbytné kazdou variantu sekvenovat
Vv plné délce amplikonu, ale na zaklad¢ rozdili ve velikostech jednotlivych restrik¢nich
fragmentt jsme byli schopni identifikovat oblast sinzerci/deleci, ktera byla nasledné

sekvenovana.

4.2 Identifikace sestrihovych variant BRCAL1 v biologickych

vzorcich

4.2.1 Vysledky izolace RNA

Celkova RNA ze vzorki periferni krve byla uspéSné izolovana od vSech 58 Zen zatazenych
do studie. U 20 z nich jsme provedli izolaci celkové RNA také z bioptované mamarni a

prilehlé tukové tkané.

Primérna hodnota koncentrace celkové RNA izolované z 2,5 ml krve a eluované 100 pl
ddH,0 byla 114,42 ng/ul (median 108,03), priméma hodnota koncentrace celkové RNA
izolované z tkani eluované do 40 ul byla 102,85 ng/ul (median 88,98). Primérna hodnota
RIN celkové RNA u vzorki izolovanych z krve byla 7,33 (median 7,55) a u tkani 6,17
(median 6,2). V jednom piipadé byla RNA ziskana z mamarni tkané vyfazena pro jeji
nedostate¢nou kvalitu a z divodu nedostatku bioptovaného materialu nebylo mozno izolaci

opakovat.

Nejlepsi integrity celkové RNA bylo dosazeno okamzitym zpracovanim cerstvych krevnich
vzorkd, které v§ak z divodu odbért na rliznych pracovistich nemohlo byt praktikovano, proto
byly zavedeny jednotné standardni postupy odbérti biologickych vzorka pro ucely izolace

celkové RNA do RNA-prezervac¢nich médii (Obr. 26).
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Overall Results for sample 12 : MAM 3 - Overall Results for sample 8 : MAM 23 .
RNA Area: 408.7 RNA Area: 153.6
RNA Concentration: 241 ng/pl RNA Concentration: 103 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.5 rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.7
RNA Integrity Number (RIN): 9.3 (B.02.07) RNA Integrity Number (RIN): 7.4 (B.02.07)
Result Flagging Color: [ Result Flagging Color: | —
Result Flagging Label: Result Flagging Label:
Fragment table for sample 12 : 4AM 3 Frag t table for ple8 : MAM 23
Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
188 40.96 4229 88.7 21.7 188 40.17 42,56 26.5 173
28s 47.07 50.17 1355 332 28S 47.54 49.78 185 121

Obrdzek 26: porovnani integrity RNA z a) Cerstvé izolované krve b) z primérného vzorku odebraného
a mrazeného ve zkumavce systému PaXGene Blood RNA (PreAnalytiX). Na elektroforeogramech je
vidét fialové vyznaceny obsah plochy piku 18S podjednotky rRNA a zelené vyznaceny obsah
plochy piku 28S podjednotky. Cervené je vyznageno vysledné &islo RIN charakterizujici integritu
RNA. Z grafu je patrny vyssi pomér obsahu 18S/28S podjednotek oproti celkovému obsahu RNA
(obsah ploch 18S a 28S podjednotek oproti celkovému obsahu plochy pod kiivkou) u vzorku MAM
3 nez u vzorku MAM 23.

4.2.2 ldentifikace sestfihovych variant BRCA1 exprimovanych

v leukocytech

Cilem amplifikace ASV BRCA1 mRNA exprimovanych v leukocytech periferni krve bylo
identifikace spektra sestfihovych variant BRCA1 vyskytujicich se ve vySetfovaném souboru
zen, tedy pacientek s karcinomem prsu v osobni anamnéze a V souboru zdravych kontrol,

nikoliv detailni popis vyskytu vS§ech ASV vyskytujicich se u kazdé jednotlivé probandky.

Po izolaci a charakterizaci celkové RNA ziskané z periferni krve jsme reverzni transkripci
s oligo-dT nasyntetizovali cDNA, kterou jsme poté amplifikovali ve dvou krocich pomoci
semi-nested PCR. Produkty 2. PCR byly vizualizovany pomoci elektroforézy. U 35 z 58
vySetfovanych vzorkd byly nalezeny amplikony o velikosti nad 2000 bp. Tyto vzorky byly
nasledné analyzovany na elektroforéze s vysokou rozliSovaci schopnosti pro rozmezi 1000 —
7000 bp (Obr. 27) pro identifikaci a dostateCnou separaci amplikoni vznikajicich
Z jednotlivych ASV BRCAL.
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Obrdzek 27: Analyza amplifikovanych ASV BRCA1 vybranych vzorkl na elektroforéze s vysokou
rozligovaci schopnosti. Bilé §ipky a) ozna¢uji pozici amplikontt wt BRCA1 a b) BRCAla. Cernymi
hvézdi¢kami jsou oznafeny vzorky, které jsme dale analyzovali pomoci restrikéniho mapovani.
Cernymi $ipkami jsou oznageny amplikony, které byly vytiznuty z gelu a reamplifikovany. M -
velikostni standard (marker). NK - negativni kontrola. Na elektroforézu byl pro kontrolu nanesen
vzorek 36 po prvni amplifikaci ozna¢en 36/1PCR. Z obrazku je patrné, Ze po druhé amplifikaci jsme
schopni detekovat varianty, které se ve vzorku vyskytuji v mnohonasobné nizsich koncentracich.
Velikostni posun vzorka 36 a 36/1PCR je zpusoben pouzitim odlisnych primert s rozdilem 97 bp.

Na zéklad¢ této elektroforézy jsme byli schopni detekovat mnoZstvi amplikonii a dale
rozhodnout, zda budeme jednotlivé unikatni amplikony izolovat z gelu a reamplifikovat (u
vzorku s vys$sim poctem amplikond; Obr. 28), nebo zda piimo pouZzijeme metodu restrikéniho

mapovani. K dalsi analyze jsme vybrali amplikony s odli$nou velikosti.

