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Abstrakt

Kinaza Chk2 (checkpoint kinase 2), ovliviiujici kontrolni body bunééného cyklu, je kddovana
genem CHEK2. Patii mezi serin/threoninové kinazy a jeji dominantni aktivitou je regulace
a intracelularni distribuce signalu v odpovédi na pfitomnost poskozeni genomové DNA.
Aktivatorem Chk2 je kinaza ATM fosforylujici Thr68 v oblasti FHA domény Chk2.
Vyvolana stericka zména indukuje homodimerizaci Chk2 a aktivac¢ni fosforylaci v oblasti
kinazové domény. Nasledné disociujici katalyticky aktivni protomery Chk2 a fosforyluji
intracelularni proteiny (p53, E2F-1, BRCAL, Cdc25A a C, BRCA2 a PLK3), ¢imz se Chk2
podili na zastavé bunécného cyklu, regulaci reparace DNA a apoptézy. Vrozené mutace
vgenu CHEK2 byly nalezeny v souvislosti se zvySenym vyskytem fady nadorovych
onemocnéni, véetné karcinomu prsu a kolorekta a ztrata funkce Chk2 se tak podili na procesu

nadorové transformace.
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CHEK?2, Chk2, reparace DNA, bunécny cyklus, apoptoza, ATM, p53, Cdc25A, Cdc25C,
BRCAZ2, PLK3, nadorova predispozice, karcinom prsu



Abstract

Chk2 (checkpoint kinase 2), a regulatory protein of the cell cycle checkpoints, is coded
by CHEK2 gene. Chk2 belongs to serine/threonine kinase family and its dominant activity is
in regulation and signal distribution of intracellular response to DNA damage. The upstream
regulator of Chk2 protein is the ATM Kkinase that activates Chk2 by its phosphorylation
on Thr68 localized in FHA domain. This in turn leads to the conformation change inducing
homodimerization of Chk2 protomers and their activating phosphorylation within their kinase
domains. Upon phosphorylation, catalytically active Chk2 protomers dissociate and
phosphorylate various intracellular proteins (incl. p53, E2F-1, BRCA1, Cdc25A a C, BRCA2
a PLK3). By regulation of these proteins, Chk2 contributes to the cell cycle arrest, regulation
of DNA repair and apoptosis. Germline mutations in CHEK2 gene were identified with the
increased frequency in many human cancers, including breast and colorectal cancer. Hence,
the failure of Chk2 intracellular activity contributes to the process of malignant

transformation.
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Seznam zkratek

Zkratka

Plny nazev

53BP1
ADP/ATP
ATM
ATR
BARD1
Bax
BRCA1/2
BRCT
Cdc25A/C
Cdk1/2
CDKN1A
DBD
DDSB
dNTP
E2F-1
FHA

HR
CHEK1/2
Chk1/2
KD
KPNA-a2/B1
Mdm?2
MPF
MRNA
NHEJ
p53
OMIM
PIKK
PLK1/3
PP2C
Ptc2/3
PUMA
SCD
TAD
TP53
Wafl
Wipl

WT

p53-binding protein 1

Adenosine diphosphate/adenosine triphosphate
Ataxia-telagiectasia mutated
Ataxia-telangiectasia and Rad53-related
BRCA1-associated RING domain 1
Bcl2-associated X protein

Breast cancer susceptibility protein type 2
BRCA1 C-terminal domain

Cell division cycle 25A/C
Cyclin-dependent kinase 1/2
Cyclin.dependent kinase inhibitor 1A
DNA-bunding domain

DNA double.strand breaks
Deoxyribobonuucleotide triphosphate
E2F trascription factor 1
Forkhead-associated domain
Homologous recombination

Cell cycle checkpoint kinase gen 1/2
Cell cycle checkpoint kinase protein 1/2
Kinase domain

Karyopherin-a2/81

Mouse double minute 2
Mitosis-promoting factor

messenger RNA (ribonucleic acid)
Non-homologous end joining

Tumor protein 53

On-line Mendelian Inheritance in Man
Phosphatidylinositol-3-kinase-related kinase
Polo.like kinase1/3

Protein phosphatase 2C

Papillary toroid carcinoma 2/3
p53-upregulated modulator of apoptosis
SQ/TQ cluster domain

Transcription activation domain
Tranformation-related protein 53
Wild-type p53-activated fragment 1
Wild-type p53-induced phoshatase 1
Wild-type



1 Uvod

Tkanova homeostaza je zékladnim piedpokladem fyziologické funkce tkdni mnohobunécného
organizmu. Lze si ji ve zjednodusSujici podobé piedstavit jako dynamicky rovnovazny stav
mezi vznikem bunék, zajiStovanym bunénym délenim v pribéhu bunééného cyklu,
a zanikem nevyhovujicich bunék cestou apoptézy. Oba klicové dé&je, bunéény cyklus
a apoptoza, jsou aktivni, geneticky kdédované procesy, které jsou do znacné miry
reprezentovany fylogeneticky konzervativnimi strategiemi. Jejich pfesné fizeni vyzaduje
zachovani integrity genomu, a tim stability genetické informace, v podobé DNA piedavané
pfi bunééném déleni dcefinym bunkam. Kontrola poskozeni struktury DNA, neustale
indukované riznymi endogennimi iexogennimi vlivy, anasledna oprava DNA proto
reprezentuje dulezitou soucast zivota bunék. Jejich aktudlni stav je pii pruichodu bunéénym
cyklem ovétovan v kontrolnich bodech (tzv. checkpoints). Tyto body sestavaji ze signalnich
kaskad, které umoziuji vyhodnoceni a integraci informaci o aktudlnich intracelularnich
podminkach, aV zavislosti na ptfipadném konkrétnim poskozeni DNA daéle spousti cilenou
odpovéd’ buiiky. Buika muze v piipadé¢ poruch struktury DNA bunéény cyklus pozastavit
a zajistit expresi gent kddujicich proteiny Gcastnici se opravnych procest poruch genomové
DNA. Pokud je poskozeni DNA neopravitelné a bunika v pribéhu aktivace bunécného cyklu
jiz ptekonala hlavni restrikéni bod v GO fazi, dochazi k iniciaci apoptozy. Z téchto divodu je
pravdépodobné, Ze fizeni bunécného cyklu, reparace DNA a apoptdzy musi mit piekryvajici
se fizeni na trovni kontrolnich bodd bunécného cyklu.

Pfi poruse procest opravy DNA, které mohou byt zpisobeny ftadou genetickych
I epigenetickych mechanismi, nejsou vzniklé chyby reparovany korektnim zptsobem.
Hromadici se genetické zmény mohou ve svém konecném disledku vést k pfeméné bunky
na nadorovou. Odpovéd na poSkozeni genomové DNA spolu s procesy zajist'ujicimi reparaci
poskozené DNA tak pravdépodobné reprezentuji dileZitou protinadorovou bariéru (Bartkova
et al. 2005).

Poruchy struktury genomové DNA zasahuji vSechny strukturni etaze. Z hlediska
kancerogeneze vysoce zavazné poSkozeni pifedstavuji zlomy obou vldken dvousSroubovice
DNA (DNA double-stranded breaks; DDSBs). Muze k nim dochazet v prubéhu piirozenych
procestt v buiice, jako jsou napiiklad rekombinace DNA pii meidze, pieskupovani V(D)J
segmentt v genech pro imunoglobuliny nebo poruchy replikace DNA pfi zhrouceni replika¢ni
vidlice. Mezi vyznamné vnéjsi vlivy zpusobujici zlomy obou vlaken, se fadi ioniza¢ni zafeni,
které je zpusobuje jak pfimo, tak neptimo produkci reaktivnich kyslikovych radikalu.
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Disledkem dvoutetézcovych zlomi mohou byt riizné genetické alterace jako jsou delece,
translokace nebo ztrata chromozomd, aletaké bunééna smrt. Schopnost opravy
dvoufetézcovych zloml je V eukaryotni bufice zajisténa mechanismy nehomologniho
spojovani koncti (non-homologous end joining; NHEJ) a homologni rekombinaci (HR).
Vysledny opravny mechanismus se mtize liSit v zavislosti ha bunééném typu a je dan souhrou
fady faktort, jako je naptiklad ptitomnost homologniho templatu. HR je vysoce piesny
mechanismus, jelikoz k opravé jako ptredlohu vyuziva homolognich sekvenci sesterskych
chromatid vSa G2 fazi bunééného cyklu, které zistavaji v tésné blizkosti templatovych
vlaken do doby segregace v anafazi. Na rozdil od HR, ktera vyzaduje dlouhy homologni tsek,
NHE]J staci pro piesné spojeni kratké homologie pfecnivajicich konct, ale i v piipadé absence
kompatibility koncti je reakce katalyzovana. Byly popsany vzajemné interakce mezi faktory
obou mechanismi, kdy v savéich buiikach mohou proteiny podilejici se na NHEJ ovliviiovat
taktéz HR (Shrivastav et al. 2008). U vyssich organizmi, vcetné cloveéka, je NHEJ
dominantnim mechanismem reparace DNA, zatimco HR probiha s vysokou procesivitou
pouze v prib¢hu S a G2 faze.