M K

5000 bp B

-
3000bp — ey Bl T - ——

— — -
1000 bp
[— [re— ———
— — o— a— g
500 bp - _ .
— . —

Obrizek 28: Piiklad kontrolni elektroforézy reamplifikovanych amplikoni. Cisla pred lomitkem zna¢i
vzorek, ze kterého byl jednotlivy amplikon izolovan, ¢isla za lomitkem jsou potadova pro rozliSeni
amplikonil. M - velikostni standard (marker). NK - negativni kontrola. Zluté oznaceny vzorky, které
se dale charakterizovali restrikénim mapovanim a sekvenovanim. Bile oznaceny vzorky, které jsme
neanalyzovali, protoze obsahovaly vice dominantnich amplikont (36/15, 36/16, 36/19).
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Vzorky, které obsahovaly jeden dominantni amplikon jsme pfimo analyzovali pomoci

restrikéniho mapovani (Obr. 29).
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Obrazek 29: Priklad elektroforézy fragmentt vzniklych Stépenim Acul z amplikoni ASV BRCAL.
Nad ¢isly vzorkll jsou vypsany alternativni exony, vypadky ¢i inzerce jednotlivych ASV BRCAI.
PK je oznagena pozitivni kontrola BRCAla s kratkym exonem 10a. Cervenymi znalkami jsou
vyzna¢eny PCR amplifikace velmi rozsahlych vypadki BRCA1 (viz Obr. 23), M jsou vyznaceny
velikostni standardy (markery).

U vzorka 15 a 31 vidime profil fragmentd s alternativnim exonem 10a a vypadkem exond 8 a 9.
Vzhledem Kk restrikénimu mistu v exonu 8, ktery chybi, se tento profil vyznacuje chybé&jicim
fragmentem o velikosti 267 bp a zménou velikosti prvniho fragmentu z 572 na 716 bp. U vzorku 24
mizeme vidét posun prvniho fragmentu, ktery po analyze odhalil alternativni exon 4a, ktery se od 4b
lisi vypadkem poslednich 22 bp zexonu. U vzorku 44 ma fragment o puvodni velikosti 267 bp
velikost 150 bp, coz odpovida vypadku celého exonu 10 a navic vzorek minoritné obsahuje
alternativni exon 4a. Vzorek 43 obsahuje inzerci 119 bp z intronu 11 a vzorek 55 inzerci 9 bp
Z intronu 22. Ostatni vzorky vykazuji profil varianty BRCA1 s alternativnim exonem 10a a vzorek
11 vykazuje profil wt formy BRCA1.

Na zaklad¢ restrikéniho mapovani jsme byli schopni urcit, v jaké casti sekvence BRCA1 se

vyskytuji rozdily a tuto ¢ast jsme se specifickymi primery sekvenovali.
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Sekvenovani byl posledni krok identifikace jednotlivych sestiihovych variant. Postupné

byla identifikovana fada vypadkut (Obr. 30), respektive sesttihovych variant (Obr. 32).

a) exon/7 €<—71——> exonl10
-4 bevere- - - - H 1
CTOTC TACATTOANATTIGOICITG CFT06T0

520 530

b) exonda<—73——> exonb5
LR L e Hr ]
TTCACAGTGTCCTTTAT|[CAGCCTACAAGAAAGT

170 180 180

C) exon1l7 €«<———> exon19
et a0 8 S« L
I_GTIGT TATGAAAACAGIGGGTGACCCAGTCTAT
tgtagttagctatttct 400 410

Obrazek 30: Priklad identifikovanych vypadkt v sekvenci mRNA BRCA1 a) ASV BRCA1A8-9 b)
ASV BRCAL s alternativnim exonem 4a (vypadek poslednich 22 bp z exonu 4b; zptisobuje posun
ve Ctecim ramci), €) sestiihova varianta BRCA1A1S - pod dominantni sekvenci exonu 17 je vidét
slaba sekvence exonu 18 ozna¢enou malymi pismeny. Cernou Sipkou je vyzna¢eno rozmezi exoni.

Ve vzorcich jsme identifikovali i nékolik variant nesoucich ¢asti intronovych sekvenci (Obr.
31).
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Obrazek 31: Piiklad ASV BRCAL sinzerci intronové sekvence o velikosti 119 bp (vyznacena
modie). Cernou Sipkou je vyznateno rozmezi exonti 11, 12 a intronové sekvence. Tato varianta
zpusobuje posun ve ¢tecim ramci.

Celkem bylo analyzovano 35 vzorka periferni krve ze souboru Zen s karcinomem prsu a
zdravych kontrol. V téchto vzorcich byly nalezeny sestfihové varianty shrnuté v obrazku 32.

Celkem se nam podatilo ve vzorcich periferni krve pIn¢ identifikovat 14 ASV BRCAL.

Identifikace ASV BRCA1 ve vzorcich periferni krve pouzitymi metodami odhalila
pfitomnost amplikonti obsahujicich dlouhou variantu exonu 10 (10b) pouze u 11 z 58
vySetfovanych zen. Tento pribézny vysledek piekvapivé naznacoval, zZe exprese BRCA1 wt
MRNA se vyskytuje v leukocytech periferni krve u pfiblizné 19 % zen vySetfovaného
souboru. Mezi nimi byly zastoupeny jak pacientky s karcinomem prsu tak zeny z kontrolniho
souboru. Podobné, neptitomnost BRCA1 wt mRNA byla pozorovéna v obou vySetfovanych
souborech a nebyla tak diskrimina¢nim faktorem odliSujici Zeny s karcinomem prsu a Zeny

bez ptitomnosti nadoru.
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Obrazek. 32: Prehled ASV BRCAI identifikovanych v RNA izolované z leukocytli periferni
krve. Tmavé Sedé je vyznacena BRCAI1 podle staré¢ho ¢islovani exond. Bile je vyznacena
BRCA1 dle nového ¢islovani s barevné vyznacenymi useky kodujicimi domény viz obrazek 4.
Modfe jsou vyznaleny varianty zachovévajici éteci ramec. Cervené jsou vyznaceny varianty,
které ¢teci ramec porusuji. Hvézdi€ka u nazvu znaci nové popsanou variantu.

Pozn.: 10a je zkracena varianta exonu 10b o poslednich 3309 bp, 4a je zkracena varianta exonu
4b 0 poslednich 22 bp. Sestfihovou variantu BRCAL-1VS22ins? nelze plné identifikovat
z dtivodu nékolika poly-A homopolymerd (A>14) obsazenych ve vlozené intronové sekvenci.
U této varianty tedy nelze vyhodnotit ¢teci ramec.

Pro kvantifikaci ASV ve tkanich a urceni tkdnové specificnosti u vzorki periferni krve,
mamarni tkdné a pfilehlé tukové tkdn€ jsme vybrali varianty, které byly uz dfive
identifikované a popsané v literatute [BRCA1 wt, BRCAla (10a), BRCA1A8-9+el0b;
BRCA1b A8-9,10b a BRCA1 A3] a dale variantu BRCA1 A8, ktera dosud popsana nebyla, a
ktera se vyznacuje vypadkem exonu kodujici ¢ast prvni BRCT domény a zachovavajici ¢teci

ramec (Obr. 4).
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4.3 Kvantifikace sestrihovych variant BRCA1 v biologickych

vzorcich

4.3.1 Stanoveni efektivity qPCR a detekéniho rozmezi metody

Efektivity jednotlivych optimalizovanych typi qPCR (Obr. 33a) byly v programu REST
spocitany na podkladé kalibra¢nich kiivek (Obr. 33b) zkontruovanych diluci cDNA v rozmezi
200 — 0,1 ng celkové RNA (resp. cDNA) vlozenych do reakce. Toto rozmezi koncentrace
cDNA pouzité pro kalibraci bylo navrzeno tak, aby koncentrace ndmi standardné
syntetizovanych cDNA pro qPCR (50 ng/ul) byly ve stfedni oblasti kalibraéni kiivky.
Sledované amplikony pokryvajici ASV BRCA1 byly pfi mnozstvi templatové RNA 0,1

ng/reakce jiz mimo detekéni moznosti pouzité metody a neamplifikovaly se.

a) b)
Amplification Curves
Gen Ef [% 120
[ 0] 15.780| [ng/p.l]
BRCAI1: e24 95,0 “
14.280|
BRCAL: el0a 99,2 ]
BRCAL: el0Ob 99,8 gn,zsoi
BRCAL: A8-9(10a) = 99,1 § om0
BRCAI: A8-9(10b) | 98,5 o S99 ~
¢ 6.780
BRCAI1: A3 94,8 S 1
o 5280
BRCALI: A18 97,1 3780
uBC 97,4 2280/
0.780| 0,1  O(NK)
20 25 30 35 40 45
Cycles

Obrdzek 33: a) Tabulka efektivit jednotivych optimalizovanych amplikond. b) Pfiklad kiivek qPCR
z riznych mnozstvi cDNA (resp. RNA) vstupujicich do reakce pii konstrukci kalibracni kiivky.
Ptistroj: LightCycler 480 (Roche)

Paralelné s konstrukci kalibracnich kiivek vzniklych diluci cDNA byly pro sledované
amplikony zkonstruovany i kalibra¢ni kfivky pro absolutni kvantifikaci (Obr. 34). Tyto

kalibra¢ni fady nebyly primarné ureny pro absolutni kvantifikaci sledovanych sestfihovych
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variant, ale byly provedeny k moznosti posouzeni ptitomnosti / nepfitomnosti vyssi afinity

nekterych parti primert ke svému templatu, nebot’ v tomto projektu bylo nutno porovnavat

mezi sebou miru exprese jednotlivych typt ASV, ne pouze sledovat dynamiku zmén relativni

exprese urCité ASV mezi jednotlivymi sledovanymi skupinami.

Dvojnasobné ,,zvySeni® miry exprese amplikonu odpovidajiciho expresi varianty BRCAla

(obsahujici kratky exon 10a) nebylo zptisobeno jeho snadnéjsi amplifikaci, ale dvojnasobnym

mnozstvim templatu pro tento tisek ve smésném roztoku slouzicim pro piipravu dilu¢nich fad.

Cast sekvence amplikonu uréeného k identifikaci sestiihové varianty A8-9 v kombinaci

s kratkym exonem 10 [A8-9 (10a)], totiz obsahuje sekvenci identickou samplikonem

BRCA1a (viz Obr. 17).
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Obrazek 34: Absolutni kalibracni kiivka vybranych ASV BRCAL1. Barevné jsou rozlisena jednotliva
fedéni (mnozstvi kazdého amplikonu v reakci). * zna¢i amplikon 10a, ktery pti kalibraci
prekracoval detekéni limit fluorescence (Cp — crossing point) v piipadé vSech pouzitych
koncentraci templath o cca 1 cyklus proti ostatnim stejné koncentrovanym templatim (viz text
vyse). Redéni 10% a 10 se dostava na hranici detekéniho limitu metody, jak je patrné z vyssiho
rozptylu Cp. V této oblasti se jiz projevuji mirné rozdily v efektivitach amplifikaci jednotlivych

amplikon.
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Konstrukce ftedicich fad se znamymi vstupnimi koncentracemi specifickych templati
naseho zajmu ukézala, ze efektivita stanovend timto zpisobem se neodliSovala od efektivity
qPCR urcené pomoci fedicich fad cDNA templati. Maximalni pozorovana odlisnost byla <
0,5 % tucinnosti. Mozna ptitomnost inhibi¢nich faktort limitujicich u¢innost qPCR v roztoku
templatové cDNA mé tedy pifi dodrZzeni postupu piipravy vzorkii a provadéni qPCR

minimalni vliv na vlastni prab¢h reakce.

4.3.2 Exprese vybranych ASV BRCA1 ve vzorcich tkani

Genova exprese vSech forem BRCA1 mRNA je ve sledovanych tkanich relativné nizka,
fadové v mnozstvi 10™ nasobku mnoZstvi mRNA UBC (Obr. 35). Mezi expresi soubortl Zen s

/ bez nadoru nejsou statisticky vyznamné rozdily.
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Obrazek 35: Pomér genové exprese BRCA1 mRNA (vyjadieno mirou exprese exonu 24 BRCA1) vuci
expresi mRNA referen¢niho genu UBC (mira jeho exprese v grafu ~ 1) ve sledovanych skupinach
(K — kontroly, Ca — Zeny s Ca prsu v osobni anamnéze) a typech tkani (RNA izolovana z: Leuko -
leukocytii periferni zilni krve; Mama — nenadorové mamarni tkang; Tuk — perimamarni tukové
tkan¢). * - odlehlé hodnoty.