Mezi proteiny, které moduluji mechanismy oprav DNA a spojuji je s fizenim buné¢ného
cyklu a apoptozy, patii i kinazy ATM a Chk2, zodpovédné za aktivaci transkrip¢niho faktoru
p53. Vyznam jejich funkce je patrny zejména v ptipadech alteraci nebo Gplné absence téchto
proteint, kdy mize byt vyrazné¢ narusena homeostaza bunky vedouci az kK jeji nadorové
transformaci. Rada autort, jako napt. Bartkova et al. (2005) se domnivaji, ze 0sa ATM-Chk2-
p53 je rozhodujicim faktorem v tumorogenezi predevSim solidnich nadord. Poukazuji
na skutecnost, ze aktivované formy ATM a Chk2 jsou pfitomny ve vét§in€ pre-invazivnich
stadii nadoru u ¢loveéka, kdy k aktivaci této signalni drahy dochazi jesté diive, nez se viditelné

projevi poruchy a nestabilita genomu doprovazena jeji naslednou poruchou.
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Apoptosis/Senescence

Hyperproliferation,
Replication Stress

TUMORIGENESIS BARRIER
Obr. 1. Schéma naznacujici sled udalosti vedoucich k pfeméné buiniky na nadorovou a mechanismus,
kterym se této pfeméné buiika brani. (Pievzato z Lilley & Weitzman, 2010)
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2 Struktura genu CHEK2 a jeho proteinového produktu

2.1 Identifikace checkpoint kinazy 2

Pro studium signalnich drah zajist'ujicich opravy genomové DNA byly dilezité¢ experimenty
na jednoduchych modelovych eukaryontnich organizmech, zvlast¢ kvasinkach. Na zakladé
téchto experimentd charakterizujicich jednotlivé proteiny DNA-repara¢nich drah, byla
nasledné riznymi postupy identifikovana fada jejich lidskych homolog.

Takovymto postupem byl identifikovan protein regulujici kontrolni bod v G2 fazi Chkl
(Sanchez et al. 1997, Peng et al. 1997). Nasledné se vSak ukazalo, ze Chkl neni schopen
zastat Ulohu aktivaéniho faktoru inhibice bunééného cyklu pfi poruse replikace. Matsuoka et
al. (1998) hledali lidsky protein s timto potencialem na zaklad¢ studia homolognich sekvenci
s protein kinazami Rad53 u Saccharomyces cerevisiae aCdsl u Schizosaccharomyces pombe,
které jsou soucasti signalni drahy kontrolniho bodu v G1 fazi a odpovédi na poskozeni DNA
pii poruse replikace. Porovnanim sekvenci gend kindz kvasinek s databazi lidskych sekvenci
byl identifikovan savéi homolog Chk2 (Matsuoka et al. 1998) kodovany lidskym genem
CHEK2.

Na zakladé¢ vysledki Matsuoky et al. (1998) bylo komplementa¢nim testem zjiSténo, ze
buniky kvasinek s letalni inaktivaci genu RAD53 byly schopny vytvaret kolonie, pokud
exprimovaly na plazmidu vneseny lidsky gen CHEK2. Pti poskozeni DNA a zastavé replikace
je Rad53 fosforylovan (Sanchez et al. 1996). Stejnou modifikaci v zavislosti na ioniza¢nim
zareni vykazoval i Chk2 a to u¢inkem kinazy ATM (Chaturvedi et al. 1999; Matsuoka et al.
1998). Aktivovany Chk2 nasledné fosforyluje protein Cdc25C, ¢imz mu brani v aktivacni
defosforylaci komplexu Cdc2 s cyklinem B, a tim vstupu buriky do M-faze bunééného cyklu.
Chk2 fosforyluje Cdc25 na Ser-216 stejné jako Chkl1, coz naznacuje piekryvajici se funkce
téchto kinaz (Chaturvedi et al. 1999; Matsuoka et al. 1998). Chk2 také muze ¢aste¢né zastat
funkci Cdsl ubunék s defektnim genem CDS1 vystavenych ptisobeni hydroxymocoviny.
Aktivace Chk2 je vSak vtomto pfipadé nezavisla na aktivit¢ ATM. (Brown et al. 1999;
Chaturvedi et al. 1999)

2.2 Lidsky gen CHEK?2

Gen CHEK2 (OMIM 604373) je lokalizovan v oblasti q12.1 lidského chromozomu 22,
kde probiha ve smyslu reverzniho vldkna DNA azabira tusek 54,7 kb. Oblast genu

odpovidajici poslednim c¢tyfem kodujicim exontim s pfilehlymi intronovymi useky



se vV lidském genomu vyskytuje v podobé tady pseudogeni komplikujicich geneticka
vySetfeni.

V dominantné exprimované sestiihové variant¢ CHEK2 A mRNA obsahuje 15 exont, z toho
14 kédujicich. Kromé této bylo popsano mnoho dal$ich sestiihovych variant. Staalesen et al.
(2004) nalezli u 53 pacientt s karcinomem prsu 90 riznych mRNA CHEK2, kdy jako
nejcastej$i udalost uvedli ztratu celych exonil. Alternativni/aberantni sestiihové varianty
CHEK2 mRNA se ve vSech zkoumanych nadorech vyskytovaly spole¢né¢ s WT CHEK2 a
taktéz se vyskytovaly i ve vzorcich zdravé tkané. V analyzovanych nadorovych buikach v§ak
byly nalezeny nékteré nové sestiihové varianty a jejich celkovy vyskyt byl vyssi, nez

Vv buiikéch nenadorovych.

2.3 Struktura CHK2 proteinu

Protein Chk2 obsahuje 543 aminokyselin vytvafejicich tfi vysoce konzervativni proteinové
domény (Matsuoka et al. 1998). Sekvence lidského Chk?2 je z 26 % identicka s kvasinkovymi
homology Rad53 i Cdsl, v dalsich 30 % je s nimi podobna. Nejvice piibuzny je mySimu
proteinu Chk2. Chk?2 patii do rodiny serin/treoninovych protein kinaz (EC 2.7.11.1).
Molekuly Chk2 piisvé aktivaci pfechodné vytvaii dimery, ve kterych jsou protomery

vzajemné propleteny pies kratkou spojku (Obr. 2) (Cai et al. 2009).

A1 o . e i Obr. 2. A) Vyznaceni domén v proteinu Chk2.
N —ECD—ETTHAED & Kinase Domain___%1——C  Postupné od N-konce k C-konci Chk2 obsahuje SCD
P1 form 7 512

o R 502 doménu (SQ/TQ cluster domain), FHA doménu

(forkhead-associated domain) a kinazovou doménu
(P] a P2,2,2 oznacuji éasti polypeptidového retézce, které se
podarilo pripravit pro krystalografické anal)}zy).

B) Schéma dimeru proteinu Chk2. Molekuly Chk2
jsou v dimeru slozeného ze dvou protomerti (modie a
Cervené) vzajemné propleteny. N-koncova aC-

koncova ¢ast protomerd vytvaieji zafez, v némz se
nachdzi vazebné misto pro ATP. V oblasti FHA
domény kazdé molekuly je vazan hofecnaty kationt.

hairpin ~&
N lobe

Sipky ve spodni &asti ukazuji na aktivaéni smy¢ky.
(Prevzato z Cai et al. Mol Cell 2009)



N-koncova doména je tvofena opakujicim se motivem pard serin - glutamin athreonin -
glutamin (tzv. SQ/TQ cluster domain — SCD). V proteinovém fetézci tuto doménu tvofi
aminokyselinové zbytky 19 — 69 (Cai et al. 2009) a zahrnuje funkéné dilezity threonin 68.
Dale nasleduje fosfoproteinovy interakéni modul tzv. ,,forkhead-associated” (FHA) doména,
kterd je tvofena aminokyselinami 92 —205. FHA doména Chk2 sestdva z 11 B-fetézct
tvoricich tésnou skupinu, kdy z jedné strany je vazebné misto pro fosfothreonin (Li et al.
2002). Mutace v téchto mistech pravdépodobné destabilizuji strukturu proteinu (Ahn et al.
2002). Threonin, ktery je vazan FHA doménou se vyskytuje v oblasti SCD domény na pozici
68 aminokyselinového fetézce a je cilem fosforylace kinazou ATM (Matsuoka, 1998). Druha
strana skupiny p-fetézct obsahuje vlasenku, se kterou v dimeru spole¢né interaguje s N-¢asti
kinazové domény druhé molekuly Chk2 (Cai et al. 2009).