Vzhledem k relativné nizké expresi mMRNA BRCAL byla (s ohledem na detekéni limit

metody) zvolena hranice relativniho zastoupeni dané ASV ve vSech BRCA1 mRNA >1 %.
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ASYV obsahujici dlouhy exon 10 (10b) byla identifikovéna ve vSech vySetfovanych vzorcich
RNA (resp. cDNA). Tato ASV byla dominantni i do miry genové exprese (pii relativni
kvantifikaci exprese ASV obsahujici exon 10b (e10b) vuci expresi exonu 24 (e24) BRCAL)
bez ohledu na piitomnost / nepfitomnost karcinomu prsu v osobni anamnéze a typ

vySetiované tkané (Obr. 36).
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1.8 -

a i o4

1.2 - T

0.8 -

0.6 -

0.4 -

Mira relativni exprese e10b / e24 BRCA1

Leuko_K Leuko_Ca Mama_K Mama_Ca Tuk_K Tuk_Ca

Obrazek 36: Pomér genové exprese el10b vuci expresi €24 BRCA1 mRNA (mira jeho exprese v grafu
~ 1) ve sledovanych skupinach (K — kontroly, Ca — zeny s Ca prsu v osobni anamnéze) a typech
tkani (RNA izolovana z: Leuko - leukocytd periferni zilni krve; Mama — nenadorové mamarni
tkané; Tuk — perimamarni tukové tkang).

Vys8i relativni exprese variant s exonem 10b ve srovnani s variantami sexonem 24 muze byt
zpusobena piitomnosti ASV varianty BRCAL IRIS, ktera obsahuje alternativni 3’UTR a nebyla
tudiz v naSem systému zachycena.

Cetnosti vyskytu ostatnich sledovanych ASV BRCA1 ve vysetfovanych souborech a typech
tkani jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7: Cetnost vyskytu sledovanych ASV BRCA1 ve vysetfovanych souborech a typech tkani.

Leuko K Leuko Ca | Mama_K | Mama_Ca | Tuk K Tuk _Ca MCE-7
(N =28) (N =230) (N=9) (N =10) (N=9) (N =10) (N=1)
[N (%0)] [N (%)] [N(@)] | [N(@®0)] | [N(%)] | [N (%)]
BRCAL: el0a 28 (100) 27 (90) 9 (100) 10 (100) 9 (100) 10 (100) 1
BRCA1: A8-9(10a) 11 (39) 15 (50) 7(78) 8 (80) 6 (66) 7 (70) 1
BRCA1: A8-9(10b) 27 (96) 26 (87) 9 (100) 9 (90) 9 (100) 10 (100) 1
BRCAL: A3 14 (50) 11 (37) 5 (56) 5 (50) 4 (44) 3 (30) 1
BRCAL1: A18 0 1(3) 0 0 0 0 0
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Ze spektra vySetfovanych ASV byla nejvice exprimovanou BRCA1A8-9 (10b), ktera tvortila
6,4 — 18,6 % wt BRCA1 mRNA (Obr. 37). V expresi nebyly pozorovany vyznamné rozdily
mezi souborem pacientek s karcinomem prsu a zdravami kontrolami. Zastoupeni ASV A8-9
(10b) mezi vSemi mRNA BRCA1 se jevi byti vyssi ve vySetfovanych tkanich nez v

leukocytech, rozdily vSak nejsou na dosud vysetfeném souboru statisticky signifikantni.

0.35 -

0.3 -

os |
ol T | |

0.15 - l

0.1 -

0.05 - l

Mira relativni exprese A8-9(10b) / e24 BRCA1

Leuko K Leuko Ca Mama K Mama_Ca Tuk_K Tuk_Ca

Obrazek 37: Pomér genové exprese A8-9 (10b) vuci expresi €24 BRCA1 mRNA (mira jeho exprese
v grafu ~ 1) ve sledovanych skupinach (K — kontroly, Ca — Zeny s Ca prsu v osobni anamnéze) a
typech tkani (RNA izolovana z: Leuko - leukocytl periferni zilni krve; Mama — nenadorové
mamarni tkang; Tuk — perimamarni tukové tkané). * - odlehlé hodnoty.

ASV BRCAla (obsahujici kratky exon 10a) se ve vySetfovanych vzorcich exprimovala

Vv priméru vice nez 11x méné, nez varianta obsahujici dlouhy exon 11b.

ASV BRCA1 AS8-9 (10a) tvofila ve vzorcich, ve kterych se exprimovala, 3,6 % vSech
pfitomnych mRNA BRCAL (sttedni hodnota 0,0356; chyba stfedni hodnoty 0,0033), a to ve

vSech vySetfovanych typech tkani a analyzovanych skupinach.

Exprese BRCA1A3 byla u uvedeného poctu zen (Tab. 7) exprimovana na hranici detekéniho
limitu metody, tvotila 1,1 — 1,4 % BRCA1 mRNA.

Exprese BRCA1A18 byla nalezena pouze u jednoho vzorku RNA izolované z periferni
krve, kde exprese této varianty vykazovala piekvapivé v nezavislych doubletech téméf 50 %

exprese wt BRCA1 mRNA.
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5 DISKUZE

Karcinom prsu je nejéastéj$im onkologickym onemocnénim v populaci Zen v Ceské
republice. Vyskytuje se ve dvou patogeneticky rozdilnych formach. U vétSiny Zen se
karcinom prsu vyviji ve form¢ sporadického onemocnéni, které vznika v dusledku akumulace
somatickych mutaci v buiikkach prsni zlazy. U dédi¢nych forem karcinomu prsu, tvoficich 5-
10 % mamarnich tumorl je proces nadorové transformace vyrazné pravdépodobnéjsi v
disledku existence patogenni mutace v nékterém z predispozic¢nich genti kodujicich néktery z
proteint zucastnénych v (pravdépodobné tkanove specifickém) procesu nadorové supresivity.
Do soucasné doby bylo charakterizovano nékolik predispozi¢nich gent, jejichz patogenni
alterace vyznamné zvySuji riziko vzniku karcinomu prsu (BRCA1l a BRCA2, p53, PTEN,
LKB1/STK11; Oldenburg et al., 2007). Dalsi geny ovliviwjici riziko vzniku karcinomu prsu
V podstatné mens$i mife (geny s nizkou a stfedni penetranci), tvoii rozrustajici se pestrou
skupinu genti [ATM, CHEK2, NBS1 (NBN), PALB2, TGFp1, CASP-8, a dalsi]. AZ napadnym,
ve vyctu gentll podilejicich se na vzniku hereditarnich forem karcinomu prsu, je jejich blizky
vztah k pochodim pfimo zprostfedkujicim nebo regulujicim reparaci genomové DNA (Obr.
38; Bartkova et al., 2008). DNA repara¢ni mechanismy pravdépodobné tvoti kritickou bariéru
zabranujici nddorové transformaci (Bartek et al. 2007). Jejich selhani je tak obvyklym

pfiznakem tumorogeneze.

Obrdzek 38: Poruchy fady gent kodujicich

proteiny reparace dvoufetézcovych zloma v

M DNA DNA vykazuji pifimy vliv na patogenezi

hereditarnich i1 sporadickych  forem

karcinomu prsu (¢ervené), pocinaje

senzorickymi proteiny (ATM) a proteiny

MRN  komplexu, pienase¢i signalu

(CHK2) i vykonnymi  molekulami

p p p regulujicimi  vlastni reparacni pochody

@@@ (BRCAl, BRCA2, PALB2, RADS51),

Regulace bunééného cyklu Homologni rekombinace kontrolni body buné¢ného cyklu (CDC25A

Apoptéza Obnoveni replikace DNA a C) nebo aktivaci apoptozy (p53).
Upraveno dle Bartkova et al., 2008.

Gen BRCAL je hlavnim predispozi¢nim faktorem vzniku dédi¢né formy karcinomu prsu a

ovaria v Ceské Republice (Pohlreich et al., 2005; Foretova et al., 2011). Riziko vzniku
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karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci v genu BRCA1 je vysoké. Celozivotni riziko onemocnéni
dosahuje pfiblizn¢ 80 %. Nosicky mutaci v genu BRCA1 tvofi vice nez 2 % ze vSech
pacientek s karcinomem prsu v CR (Mateju et al., 2010). Identifikace nosi¢t patogennich
mutaci genu BRCA1l je dualezitym cilem klinické onkogenetiky. Umoziiuje zafazeni
onkologickych pacienti do specializovanych programii pro Casnou diagnostiku ptipadného
vzniku metachronniho nédorového onemocnéni ¢i aplikaci specializovanych 1écebnych
modalit (napf. inhibitory PARP1). U klinicky asymtomatickych jedincti v rodindch nosict
mutaci umoznuje diferencovat preventivni programy na zaklad¢ pritomnosti ¢i nepiitomnosti
pricinné mutace.

Gen BRCAL kéduje protein s integrujici funkei v reparaci dvouietézcovych zlomli DNA,
pochodech vystupuje jako interakéni partner fady proteint (viz Uvod), se kterymi specificky
interaguje prostfednictvim svych konzervativnich proteinovych domén. Kodujici sekvence
pro tyto domény se objevuje v jednotlivych exonech genu BRCAL (Obr. 4). Krom¢ proteinu
obsahujiciho 22 kédujicich exonl byla popsana tada alternativnich sestfihovych variant
(ASV) BRCA1 mRNA (Tab. 1). Vyznam téchto variant je pfevazné nejasny, 1 kdyZ je znamo,
7e mutace v konsenznich sestfihovych sekvencich genu BRCA1L, které¢ vedou k aberantnimu
sesttihu BRCA1 mRNA, maji prokazatelné patogenni Gc¢inek (Thomassen et al., 2012).
V sou€asné dobé tak mame fadu poznatkidl o aberantnich sestfihovych variantach, avSak
systematické znalosti o0 mechanismu vzniku, funkci, vyznamu, zastoupeni, expresi ¢i tkanové
specificnosti sestithovych variant vznikajicich alternativnim sestfihem intaktni BRCA1 pre-
mRNA jsou nedostate¢né. V ramci mutacnich analyz zaméfenych na detekci a charakterizaci
mutaci v genu BRCAL u rizikovych pacientek jsme v nasi laboratofi identifikovali fadu ASV
BRCAL (Pohlreich et al., 2006). V experimentalnim modelovém systému na liniich MCF-7
jsme prokazali, Ze nékteré sestfihové varianty (neporusujici ¢teci ramec) vedouci ke ztraté
nebo poruSe dulezitych funkénich domén (BRCA1A14-15 s poruchou struktury SCD a
BRCA1A17-19 sdeleci prvni BRCT domény) mohou dominantné negativnim zpisobem
interferovat s wt BRCAL v jeji primarni uloze — reparaci dvoufetézcovych zlomt v DNA
(Sevéik et al., 2010 a 2012).