Podstatnou ¢ast proteinu az k C-koncové oblasti (aminokyseliny 212 —501) zabira
serin/threoninova kinazova doména (KD) (Matsuoka et al. 1998). ATP-vazebné misto
kinazové domény (Obr. 3) se nachazi v zafezu, ktery svym uspofadanim vytvareji jeji N-
koncova a C-koncova ¢ast, kde N-koncova ¢ast vytvaii B-strukturu, zatimco delsi C-koncova
Cast je tvofena prevazné a-helixy aobsahuje aktivacni smycku kinazy (aminokyselinové

zbytky 371 — 391).

Obr. 3. Vazba ADP na molekulu Chk2 (PDB ID:
2CN5).  Vodikové mistky zprostiedkovavajici
interakci ADP s Glu302 a Met304 kinazové domény
jsou naznaCeny carkované. (Pfevzato z Matijssen et
al. 2012)

Sekvence aminokyselin v useku 515 — 522 vytvaii jaderny lokaliza¢ni signal uréujici transport
Chk2 do jadra (Zannini et al. 2003). Tuto signalni sekvenci rozpoznava protein karyopherin-
a2, ktery pomoci své C-koncové casti vaze Chk2 atranslokuje jej v komplexu
s karyopherinem-B1 do jadra. Mutace jaderného lokaliza¢niho signalu Chk2 zptusobi, ze neni

rozpoznan pro transport a zistava v cytoplazmé.



3 Regulace kinazové aktivity proteinu Chk?2
3.1 Aktivace Chk2

Hlavnim regula¢nim signalem pro aktivaci/inaktivaci Chk2 je jeho fosforylace. Aktivaci
proteinu Chk2 zajistuje kindza ATM. Tato serin/threoninova kinaza o velikosti 3056
aminokyselin se fadi do rodiny fosfatidylinositol-3-kinaz (PI3K-like protein kinases; PIKKS).
Protein ATM je dulezitou soucasti buné¢nych odpovédi na poskozeni ionizujicim zafenim
a podili se na kontrole bunécného cyklu. ATM, podobné jako ATR (Ataxia-telangiectasia
and Rad3-related), rozeznava u svych substrati aminokyselinovy motiv, ve kterém po serinu
¢i threoninu nasleduje glutamin (Kim et al. 1999; O’Neill et al. 2000). V piitomnosti
dvoufetézcovych zlomii DNA vznikajicich napt. pusobenim ionizaéniho zafeni, dochazi
k fosforylaci Chk2 (Matsuoka et al. 1998). Aktivace Rad53 a Cdslv Saccharomyces
cerevisiae respektive Schizosaccharomyces pombe zavisi na jejich homolozich ATM.
Matsuoka et al. (1998) prokazal regulaci Chk2 pomoci ATM pokusy s burikami, které ATM
postradaly a s bunikami, kde bylo ATM vpraveno pomoci expresniho vektoru. Jak bylo
uvedeno vyse, v buiikach bez ATM nedochazelo k zadné modifikaci Chk2, avsak indukce
exprese ATM z vektoru zajistila aktiva¢ni fosforylaci a v jejim disledku kinazovou aktivitu
Chk2.

V lidskych buiikach aktivovana kinaza ATM fosforyluje protein Chk2 na Thr68 v oblasti
SCD domény. K aktivaci Chk2 po vystaveni bunky ionizacnimu zéafeni samotnéa fosforylace
Thr68 nestaci (Ahn et al. 2000), je vSak nezbytna pro naslednou dimerizaci protomera Chk2
(Obr 4) a fosforylaci Thr383 a Thr387 lokalizovanych Vv aktiva¢ni smy¢ce jejich kinazovych
domén’.

Obr. 4. Schéma interakce protomerd Chk2
prosttednictvim FHA domény jedné molekuly
(¢ervené) s kinazovou doménou druhého fetézce
homodimertt (modie) v prabéhu aktivace Chk2.
Mutace v aminokyselinovych zbytcich oznacenych
(*) byly identifikovany u pacientd s nadorovymi

onemocnénimi. (Pfevzato z Caiet al. Mol Cell,
2009)

! Postup fosforylace kliGovych aktivagnich zbytkéi Thr383 a Thr387 neni zcela objasnén. Zatimco Lee a Chung (2001)
se domnivaji, ze je zajisténa autofosforylaci, Schwarz et al. (2003) ukazuji, Ze dochazi k transfosforylaci. Tato teorie
V poslednich letech dominuje (Oliver et al. 2007) a podporuje ji i prace Schwarzové et al. (2003), ktera doklada, ze aktivace
Chk2 je mozné dosahnout i bez ioniza¢niho zafeni nezavisle na ATM, a to nadprodukci proteinu v bakteriich nebo sav¢i
tkanové kultufe. (Schwarz et al. 2003).



Tyto aminokyselinové zbytky jsou evolu¢né konzervovany iV kvasinkovych homolozich
Cds1 a Rad53. Jejich vyména za alanin vedla k vyraznému snizeni kinazové aktivity proteinu
v odpovédi naionizacni zafeni (Lee et al. 2001). Fosforylaci Thr383 a Thr387 dochazi
ke konforma¢ni zméné v oblasti T-klicky katalytického centra kinazové domény, ktera narusi
dal$i vazby udrzujici dimer a vyusti v disociaci katalyticky plné aktivnich molekul Chk2 (Cai
et al. 2009). PIn¢ aktivovana molekula kinazy Chk2 katalyzuje aktivaci dalsich molekul, kdy
zatim nefosforylovand molekula Chk2 se prostiednictvim své FHA domény vaze
na fosfoThr68 aktivovaného Chk2. Tato interakce, zprostfedkovana kontakty mezi SCD
a FHA doménami, je dulezita pro vytvofeni dimeru, ve kterém pak dochazi k transfosforylaci
anasledné aktivaci druhé molekuly (Xu et al. 2002). Po vzajemné fosforylaci molekul Chk2

v dimeru, jsou nasledné uvolnény aktivni monomery (Ahn et al. 2002).

Obr. 5. Schéma aktivace kinazové aktivity
Chk2 ATM v odpovédi
na ioniza¢ni zafeni. Na obrazku je znazornén
koncept aktivacni transfosforylace,

DNA damage

Kinase activation fosforylaci

Y

Phosphorylation Chk2
Y
N Q Kinase C
Thre8

FHA-phospho-Thr68
driven dimerization

Autophosphorylation

Y
Thr383 or Thr387

Substrate
phosphorylation

kdy po tivodni aktivaci (fosforylaci Thr68)
Chk2 protomeru kinazou ATM dochazi
voblasti  FHA
domény umoznujici dimerizaci. V dimerni
interaguji

ke konforma¢ni zméné

podobé  vzajemné kinazové
domény obou protomeri avziajemné
fosforyluji threoniny 383 a 387, které se
nachazeji T-klicky.
Vysledkem Chk2
umoziujici fosforylaci cilovych proteinti
(Cdc25A/C, p53, ¢&iE2F-1). (Pfevzato
z Oliver et al. 2007)

v oblasti  aktiva¢ni

je plna aktivace

2 Avsak ipriabsenci fosforylace SCD domény je protein schopen vytvaiet dimery (Cai et al. 2009). Dge se tak
prostiednictvim FHA domény nebo na zékladé interakce FHA a kindzové domény protomert. Interakce dimerti vytvofenych
nezavisle na SCD doméné je vSak spiSe pfechodna a podporuje vazbu pies pThr68. Vétsi stabilita téchto vazeb by totiz mohla
vyvolavat nezadouci aktivaci proteinu.



V zavislosti na davce ioniza¢niho zafeni se mnozstvi aktivovanych molekul proteinu Chk2
zvétSuje, avSak jeho celkové mnozstvi se Vbuilice piiliS neméni. ZvySujici se davky
ioniza¢niho zareni zapticinuji fosforylaci Thr68 u vétsiho mnozstvi molekul Chk2, s ¢imz
také koreluje celkova vyssi kinazova aktivita Chk2, coz se da dokazat fosforylaci jeho
piirozeného substratu, proteinu Cdc25C. (Ward et al. 2001) Pomoci nepiimé
imunoflourescence autofi rovnéz zaznamenali, Ze V neposkozenych burnikach byl Chk2 volné
rozptylen a molekuly Chk2, ve kterych byl fosforylovan Thr68 se vyskytovaly minimalné,
spise vibec. V fadu nékolika minut po ozafeni bunék se molekuly Chk2 v jadie shlukovaly,
ato voblasti dvoutetézcovych zlomu DNA, kde kolokalizovaly s repara¢nim proteinem
53BP1 (Obr. 6). Porovnanim wild-type bunék s bunikami deficientnimi v genu pro ATM byla
prokazana zavislost Chk2 na ptitomnosti této kinazy, kdy se pii jeji absenci molekuly Chk2

neshlukovaly.

Chk2T68P Obr. 6. Fosforylace kinazy Chk2 po aplikaci ioniza¢niho zafeni

Chk2

v davce 1 a 5 Gy. lonizacni zateni zplsobuje vznik dvouietézcovych
zZlomii genomové DNA, které se projevuji jako shluky DNA
reparacnich proteini (reparani ohniska, foci). V téchto shlucich
se vyskytuje i aktivovana forma Chk2 (fosforylovand na Thré8;
Chk2T68P). (Prevzato z Ward et al. 2001)

1 Gy

-

Jako dalsi misto, jez je fosforylovano v zavislosti na ioniza¢nim zateni, byl identifikovan

serinovy zbytek v pozici 516 (Schwarz et al. 2003). Jelikoz je autofosforylovan, je pro jeho
modifikaci vlastni kinazova aktivita Chk2 nezbytna (Schwarz et al. 2003; Wu et al. 2003).
Schwarz et al. (2003) vsak neprokazali, ze by Ser516 (narozdil od Thr383 a Thr387) byl
podminkou pro plnou aktivaci Chk2, nebot’ kinazova aktivita mutanty nesouci v této pozici
alanin namisto serinu nevykazovala v porovnani s WT Chk2 vyraznou odliSnost. K opa¢nému
zavéru dosli Wu a Chen (2003), kteti v pokusech s proteinem nesoucim stejnou mutaci,
zaznamenali v porovnani s WT proteinem pokles kinazové aktivity vici substratu Cdc25C.
Identifikovali Ser516 jako dulezity faktor v aktivaci Chk2 a také v apoptotické draze vyvolané

ioniza¢nim zafenim, na které se Chk2 podili nezavisle na p53.

10



3.2 Inaktivace Chk2

Obnova buné¢ného cyklu po jeho zastaveni v ramci oprav dvouietézcovych zlomi DNA je
zajistovano U Saccharomyces cerevisiae fosfatazami Ptc2 a Ptc3 z rodiny proteinfosfataz typu
2C (PP2C), které defosforyluji atim inhibuji negativni regulator bunééného cyklu Rad53
(Leroy et al. 2003). JelikoZ jsou mechanizmy bunééného cyklu a jeho kontrolnich bodt mezi
organizmy velmi konzervovany, Leroy et al. (2003) se domnivali, Ze lidsky homolog z rodiny
PP2C fosfataz bude patrn¢ inaktivovat lidsky homolog Rad53 — kinazu Chk2.

Kandidatem natuto funkci byl Wipl, jelikoz bylo znamo, zeje vysoce exprimovan
po vystaveni bunék ioniza¢nimu zafeni (Fiscella et al. 1997). Fujimoto et al. (2006) zjistili,
7ze Wipl skuteéné interaguje s Chk2, defosforyluje jeho Thr68, ¢imz pusobi jako jeho
negativni regulator v odpovédi na poskozeni DNA. Oliva-Trastoy et al. (2007) zjistili,
ze Wipl vaze Chk2 v extraktech z ozatrenych, nikoli vSak intaktnich, bun¢k, tedy ze Wipl
interaguje preferencné s aktivovanou formou Chk2. Nadto prokazali, ze defosforylace Thr68
pomoci Wipl u pln¢ aktivované formy Chk2, kdy jsou jiz fosforylovany Thr383 a Thr387
v oblasti aktiva¢ni smyc¢ky, neovlivni kindzovou aktivitu Chk2, jelikoz tyto aminokyselinové
zbytky nedokéaze defosforylovat. Wipl svou fosfatazovou aktivitou vici Chk2 pusobi proti
vlivu ATM, se kterym kompetuje o fosforylaci Thr68. Wipl neptsobi tak, ze by
defosforyloval aktivované molekuly Chk2 v dob¢, kdy ma bunéény cyklus pokracovat, ale
pusobi jiZz v ¢asné fazi odpovédi na ionizacni zafeni a ovlivitluje moznost ATM fosforylovat
Chk2 (Lindqvist et al. 2009). Mira aktivity Wip1 reguluje aktivaci Chk2 a dobu, po kterou je
zastaven bunéény cyklus v G2 fazi. Nezbytné a zaroven dostacujici provzajemnou interakci
molekul jsou SCD doména kinazy Chk2 a N-koncova ¢ast fosfatazy Wipl (Yoda et al. 2006).
Dale je také dilezitd vlastni kinazova aktivita Chk2 ajaderny lokalisacni signal, jelikoz
k interakci proteini dochazi v bunééném jadie. Imunofluorescen¢ni analyzou bunék
po vystaveni ionizaénimu zafeni Yoda et al. (2006) detekovali shlukovani fosforylovanych
molekul Chk2 v mistech reparac¢nich ohnisek pii opravach dvoufetézcovych zlomu DNA.
V piitomnosti fosfatdzy Wipl byl zaznamendn Ubytek téchto shluki dokumentujici negativni
regulaci Chk2 fosfatazou Wipl. Mutanty Wipl, kterym chybi fosfataizova doména nebo se
skladaji pouze z N-koncové domény, vykazuji dominantné negativni chovani v regulaci Chk2
a brani WT protein fosfatazam v defosforylaci pThr68.

Krom¢ Chk2 Wipl defosforyluje fadu dalSich fosfoproteinii angazovanych v regulaci
bunécného cyklu a odpovédi na poskozeni DNA vcetné kinazy ATM. V jejim proteinovém

fetézci defosforyluje Ser1981, ktery je klicovym faktorem pro aktivaci ATM, ¢imz Wipl
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ovlivituje ulohu ATM v regulaci jejich substratd jako je pravé Chk2. V experimentech
Shreeram et al. (2006) zpusobila indukce exprese Wipl v buikach pokles miry fosforylace
ATM po ionizaénim zéafeni. Naopak v pfipad¢ nedostatku fosfatdzy Wipl bylo ATM
fosforylovano ve vétSim rozsahu. Mnozstvi a aktivita Wipl nastavuje urity prah nejen
pro moznost aktivace ATM, ale i §irSi odpovédi na poskozeni DNA (Macurek et al. 2013).
Po poskozeni DNA ziistava Wipl s ATM asociovan, ¢imz je ovlivnéna kaskada, kterou ATM

dale spousti. Sama absence této protein fosfatazy vsak tiplnou aktivaci ATM nezplisobi.

4 Substraty kinazové aktivity Chk2 a jejich vyznam

V intracelularni signalizaci
Ukolem kinazy Chk?2 je amplifikace signalu v odpovédi na genotoxické poskozeni. Hlavnim
regulatorem této dopovédi je tumor supresorovy protein p53, kteryje i patrné
fosforylace reguluje i dalsi dulezité substraty ucastnici se fizeni bunécného cyklu a reparace
DNA.
Pro zjisténi fyziologické role Chk2, Takai et al. (2002) zkoumali nasledky deficience v genu
CHEK2 u mysi. Narozdil od produktu genu CHEK1, jehoz absence je letalni, u jedinct
s fenotypem Chk2 7~ nebyly po narozeni pozorovany vyrazné odlisnosti od jedinci Chk2 *"
aChk2 **. Jelikoz absence kindzy ATM v buiikich zpisobuje jejich vysokou citlivost
k ioniza¢nimu zafeni, bylo pfedpokladem, ze neptitomnost Chk2, jakozto substratu ATM,
bude mit podobné nasledky. U mysi Chk2 *~ a Chk2 ** se po ozafeni postupem vyvijela
poskozeni, ktera vedla do 14 dnii k jejich smrti, naopak Chk2 ” jedinci vykazovaly viigi
ionizacnimu zateni vyss$i odolnost a prezivali az 30 dnli od ozafeni. Zjistili, Ze absence Chk2
zajistila bunkam sleziny a oblasti mozku, které jsou za normalnich okolnosti vysoce citlivé
k ptisobeni ioniza¢niho zafeni a nasledné apoptoze, zvysenou radiorezistenci. Apoptdza téchto
bunék je zavisla na funkci p53, projehoz fosforylaci a stabilizaci je Chk2 postradatelny,
jelikoz p53 je fosforylovan také kinazou Chkl, ATM nebo ATR. Pro transkripéni aktivaci
p53, ktera spousti expresi proapoptickych genti Vv odpovédi naioniza¢ni zafeni, je Chk2
naopak patrn¢ nezbytny. Nékteré substraty Chk2 jsou spolecné i kinaze Chkl, ktera tak mtze
castec¢né zastoupit jeho funkci.
V prubehu poslednich let bylo identifikovano nékolik substrati Chk2, které patii do skupiny

proteint propojujicich regulaci bunééného cyklu, apoptozu a reparaci DNA (Obr. 7).
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Your Input:

® CHEK2 CHK2 checkpoint homolog (S. pombe); Regulates cell cycle checkpoints and apoptosis in response to

DNA damage, particularly to DNA double-strand breaks. Inhibits CDC2SC phosphatase by £
phosphorylation on 'Ser-216’, preventing the entry into mitosis. May also play a role in meiosis. @
Regulates the TPS3 tumor suppressor through phosphorylation at 'Thr-18' and 'Ser-20' (586 aa) S & s
(Homo sapiens) § =]
=T & Q
tcg8 =
Predicted Functional Partners: <@da §
I/ w
O TPS3 tumor protein pS3; Acts as a tumor suppressor in many tumor types; induces growth arrest or apo [...] (353 aa) e o o 0.55%
® CDC25A cell division cycle 25 homolog A (S. pombe); Tyrosine protein phosphatase which functions as a [...] (524 aa) e e 0.95%
O ATM ataxia telangiectasia mutated; Serine/threonine protein kinase which activates checkpoint signa [...] (3056 aa) e o 0.55%
@ BRCA1 breast cancer 1, early onset; The BRCAL-BARD1 heterodimer coordinates a diverse range of cellul [...] (1863 aa) e 0.99%
9 CDC25C cell division cycle 25 homolog C (S. pombe); Functions as a dosage-dependent inducer in mitotic [...] (473 aa) e 0.98%
9 PLK3 polo-like kinase 3 (Drosophila); Serine/threonine protein kinase involved in regulating M phase [...] (646 aa) e |0.584
® BRCA2 breast cancer 2, early onset; Involved in double-strand break repair and/or homologous recombin [...] (3418 aa) e ¢ 0.581

Obr. 7. Predikce interakénich partnerti kinazy kédované genem CHEK2 pomoci nastroje STRING
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins; http://string.embl.de).

4.1 Transkrip¢ni faktor p53

Gen TP53 (Transformation-related protein 53) koduje produkt p53. Protein p53
je transkripénim faktorem, jenz hraje zasadni roli v reakcich bunky na stres a dle typu a miry
poskozeni poté spousti odpovéd Vv podobé transkripce cilovych geni. Jejich produkty

se podileji na zastavé bundiného cyklu (p21"er/ciPl/CDKNLAY

nebo indukci apoptozy (Bax,
PUMA, Noxa) Vv pripad¢ ireverzibilnich poskozenich genomové DNA nebo pii dlouhotrvajici
aberantni onkogenni stimulaci.

Za normalnich okolnosti, kdy neni burika porusena, je p53 udrzovan pomoci proteinu Mdm?2
neaktivni. Mdm2 (Mouse double minute 2 homolog) je E3-ubiquitin protein ligaza,
jez polyubiquitinylaci modifikuje p53, ktery je nasledné degradovan v proteasomu. Naopak je
tomu Vv poSkozenych buikéach, kdy je p53 stabilizovan posttranslaénimi modifikacemi,

¢imz zajist'uje naslednou odpovéd’ na dané poskozeni.
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Aktivovany Chk2 v odpovédi na poskozeni DNA fosforyluje Ser20 p53 (Obr. 8; Hirao et al.
2000; Chehab et al. 2000). Fosforylace pravé tohoto aminokyselinového zbytku oslabuje
vazbu mezi p53 a Mdm2, a dochazi k disociaci komplexu (Chehab et al. 1999). Stabilizace
p53 pak vede k zastaveni bunééného cyklu v kontrolnim bodé G1. Chehab et al. (1999)
vpravili do bunék expresni vektor s genem CHEK?2 sledovali u¢inek Chk2 na endogenni p53
v odpovédi na poskozeni DNA. Ve své praci dospéli k zavéru, ze se Chk2 podili na zastaveni
bunééného cyklu v kontrolnim bodé G1 pies stabilizaci p53. Jack et al. (2002) naopak tvrdi,
ze Chk2 je vtomto procesu postradatelny a stabilizace p53 muze byt regulovéna pifimo
kinazou ATM. V piipadé modifikace p53 pomoci ATM neni fosforylovan Ser20, jako je tomu
pomoci Chk2, ale Serl5 (Hirao et al. 2000). Jack et al. (2002) se domnivaji, ze pozorovani
Chehab et al. (1999), kdy nastalo zastaveni buné¢ného cyklu v kontrolnim bodé G1, bylo

zpusobeno nadprodukci Chk2, aze endogenni hladina Chk2 v bunce zastaveni cyklu

nezpusobi.
N-terminal Central core Cterminal Obr. 8. Znazornéni polohy Ser20 v proteinu p53,
[ I ] ] . . .
i M L ktery je fosforylovan kindzou Chk2 v oblasti
‘- ‘ ALl L) | .1= L 3. m transaktivaéni domény (TAD).
P (Upraveno podle Amaral et al. 2009)

A
 Cizg

4.2 Transkrip¢ni faktor E2F-1

E2F-1 je transkrip¢ni faktor, jehoz aktivace muze vést K transkripci gent podilejicich se jak
na proliferaci bun¢k, tak jejich apoptoze. Posttransla¢ni modifikace a faktory, které se na n¢j
vazou urcuji, zda bude mit aktiva¢ni nebo inhibi¢ni funkci. E2F-1 se nemusi nutné chovat
pouze jako transkrip¢ni faktor, bylo zjisténo, Ze se také podili na odpovedi na poskozeni DNA
vyvolané ultrafialovym a ionizaénim zafenim nebo chemoterapeutickymi latkami. (Biswas &
Johnson, 2012)

C-koncova ¢ast proteinového fetézce E2F-1 obsahuje podobnou sekvenci, jez se naléza
Vv substratech Chk2 (Stevens et al.2003). V pokusech Stevense et al. (2003) byl pro poskozeni
DNA pouzit etoposid, inhibitor topoisomerazy II, jehoz u¢inkem dochazi k porucham
replikace zavzniku dvoufetézcovych zlomia v DNA. Jako misto, které je Vv souvislosti

s poskozenim DNA kinazou Chk?2 fosforylovano byl identifikovan Ser364 (Obr. 9). Regulace
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pomoci Chk2 spociva v prodlouzeni doby polo¢asu rozpadu E2F-1 diky fosforylaci, ktera

zvysuje jeho stabilitu a nasledné aéinnost transkripce.

Obr.9. Schéma transkripéniho
| | faktoru E2F-1 s vyznacenymi
S31 S364 misty fosforylace kinazami
®_ Chk2 (Ser368) a ATM/ATR
— I H | l l | l | H (Ser31). (Pievzato z Stevens

Ll U L | I J I et al. 2004)

SKP2 Cyclin A DNA Dimerization Marked Transactivation
NLS binding box L

Pocket protein binding

4.3 Tumor supresorovy protein BRCAl

Protein BRCAL, breast cancer type 1 susceptibility protein, se podili na opravé poSkozené
DNA atak nazachovani integrity genomu. BRCA1 sehrava roli dulezitého protein-
proteinového modula¢niho a platformniho elementu, naktery v pfipadé pfitomnosti
dvoufetézcovych zlomt v DNA asociuji dalsi reparac¢ni faktory, aktery se spolupodili
navybéru reparaéni drahy (NHEJ vs. HR). Dulezitost produktu genu BRCAL dokazuji
ptipady, kdy jeho mutace vedou ke zvysenému vyskytu nadord, zejména prsu a ovarii. Funkce
proteinu je regulovana posttranslaénimi modifikacemi, ptfedevS§im fosforylacemi, které

ovliviiuji také interakce s dalSimi proteiny a jeho lokalizaci v bunice (Obr. 10).

|||| S T 1 T T = O 1 1 l_,,PJ_ L T TieRew I T THIL 11| (TTeReqT])|
o L/:,\‘z R I;(l‘ S S S | sn!w su!ao L iy I m. e 14/55 oLl agl L s LEEW A>“| s H e I[T P T VR “158e
AURKA ATM/ ATR ATM ATMI ATM ATM ATM
s AT DNAPKI AtM s ATH
CHK2 CDK

Obr. 10. Schéma primarni sekvence proteinu BRCAIl svyznacenim mist jeho fosforylace
a fosforylujicich kinaz (modie). V oblasti DNA-vazebné domény (DBD) se nachazi Ser988,
ktery Chk2 fosforyluje. Na N-konci se nachazi ubiqitinyla¢ni RING finger doména, kterou BRCAL
asociuje se svym stabilnim vazebnym partnerem, proteinem BARD1. Obvyklymi misty pro fosforylaci
jsou seriny lokalizované v oblasti bohaté na tyto aminokyseliny (SCD). Na C-konci se pak nachazi
stejnojmenné domény (BRCT) zprostiedkovavajici protein-proteinové interakce. (Upraveno podle
(Sevcik et al. 2012)