Hlavnim cilem této prace byla identifikace a charakterizace exprese ASV BRCAL. Nejprve
jsme se zaméfili na vytvoreni systému pro identifikaci téchto variant. Dominantni (wt)
sestithova forma BRCA1 mRNA obsahujici 22 exonil je charakterizovdna piitomnosti

rozséhlého exonu 10 (oznacovaného jako 10b). Tento exon reprezentuje 3309 bp, coz tvori

68



vice nez 60 % kodujici sekvence wt BRCAL mRNA. JelikoZ jsme nemohli vyloucit, Ze ve
vzorcich budou pfitomny varianty se sou¢asnymi vypadky kratkych exonti pfed i za rozséhlou
sekvenci exonu 10b, rozhodli jsme se pro identifikaci ASV BRCA1 v biologickych vzorcich
vyuzit amplifikace generujici amplikony z oblasti 5°-UTR do 3’-UTR mRNA. Kombinované
sestiihy pfed a za sekvenci exonu 10b by nebylo mozné charakterizovat jinymi metodami,
které by pfichazeli do uvahy (next-gen transkriptomové sekvenovani ¢i amplifikace ¢asti
BRCA1 mRNA). Zvolena strategie vSak vyzadovala, aby vstupni RNA pro syntézu cDNA
byla co nejméné poskozena a nutnost pouziti oligo-dT Kk syntéze cDNA. Prvni experimenty
provedené s cDNA pfipravené ze vzorki RNA izolované z leukocyta periferni krve vsak
ukazaly, Ze pii amplifikaci s primery z 5°-UTR do 3’-UTR mRNA nedochazi k amplifikaci
dlouhych forem BRCA1 mRNA, ale preferenéné vznikaji kratké amplikony. Tyto jsme
identifikovali, jako sestfihové varianty srozsahlymi vypadky [A2-19+A22; A2-17; A2-
21+insIVS21+837_1001+insIVS21-776 588] podstatné ¢asti kodujici sekvence BRCAL
Pravdépodobnym divodem Spatné amplifikace dlouhych variant BRCA1 mRNA byla chyba
metody, kdy:

a) Syntéza z 5’-UTR do 3’-UTR z dlouhych forem BRCA1 mRNA (s fragmenty
piesahujici 5 kb) vyZzadovala zcela intaktni mRNA. I pfes dobrou kvalitu izolované
celkové RNA lze predpokladat, ze fragmentace dlouhych molekul mRNA bude
pravdépodobné;si.

b) Pii pouziti oligo-dT primeru (i pfes robustni optimalizaci syntézy cDNA) se v
ptipad¢ dlouhych forem BRCA1 mRNA kompletni cDNA z poly-A ve 3’-UTR az
do 5’-UTR pravdépodobné nesyntetizovala pouze ve velmi malém poctu molekul.?

c) V kvantifikaénich experimentech jsme zaznamenali, Ze mnozstvi transkriptu BRCA1

je velmi nizké, coZ zvyraziiuje negativni dopad pfedchozich dvou bodi.

Z téchto divodu ve zvoleném systému dochazelo k preferen¢ni amplifikaci (jinak minoritné
zastoupenych) kratkych ASV BRCAL, jejichz mRNA nebyla fragmentovana, piepis do cDNA

probihal s vyssi uspésnosti a PCR amplifikace s vyssi efektivitou. Abychom odstranili

2 Arteficialni obohaceni cDNA syntetizované s oligo-dT primery o sekvence na 3’-UTR je dobie
dokladovatelné naptiklad na vysledcich transkriptomového sekvenovani s vysokym pokrytim (Nagalakshmi et
al., Science 2008). Kromé predcasného uvolnéni reverzni transkriptdzy z templatového vlakna pii syntéze
dlouhych molekul cDNA dochazi pfi pouziti oligo-dT primert i k jejich nasedani na homopolymerni A sekvence
zpusobujici syntézu netiplnych fragmentti (Nam et al., 2002).
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arteficidlni kontaminaci téchto variant na urovni PCR produktd, provedli jsme nasledné
kodon. Touto zménou jsme jiz dosdhli amplifikace dlouhych ASV BRCAI vcetné¢ variant
obsahujicich exon 10b. Tiebaze tyto varianty nebyly zachyceny ve vSech vzorcich RNA
Z lymfocytii periferni krve, ptredpokladali jsme, Ze pfi analyze souboru 58 vzorki RNA
budeme schopni charakterizovat vSechny ASV BRCALI, které se vyskytuji v transkriptomu
leukocytt s Cetnosti vétsi, nez je 1 %. Vyznam ASV BRCAL, které by se vyskytovaly s nizsi

cetnosti je pravdépodobné zanedbatelny.

Celkem jsme identifikovali 14 ruznych variant BRCA1. U 10 ASV (v¢etné BRCA1 wt)
zustava zachovan Cteci rdmec (ORF). Nejvariantn€j$im exonem je exon 10, ktery se u Sesti
variant vyskytuje v podobé¢ zkraceného exonu 10a. Exon 10a byl popsan v fad¢ praci (shrnuto
V Orban a Olah, 2003; Tab. 1) a na rozdil od dlouhé formy exonu 10b obsahuje pouze 117 bp,
které koduji 39 prvnich AK exonu 10b. Ztratou 1103 AK pfichéazeji exprimované izoformy
ASV BRCAL s kratkym exonem 10a o oba NLS, oblast pro nespecifickou vazbu s DNA a
cast SCD obsahujici nejméné tii dilezitd mista fosforylace BRCA1 kinazami ATM/ATR
(S1280, S1298 a S1330; Obr. 7). Vyskyt ASV s alternativnim exonem 10a byl popsan ve
vzorcich z periferni krve i v bunikach bunéénych linii (Lu et al., 1996; Wang et al., 1997,
Orban a Olah, 2001). Vyznam téchto variant in vivo neni znam. Na modelu buné¢nych linii
z ruznych nadorovych tkani bylo zjisténo (Yuli et al., 2007), Ze tyto varianty nemaji negativni
vliv na wt funkci proteinu BRCA1 jako tumor-supresoru. Nadto bylo prokazano, ze
overexprese izoformy s exonem 10a se podili na inhibici ristu u bunéénych linii karcinomu
prsu exprimujicich estrogenni receptor (ER) a triple-negativnich (neexprimujicich ER,
progesteronovy receptor (PR) a ErbB2) linii karcinomu prsu, kde zvySuje citlivosti
studovanych linii na indukci apoptozy in vitro (Yuli et al., 2007). Je vsak tieba podotknout, ze
V citované praci byly izoformy s kratkou variantou exonu 10 (10a) pravdépodobné vyznamné

overexprimovany.

Dalsi Casta varianta zachycena ve vzorcich izolovanych z leukocytii periferni krve byla in-
frame delece exont 8 a 9, vyskytujici se v kombinaci s dlouhou i kratkou variantou exonu 10
(10a i 10b). Deleci exonu 8 a 9 dochazi k vypadku 123 AK. U overexprese variant
BRCA1AS8-9 byla popsana ektopické exprese proteinové izoformy BRCA1 do mitochondrie,
avsak zavery této in vitro studie jsou vysoce spekulativni (Maniccia et al., 2009). V nedavné
dobé byl popsan vliv tiché mutace ¢.591C>T (p.Cys197Cys) v genu BRCAL na vznik ASV

s vypadkem exonu 8 a piedev§im exonii 8-9. Prace Dosil et al., 2010 ukazuje, Ze tato exonova
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varianta vyznamn¢ méni pomér mezi wt BRCA1 mRNA a BRCA1AS8-9 (zachovavajici ORF;
je zajimavé, ze se vyznamn¢ nezvysuje exprese posunové varianty BRCA1AS). V praci autofi
uvadéji, ze ve vzorcich nenosicl alterace ¢.591C>T se varianta BRCA1AS8-9 vyskytuje v
poméru piiblizné 25 % k wt BRCA1 mRNA. Tomu odpovidaji i nase vysledky, které ukazuji,
ze zastoupeni varianty BRCA1A8-9 je nejcastéjsi ze vSech analyzovanych ASV BRCAI1 ve
vySetfovanych vzorcich, a v zavislosti na typu analyzované tkan¢ se vyskytuje v 6,4 — 18,6 %
ve srovnani s wt BRCA1 mRNA. Vypadek téchto exonii nemé pravdépodobné vyznamny vliv
na funkci proteinu BRCAL. Z vysledkii muta¢nich analyz provedenych v nasi laboratofi
vyplyva, Ze &etnost varianty ¢.591C>T v CR je pravdépodobné velmi nizka. Alterace byla
zachycena u 1 z 980 analyzovanych pacientek (0,1 %).

U nové identifikované varianta BRCA1A3 s kratkou formou exonu 10 (10a) lze
ptedpokladat, Ze (podobné jako u této sestiihové varianty s exonem 10b) bude dochézet
BRCA1A3 sdlouhou variantou exonu 10 (10b) je popsanou, i kdyz jinak

necharakterizovanou, transkrip¢ni variantou BRCAL.

Exprese BRCA1AI18 byla nalezena pouze u jednoho vzorku RNA izolované z periferni
krve, kde exprese této varianty vykazovala témet 50 % exprese wt BRCA1 mRNA. VySetfeni
tkani u této pacientky s karcinomem prsu (v 31 letech) nebylo dosud provedeno. Pacientka
z divodu nizkého véku onemocnéni spliuje kritéria pro provedeni mutacni analyzy BRCA1/2
(Pohlreich et al., 2005), ktera byla dokonc¢ena az po provedeni analyzy exprese BRCA1A18
qPCR. Mutacni analyza piekvapivé odhalila pfitomnost pravdépodobné patogenni mutace
v genu BRCAL IVS18+1G>A, ktera s vysokou pravdépodobnosti zplisobuje nami nalezenou
deleci exonu 18. V tomto piipadé se tak nejednd o alternativni, ale aberantni sestiihovou
variantu BRCA1. Pfitomnost mutace IVS18+1G>A v jedné zalel genu BRCA1 rovnéz
vysvétluje vysokou miru exprese této varianty pii qPCR analyze, kdy exprese BRCA1A18
vykazovala pii opakovanych vySetfenich hodnoty 49 % z celkové exprese BRCA1 mRNA.
Deleci exonu 18 dochazi k vypadku 26 AK umisténych uprostied prvni BRCT domény.
Domnivame se, Ze vznikly vypadek miize mit u proteinového produktu dramaticky negativni
vliv na protein-proteinové interakce BRCA1 a tim i funkci BRCA1 v reparaci DNA. Nase
pfedchozi vysledky in vitro experimentd s variantou BRCA1A17-19 (s vypadkem 69 AK)
ukazuji, ze ztrata prvni BRCT domény zplsobuje poruchu sestavovani reparacnich ohnisek
sucasti proteinu BRCA1 v buiikach linie MCF-7 a zaroven zpisobuje jejich vysokou

radiorezistenci na uéinky y-zafeni (Sevéik et al., 2010).

71



Nové jsme popsali variantu s inzerci 147 b z intronu 2. Ttebaze tato varianta nezplsobuje
posun ¢teciho ramce, inzerce intronové sekvence obsahuje celkem sedm triplett kodujicich
stop kodon. Pokud tak neni pfitomnost této varianty regulovana mechanismem non-Sense
mediated decay (NMD, coz se jevi jako pravdépodobné; Scholzova et al. 2007), mohlo by

dojit k translaci proteinu BRCA1 se zkracenou N-koncovou casti v oblasti RING-finger

.....

V nasich vzorcich jsme identifikovali variantu S alternativnim exonem 13 o délce 66 bp,
ktera byla popsana v roce 2005 (Fortin et al., 2005). Ackoliv byla v ptivodni praci pomoci
RT-PCR prokdzédna mira zastoupeni této varianty vztazend k expresi vSech mRNA genu
BRCAL do 20 % ve vzorcich leukocytii a mozkové tkané€, u ostatnich vySetfovanych vzorkt
(bunééné linie karcinomu prsu, prostaty a myeloidni leukemie) byla relativni exprese asi jen
5 %. Tato data ukazuji, Ze exprese varianty BRCA1 s exonem 13 je tkanovée specificka., avSak

jeji vyznam neni dosud objasnén.

Kromé¢ zminénych variant zachovavajicich ¢teci ramec BRCA1 mRNA jsme nalezli tii
varianty zpusobujici posun ¢teciho ramce. Jejich vyznam je diskutabilni; pravdépodobnost, ze

budou odstranovany pomoci NMD je vysoka.