Ioniza¢ni zatfeni spousti kaskadu, ve kter¢ ATM aktivuje kindzu Chk2, jez dale fosforyluje
Ser988 BRCAL (Lee et al. 2000). Fosforylace Ser988 kinazou Chk2 nejspiSe zpisobi
konformacéni zménu v molekule BRCAI1, ktera se podili na upifednostnéni HR pred NHEJ
pti opravé dvoufetézcovych zlomti DNA (Zhang et al. 2004).
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V pribéhu mitézy je protein BRCA1 asociovan s centrosomem, utvarem, jenz zajiStuje
ukotveni déliciho vieténka pro presné rozdéleni genetického materidlu do dcefinych bunék
(Hsu et al. 1998). Centrosomalni alterace, které mohou dale vyustit v chromosomalni aberace,
jsou unadorovych bunék castym jevem. BRCAL hraje roli v regulaci po¢tu centrosomi
v bunce, kdy ubiquitynyla¢ni aktivita BRCA1 proti y-tubulinu rusi kontakt mikrotubulinovych
vlaken mitotického vieténka s centrosomem a inhibuje jeho nuklea¢ni aktivitu (Sankaran et
al. 2005). Poskozeni mitotického vieténka vyvola fosforylaci BRCA1 na Ser988, jeho
shlukovani kolem centrosomu a naslednou inhibici nukleace. Zda se, ze za tuto fosforylaci je
zodpovédny Chk2, jelikoz je pii této odpovédi modifikovan jeho aktivaéni Thr68 (Chabalier-
Taste et al. 2008).

4.4 Fosfatazy Cdc25A, Cdc25C

Rodina dualné-specifickych protein fosfataz Cdc25 se vyznamné podili na regulaci
bunétného cyklu tim, ze aktivuji komplexy cyklinti a cyklin-dependentnich kinaz,
které reguluji postup bunécného cyklu. Cdc25 fosfatdzy jsou také soucasti odpovédi
na poskozeni DNA, které¢ je detekovano proteiny kontrolnich bodu. V savéich bunkach
se vyskytuji 3 isoformy — Cdc25A, Cdc25B a Cdc25C, které maji obdobné mechanizmy
funkce, avsak jejich role v regulaci bunééného cyklu, jakozto ijejich lokalizace v bufice
a Casova aktivace jsou specifické. Aktivita Cdc25B a Cdc25C je omezena na piechod z G2
do M faze, kdy oba proteiny funguji v iniciaci mitdzy jinym zptisobem (Karlsson et al. 1999).
Cdc25B a Cdc25C fosfatazy odejimaji fosfat kinaze Cdkl v komplexu s cyklinem B (MPF),
ktery je fosforylaci udrzovan v neaktivnim stavu mimo buné¢né jadro, a jehoz defosforylace
vede bunku do tivodni faze mitdzy. V zavislosti na fazi probihajiciho bunétného cyklu je
substratem aktivované kinazy Chk2 fosfataza Cdc25A (naptechodu G1-S) a Cdc25C
(na ptechodu G2-M; Obr. 11).

Roli Cdc25C v defosforylaci Cdkls cyklinem B naznacily pokusy, ve kterych byla aktivita
Cdc25C inhibovana vanadatem, jakozto inhibitoru tyrosinovych fosfataz (Blasina et al. 1999).
Samotna Cdc25C fosfataza je aktivovana svym vlastnim substratem komplexem Cdkl-
cyklin B, ¢imz je vytvofena pozitivni smycka (Hoffmann et al. 1993).

Blasina et al. (1999) pozorovali vyrazné snizeni aktivity Cdc25C vici komplexu Cdkl
s cyklinem B vlivem ionizacniho zafeni. Pomoci wortmanninu, jenz inhibuje kinazy rodiny
PIKK (Wymann et al. 1996), byla propojena draha regulovana ATM s Cdc25C, kdy inhibice

ATM vyrazné¢ omezila normalné¢ pozorované snizeni aktivity Cdc25C jako odpoved
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na poskozeni DNA. Taktéz v buiikkach deficientnich v genu pro ATM nebylo mozné
zaznamenat snizeni defosforylace Cdkl anasledné pozastaveni bunécného cyklu pied
vstupem do mitotické faze.

Diilezitym regula¢nim mistem v molekule Cdc25C je Ser216, jelikoZ mutantni formy proteinu
se zaménou Serinu za alanin, dovolovaly buitkam vstupovat do M faze i ptes poskozeni DNA
ioniza¢nim zafenim nebo nedokonceni replikace DNA (Peng et al. 1997). Kindzami, které
ptimo fosforyluji Ser216, atim negativné reguluji aktivitu Cdc25C, jsou Chkl a Chk2
(Matsuoka et al. 1998; Sanchez et al. 1997). Fosforylaci Cdc25C na Ser216 lze normalné
detekovat v priubéhu interfaze bunétného cyklu atato modifikace vytvaii vazebné misto
pro protein 14-3-3c. Naopak pfi vstupu do mitotické faze je Ser216 Cdc25C defosforylovan,
¢imz se vazebné misto pro 14-3-3c protein ztraci (Peng et al. 1997). Zda se, ze pravé vazba
proteinu 14-3-3c znemoziuje funkéni interakci Cdc25C s Cdkl, jelikoz fosforylace Ser216
spolu s ptitomnosti navazaného 14-3-3c proteinu negativné koreluje s aktivitou Cdc25C

V pribéhu bunééného cyklu.

Obr. 11. Schéma struktury fosfataz z rodiny CDC25, fosforylovanych kindzou Chk2. Vysoce homologni C-
koncova katalyticka doména je vyznacena zluté. (Pievzato z Karlsson-Rosenthal & Millar, 2006)

Chk1, Chk2, MK-2 Chki1
PPP PPPP PPP P PP P P
Cdc25A [ INES] [NLS ] [ [ |
PIk1 Cdk1 Chk1, Chk2, C-Tak1
P PPP P P PP
Cdc25C [ [NES] [NLS] [

Cdc25A je lokalizovan v jadie a béhem bunééného cyklu k vyrazné zméné v jeho distribuci
nedochazi (Hoffmann et al. 1994). Mnozstvi proteinu V pribéhu bunééného cyklu kolisa
(Molinari et al. 2000) a nejvyssi hodnoty nabyva v pfechodu G1 a S (Jinno et al. 1994).
Absence Cdc25A v bunkach vedla k zastaveni bunécného cyklu na ptechodu G1 a S faze, coz
ur¢ilo Cdc25A jako faktor nezbytny pro iniciace replikace DNA (Hoffmann et al. 1994; Jinno
et al. 1994). Cdc25A interaguje s komplexem cdk2-cyklin E, ktery jej fosforyluje, ¢imz je
Cdc25A aktivovan, zpétné defosforyluje inhibi¢ni fosfat na Cdk2 v komplexu Cdk2-cyklin E
a umoziuje dalsi postup v bunééném cyklu.

Odpovédi na poSkozeni DNA ultrafialovym zafenim je vyrazné snizeni fosfatazové aktivity

Cdc25A, kdy je protein fosforylovan kinazou Chkl anasledné silné ubiquitinylovan,
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coz jej cili k degradaci do proteasomu (Mailand et al. 2000). Nasledn¢ je také snizena aktivita
komplexu Cdk2-cyklin E, jelikoz nedochazi k defosforylaci inhibi¢niho tyrosinu. Taktéz
pusobeni hydroxymocoviny (inhibitoru ribonukleotidreduktazy zpusobujici depleci dNTPs
a zastavu replikace DNA), vyvolava rychly ubytek Cdc25A a doprovodny pokles kinazové
aktivity komplexu Cdk2-cyklin E (Molinari et al. 2000). Pokud je v bunkéach, na které pisobi
hydroxymocovina nadprodukovan Cdc25A, neni bunéény cyklus zastaven, buiikky vstupuji
do S faze a nehledé¢ na dokonceni syntézy DNA pak predcasné nastava mitdoza (Molinari et al.
2000). Obdobn¢ burika odpovida v piipadé pisobeni ioniza¢niho zafeni, kdy je Cdc25A
fosforylovan kinazou Chk2 na Ser123 (Falck et al. 2001). Mutantni formy Chk2 I157T nebo
R145W nejsou schopny vazat a fosforylovat Cdc25A, ¢imz stejné jako v piipadé nadprodukce
Cdc25A, burika ztrati schopnost pozastaveni bunééného cyklu na pirechodu do S faze a v nové
syntetizované DNA se tak hromadi chyby (Falck et al. 2001). Aktivita Chk2 v této draze vede
k degradaci Cdc25A, jez je nezbytnym krokem k inhibici syntézy DNA a poskytuje burice ¢as

k opravam poskozeni.