Nejvétsim prekvapenim, které vyplyva z doposud provedenych analyz, neni (v celku
ocekdvana) pestrost v zastoupeni sestithovych variant BRCA1 mRNA 1 ve vzorcich
fyziologickych tkanich, ale nizka exprese v porovnani s wt BRCA1 mRNA (Favy et al, 2000).
Kvantifikaci genové exprese wt BRCA1 mRNA a vybranych ASV BRCA1 jsme vénovali
vyznamnou pozornost. VétSina doposud zvetejnénych tdaji hodnoticich expresi BRCAL1
MRNA je zalozena na nepifesnych vysledcich ziskanych pomoci nekvantitativni nebo
semikvantitativni RT-PCR analyzy ¢i udaji z expresnich array (Orban a Olah., 2001), které
jsou opakované dale citovany v nésledujicich pracich. ZnaSich dosavadnich vysledkl
vyplyva, ze celkova exprese BRCA1 mRNA je velmi nizka (pfiblizné 1000nasobné nizsi nez
exprese referencni mRNA genu UBC). Nejvyssi exprese byla zaznamenana v leukocytech
periferni krve, ve srovnani s ostatnimi vySetfovanymi tkanémi (mamarni a tukova tkan).

Pacientky snadorem mamy vykazovaly nesignifikantni snizeni celkové exprese BRCAI
MRNA.

Vysledky expresnich analyz péti vySetfenych ASV BRCAL zatim nepotvrdili naSe
ptedpoklady o vyznamu ASV BRCAL. Exprese ani spektrum vysetfovanych ASV BRCAL se
vyznamné neliSilo mezi skupinou Zen s karcinomem prsu a zdravymi kontrolami. Exprese

vSech analyzovanych ASV BRCA1 (s urc¢itou vyjimkou BRCA1AS8-9) je ve srovnani
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s expresi celkové BRCA1 mRNA velmi nizkd a v mnoha vzorcich na hranici detekéniho
limitu qPCR analyzy. Analyza exprese mRNA obsahujicich dlouhou formu exonu 10 (10b)
ukdzala, ze tato forma je zcela dominantni ve vSech vySetfovanych tkanich a potvrdila nasi
domnénku o arteficialni preferencni amplifikaci kratkych sestfihovych variant z cDNA

piipravené pomoci oligo-dT primert.

V dalsim pokrac¢ovani této prace se zaméfime na kvantifikaci vSech identifikovanych ASV
BRCAL v rozsifeném souboru vzorki ze tkani, kterd umozni statisticky relevantni zhodnoceni
doposud ziskanych dat. Nalezené varianty se pokusime identifikovat v riiznych bunécnych
liniich odvozenych od karcinomu prsu a dalSich nadord, aby bylo mozné popsat jejich

dynamiku s ohledem na rustovy cyklus bunék a ptedevsim pii genotoxickém poskozeni.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABRA1
AK
Aktl
ASV
ATM
ATR
ATRIP
AURKA
BACH
BAP1
BARD1
BLM
B-NHEJ
bp

BPP
BRCA1/2
BRCC36
BRCT
CBP/p300
CcC
CDK2
cDNA
cds
C-NHEJ
CtIP
DBD
ddH,0
DNA-PKcs
dNTP
DSB
EDTA
ER

ESE

ESS
EXO1

Abraxas protein 1

aminokyselina

proteinkindza B o

alternativni sestiihova varianta

Ataxia telangiectasia mutated

Ataxia telangiectasia and RAD3-related
ATR-interacting protein

Aurora kinase A

BRCA1-associated C-terminal helicase / BRIP1
BRCAZ1-associated protein 1
BRCA1-associated RING domain protein 1
Bloom syndrome

Backup NHEJ / alternative

base pair (par bazi)

Branch-point binding protein

Breast Cancer gene 1/2
BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 36 / BRCC3
BRCAL1 C-terminus

CREB and p300 binding protein

Core complex

Cyclin-dependent kinase 2

complementary DNA

coding sequence (kodujici sekvence)

Canonic NHEJ / conservative

C-terminal interacting protein

DNA-binding domain (DNA-vazebna doména)
double distilled H,0O

DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit
deoxyribonukleotide triphosphate

double strand break (dvoufetézcovy zlom)

ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)

estrogen receptor

exon splicing enhancer (pozitivni exonovy sestiithovy regulator)
exon splicing silencer (negativni exonovy sestithovy regulator)

Exonuclease |
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HDAC1/2
hnRNP
HR

CHK 1/2
ISE

ISS

Liglll
LiglVv
MRE11
MRN
MmRNA
NBA
NES
NHEJ
NLS
ORF
PALB2
PARP1
PCR
pre-mRNA
gPCR
RAP80
RIN
RING
RNA Pol 1l
RPA

rpm
rRNA
SCD
SNRNA
SNRNP
SR

SSli
TFII-F/E/H
Tm
TOPBP1
U2AF
UTR

wt

Histon deacetylase 1/2

heterogeneous nuclear ribonucleoproteins

homologni rekombinace

Check point kinase 1/2

intron splicing enhancer (pozitivni intronovy sestfihovy regulator)
intron splicing silencer (negativni intronovy sestiihovy regulator)
Ligase 11l

DNA Ligase IV

Meiotic recombination 11

MRE11/RAD50/NBS1

mediatorova (messenger) RNA

New component of the BRCA1 A complex

Nuclear export signal (jaderny exportni signal)
Non-homologous end-joining

Nuclear localization signal (jaderny lokaliza¢ni signal)
Open reading frame (Cteci ramec)

Partner and localizer of BRCA2

Poly (ADP-ribose) polymerase 1

Polymerase chain reaction

prekurzorova mRNA

quantitative PCR

Receptor-associated protein, 80-kD

RNA integrity number

really interesting new gene

RNA polymeraza II

Replication protein A

revolutions per minute (ota¢ky za minutu)

ribozomalni RNA

Serine-containing domain (doména bohata na seriny)
small nuclear RNA (mal4 jadernd RNA)

small ribonucleoprotein particle (malé jaderné ribonukleoproteiny)
Serine-arginine-rich (proteiny bohaté na serin a arginin)
Super Script III reverzni transkriptaza

Transcription factor Il F/E/H

melting temperature

Topoisomerase I1-binding protein 1

U2 auxiliary factor (pomocny faktor U2)

Untranslated region (neptekladana oblast)

wild type (divoka forma)
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