4.5 BRCAZ2
Obdobn¢ jako v pfipadé BRCA1L, se produkt genu BRCA2 podili na opravach poskozené

DNA, kdy hraje roli zejména pii HR. Jeho vrozené mutace taktéZz vyznamné zvySuji
pravdépodobnost rozvoje nadoru prsu av§ak mnohem mén¢ karcinomu ovaria. Pfi replikaci
DNA muze dochazet k zastaveni postupu replikacni vidlice, které v normalnich bunikach vede
k aktivaci mechanizmt oprav DNA. Pro stabilitu spojeni vlaken DNA v replika¢ni vidlici je
dilezity protein BRCA2, jenz tak brani zhrouceni této struktury a pfipadné ndslednému
trvalému poskozeni. V experimentech s embryonalnimi mySimi buiikami, které obsahovaly
nefunkéni BRCA2 dochazelo k destabilizaci zastavenych replikacnich vidlic doprovazené
dvouretézcovymi zlomy DNA (Lomonosov et al. 2003).

BRCA2 prostfednictvim svého C-konce aoblasti BRC interaguje s proteinem Rad51,
jenz se tiéastni HR a reparacnich procesi DNA, kdy je translokovan do jadra k mistim
poskozeni DNA v komplexu sBRCA2. V normalnich bunkach jsou spolu proteiny
asociovany pres ob¢ oblasti, av§ak po vystaveni buné€k stresu je interakce Rad51 s C-koncem
prerusena a Rad51 je uvolnén. V C-koncové oblasti se nachazi Thr3387 fosforylovany
kinazami Chkl a Chk2, ktery umoziuje vazbu s Rad51 (Bahassi et al. 2008, Obr. 12).
Zaroven vSak zdména Thr3387 za alanin znemoZituje uvolnéni Rad51 od BRCA2, coz milize

znamenat, ze Thr3387 plisobi jako pfepina¢ mezi uvolnénim a vazbou Rad51. Zda se, Ze
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Chkl se podili na lokalizaci Rad51 k mistim poskozené DNA v odpovédi na zastaveni
replikacni vidlice zplisobené UV zafenim, zatimco Chk2 je upfednostnén v piipadé

dvouftetézcovych zloml po pusobeni ioniza¢niho zafeni (Bahassi et al. 2008).

Obr. 12. Molekula BRCAZ2 poskytuje ve své struktufe dvé interakéni mista pro protein Rad51. V C-
koncové oblasti (kodovano exonem 27) se naléza Thr3387, jehoz fosforylace zprostiedkovana Chk2
je dulezita pro vazbu Rad51. Po indukci ioniza¢nim zafenim je protein Rad51 z tohoto mista uvolnén
a podili se na reparaci poskozené DNA. Rad51 navazany v oblasti BRC (kdédovano exonem 11)
zustava s BRCA?2 asociovan po celou dobu. (Pfevzato z Bahassi et al. 2008)
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4.6 PLK3

Polo-like kinase 3 (PLK3) je serin/threoninova kinaza t¢astnici se regulace buné¢ného cyklu
a odpovédi na genotoxicky stres. Spolecné s kindzou PLK1, kterd patii do stejné rodiny kindz,
PLK3 sdili n¢které své substraty, avsak jimi dana vysledna odpovéd’ se lisi a jejich aktivity
funguji proti sobé (Ma & Poon 2011).

Pii poskozeni DNA je PIk3 aktivovana a fyzicky interaguje s Chk2 (Xie et al. 2002), kdy jej
fosforyluje na Ser62 a Ser73, mezi kterymi se nachazi aktiva¢ni Thr68 (Bahassi et al. 2006).
Zaména Ser73 za alanin ovlivnila fosforylaci Thr68, kdy v odpovédi na ionizaéni zareni
kinaza ATM S73A Chk2 nefosforylovala. S73A Chk2 nemé schopnost fosforylovat Cdc25C
na Ser216, ¢imz je ovlivnén kontrolni bod G2/M. Bahassi et al. (2006) navrhuji, Ze
fosforylace Ser62 a Ser73 zpusobi v molekule Chk2 konformac¢ni zménu, ktera umoziuje
kindze ATM ucinné fosforylovat aktivacni Thr68.

jejich substratti a recipro¢ni aktivaci proteind. Spoleényml substraty téchto kinaz jsou Cdc25C
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a p53, které jsou jimi fosforylovany na stejnych aminokyselinovych zbytcich, ¢imz zajistuji

aktivaci obdobnych procesti.

Obr. 13. Schéma znazornujici funkéni
propojeni  proteinti, jejichz aktivita je
regulovana  aktivaci drdhy ATM/ATR-

@\‘ Chk1/Chk2 v odpovédi na poSkozeni DNA.
\’ — Jakozto nékteré proteiny mezi sebou sdileji

AKT m\ l substraty, lze predpokladat jejich castecnou
S vzajemnou zastupitelnost. Celistvost —sité
—c

DNA DAMAGE

(PLK3 WSS poskytuje vice moznosti regulace odpovédi.
| (pfevzato z Ma & Poon, 2011)
|
|—

5 Vyznam vrozenych alteraci CHEK2 v patogenezi lidskych
nadorovych onemocnéni

Objeveni vyznamu kinaz Chk1l a Chk2 a jejich blizky vztah k tumor supresorovému proteinu
p53 (viz Kap. 4.1), vedl na ptelomu tisicileti Bellovou et al. (1999) k vyzkumu v otazce, zda-
li alterace gentt CHEK1 nebo CHEK2 nemohou byt podkladem vzacného, ale klinicky
vyznamného vrozeného nadorového onemocnéni - Li-Fraumeni syndromu (LFS; OMIM
#151623) - jehoz genetickou podstatou je ptitomnost mutaci v genu p53.

Vysoké riziko vzniku nadorového onemocnéni unosici mutace v genu p53 souvisi
se somatickou ztratou druhé alely v pribéhu Zivota. Jako klasickd forma je LFS oznacovan
Vv pfipadé€, Ze je mutovan gen TPS3. U této formy se kromé& indikativnich nadort jako jsou
tumory mozku, sarkomy nebo nadory kiiry nadledviny velmi Casto vyskytuje i1 karcinom prsu.
Existuji vSak ptipady, kdy nejsou splnéna veskera kritéria klasického LFS nebo gen TP53 je
neporusen (tzv. LFS-like syndrom).

Bellova et al. (1999) nenalezli v genu CHEK1 u p53-negativnich rodin s klasickymi
fenotypovymi projevy zadnou mutaci, ale v genu CHEK2 naopak objevili mutaci v zarodecné
linii c.470T>C zpusobujici zaménu aminokyselinového zbytku isoleucinu v pozici 157
za threonin (p.1157T). Po rozsifeni souboru nadto identifikovali i prokazatelné patogenni

variantu c¢.1100delC zplsobujici posun ctectho ramce s predCasnou terminaci translace

20



(p.T367Mfs*15). Tato varianta Vv postizené rodiné segregovala s pfitomnosti nadorového
onemocnéni (karcinomu prsu, bilaterdlniho karcinomu prsu a histiocytomu).

Zatimco vliv alterace c¢.1100delC, vedouci k syntéze zkracené¢ho proteinového produktu, byl
od pocatku jasné patrny, dlouhodobé spory probihaly o vyznam mutace 1157T. Tato mutace
postihuje C-koncovou ¢ast FHA domény, kde threonin 157 je soucasti struktury interagujici
s kinazovou doménu pfi aktivaéni dimerizaci Chk2 (Obr. 5). Wu et al. (2001) ve své praci
uvedli, ze Chk2 smutaci I157T vykazuje kinadzovou aktivitu srovnatelnou s wild-type
proteinem. Vyslovili domnénku, ze v§ak mohou byt naruseny interakce s ostatnimi proteiny,
s ohledem na to, ze se mutace I1157T nachazi v FHA doméné, jez tyto asociace zajistuje. Cai
et al. (2009) uvedli, ze nekonzervativni zaménou jsou naruSeny jinak pfitomné interakce,
které¢ udrzuje isoleucin s dalsimi hydrofobnimi aminokyselinami kindzové domény druhého
protomeru aovliviluji dimerizaci proteinu. Wild-type varianta Chk2 je schopna véazat
i nefosforylované peptidy, zatimco mutanty I157T Chk2 nikoli, coz ma vliv na interakce
s cilovymi substraty (Li et al. 2002). V molekule Chk2 s mutaci 1157T dochazi k fosforylaci
Thr68 kinazou ATM (Wu et al. 2001), ta vSak neni dostatecna, a nevyusti ve fosforylaci
Thr383 a Thr387 v aktiva¢ni smycce (Schwarz et al. 2003).

Za vyznamnou praci s ohledem na genetiku CHEK2, 1ze rovnéZ povazovat rozsahlou analyzu
Cybulského et al. (2004) ktera ukazala, ze mutace v genu CHEK2 predisponuji ke vzniku celé

fady nadorovych onemocnéni (Tab. 1).

Tab. 1. Analyza dvou mutaci vedoucich k posunu ¢teciho ramce (c.1100delC a IVS2+1G>A)
a mutace 1157T v populacich pacientii s riznymi nadorovymi onemocnénimi. Nadorova onemocnéni
pozitivné korelujici s vyskytem nékteré ze sledovanych alteraci je vyznacena Cervené. (Pievzato
a upraveno z Cybulski et al. 2004).

NO. OF SUBJECTS WITH MUTATION

(FREQUENCY IN %) ODDS RATIO P
No. OF Any Any Any
SUBJECT GROUP AND SUBJECTS Truncating Truncating Truncating
TyYPE OF CANCER TESTED  IVS2+1G—~A 1100delC  Mutation [157T  IVS2+1G—A 1100delC Mutation I1157T IVS2+1G—A 1100delC  Mutation [157T
Cases:
Bladder 172 1(.6) 0 1(.6) 12 (7.0) 1.2 0 .8 1.5 7 0 .8 3
Breast 1,017 11 (1.1) 5(.5) 16 (1.6) 68 (6.7) 23 2.0 2.2 1.4 .04 3 .02 .02
Colon 300 1(.3) 2(.7) 3 (1) 28 (9.3) 7 2.7 1.4 2.0 9 4 8 001
Kidney 264 0 2(.8) 2(.8) 26 (9.8) 0 2.7 1.0 2.1 0 .5 8 .0006
Larynx 245 0 0 0 10 (4.1) 0 0 0 .8 0 0 0 7
Lung 272 0 0 0 7(2.6) 0 0 0 5 0 0 0 .1
Melanoma 129 2 (1.5) 1(.8) 3(2.3) 6 (4.6) 3.3 3.1 3.2 1.0 3 8 1 9
Non-Hodgkin lymphoma 120 1(.8) 0 1(.8) 11 (9.2) 1.8 0 1.1 2.0 .9 0 7 .05
Ovary 292 0 0 0 14 (4.8) 0 0 0 1.0 0 0 0 9
Pancreas 93 0 0 0 6 (6.4) 0 0 0 1.4 0 0 0 6
Prostate 690 8(1.2) 3(.4) 11 (1.6) 54 (7.8) 2.5 1.7 2.2 1.7 .05 2 .04 002
Stomach 241 4 (1.7) 0 4(2.1) 13 (5.4) 3.5 0 2.3 1.1 .05 0 2 .8
Thyroid 173 5(2.9) 1(.6) 6 (3.5) 15 (8.7) 6.2 23 4.9 1.9 .0003 9 0006 .04
Controls 4,000 19 (.48) 10 (.25)  29(.73) 193 (4.8) . .

Vztah alteraci CHEK2, ptedev§im mutace c.1100delC, Kk predispozici karcinomu prsu

a kolorektalniho karcinomu byl néasledné potvrzen fadou dalSich praci. Jejich metaanalyzy
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prokazaly, ze mutace 1100delC je klinicky vyznamnym genetickym faktorem ovliviiujicim
riziko vzniku karcinomu prsu (Weischer et al. 2008) a kolorektalniho karcinomu (Xiang et al.
2011). Na zaklad¢ téchto analyz mohlo byt provedeno zhodnoceni celoZivotniho rizika vzniku
nadorovych onemocnéni u nosicu predispozi¢nich mutaci dokladajici, ze gen CHEK2 patii
do skupiny onemocnéni se stiedni penetranci (celozivotni riziko vzniku onemocnéni je mezi
20 — 50%). S ohledem na dostupna klinickd data byla rovnéz vypracovana doporuceni
pro ¢asnou diagnostiku a prevenci nadorového onemocnéni U nosi¢ti mutaci.

Podobné¢ jako je tomu i U vrozenych alteraci dalSich predispozi¢nich genti, vyskyt patogennich
mutaci v jednotlivych regionech svéta se vyznamné 1isi (Tab. 2). Nejvyssi vyskyt ¢.1100delC
byl doposud zaznamenan v severni Evrop¢; jiznim smérem dochazi k vyznamnému poklesu
frekvence této alterace. V nebélosskych populacich je vyskyt mutaci v genu CHEK2 velmi

sporadicky, a tudiz i klinicky je v téchto populacich vysetfeni genu CHEK2 malo vyznamné.

Tab. 2: Frekvence vyskytu nejcastéji studované hereditarni mutace c¢.1100delC u pacientek
s karcinomem prsu (Upraveno podle Kleibl et al. 2005)

Stit Pacienti s ca prsu Kontroly
Pocet vySetirenych | 1100delC (%) | Pocet vySetienych | 1100delC (%)

Nizozemi 2851 102 (3,58) 909 9 (0,99)
Finsko 1489 34 (2,28) 2332 31 (1,33)
Némecko 516 8 (1,55) 1315 6 (0,46)
VelkaBritanie 3450 42 (1,21) 4037 21 (0,52)
USA 300 3(1,00) 1665 5 (0,30)
Australie 1474 10 (0,68) 736 1(0,14)
Israel 219 1 (0,46) 146 0
Polsko 1017 5(0,49) 4000 10 (0,25)
CR 1046 4 (0,38) 730 2 (0,27)
Italie 939 1(0,11) 334 0
Spanélsko 456 0 400 0

Populaéni frekvence mutace 1100delC v CR je niz§i nez 0,3%; zvyseny vyskyt viak byl
zaznamenan v populacich pacienti s karcinomem prsu a nékterych dalsich nadoru (Kleibl et
al. 2005). V populacich nadorovych pacienti vCR se rovndz vyskytuji &etné,
a pravdépodobné populaéné specifické, missense varianty postihujici oblast FHA domény.
Specifickou genetickou alteraci, ktera doposud byla popsana pouze v populaci pochazejici
zCR je rozsdhla delece postihujici exony 8 a9 (c.909-2028 1095+330del5395),
ktera zpusobuje vznik aberantni mRNA (Walsh et al. 2006). Jejim ptepisem dochazi k posunu
cteciho rdmce a vzniku zkraceného proteinového produktu postradajiciho podstatnou cast

kinazové domény (p.M304Lfs*16).
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Zajimavé zjisténi piinesla prace Brennana et al. (2007) ukazujici, ze vyskyt missense varianty
genu CHEK2 (1157T) negativné koreluje s vyskytem karcinomu plic a hornich cest dychacich
a to predev$im u kufdkd. Ttebaze mechanizmus této asociace neni zcela zfejmy, autofi
spekuluji, ze ptritomnost Chk2 poskozeného mutaci I157T V progenitorovych builkach
atakovanych ucCinky karcinogennich latek tabakového koufe vyvolava nizs$i kumulaci

genotoxickych poskozeni.

6 Zavér

Kinaza Chk2, koédovana genem CHEK2, sehrava dulezitou roli v odpovédi burky
na ptfitomnost poSkozeni genomové DNA, piedevSim V pfipadé dvoufetézcovych zlomil.
Vlivem aktivace proteinu ATM je Chk2 kinaza aktivovana a fosforyluje fadu cilovych
proteinti negativné regulujicich pribéh bunééného cyklu Vv jeho kontrolnich bodech.
Primarnim cilem kinazové aktivity Chk2 je tumor supresorovy protein p53. Zastava
bunécného cyklu umoznuje reparaci genomové DNA a v pfipad€ jejiho neuspéchu indukci
apoptdzy. Kinaza Chk2 se podili i na regulaci téchto déji.

Vrozené mutace v genu CHEK2 predisponuji ke vzniku celé fady nadorovych onemocnéni.
onemocnénim v populaci zen v CR.

Tiebaze aktivita kinazy Chk2 byla popsana pied vice nez 15 lety ajeji klinicky vyznam
dokumentuje vice nez 150 studii v databazi PubMed, studium alteraci genu CHEK2 neni
zdaleka u konce. Mezi zakladni otazky, které nejsou vyieSeny, patii stanoveni vyznamu tady
zatim nejasnych missense Variant genu ajejich vztahu K jednotlivym nadorovym
onemocnénim. Tento pozadavek je obzvlasté naléhavy v souvislosti S uvazovanou
protinddorovou léEbou cilenou na modulaci enzymové aktivity Chk2 pomoci jejich

specifickych inhibitort (Matijssen et al. 2012)
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