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Abstrakt

Karcinom prsu je celosvétové nejcastéjsim malignim onemocnénim u zen. Zhruba
10 % vsech piipadd je hereditarniho ptivodu. V Ceské republice je hlavnim genetickym
faktorem predisponujicim ke vzniku karcinomu prsu inaktivace tumor supresorového genu
BRCAL. Hlavni funkci BRCAI1 je ucast na opravé dvoufetézcovych zlomi. V zavislosti
na bunécném cyklu je toto posSkozeni opravovano nehomolognim spojovanim volnych koncii
(NHEJ) nebo homologni rekombinaci (HR). Pfi genetickém vySetieni pacientii z vysoce
rizikovych rodin jsou velmi Casto detekovany alternativni sestifihové varianty BRCA1, jejichz
Klinicky vyznam je zcela neznamy. Vysvétleni podstaty hereditarni formy karcinomu prsu je
pritom kritickym faktorem pro vcéasnou diagnostiku a cilenou 1é¢bu tohoto onemocnéni.
Na zakladé predchozich vysledkd vyzkumt provadénych na Ustavu biochemie
a experimentalni onkologie 1. Lékaiské Fakulty Univerzity Karlovy byly vybrany dvé

alternativni sestfihové varianty opakované detekované u vySetfovanych jedinct.

Cilem této prace bylo posoudit vliv alternativnich sestfihovych variant BRCA1AS
a BRCAI1AIO na opravu dvoufetézcovych zlomi DNA. Po zvySeni exprese téchto
alternativnich sesttihovych variant v buitkach modelového systému, bylo provedeno stanoveni
aktivity HR a NHEJ pomoci in vitro DNA repara¢ni analyzy. Dale byla stanovena buné¢na
lokalizace vysSetfovanych variant pomoci fluorescencni mikroskopie. Bylo zjisténo,
ze alternativni sestfihova varianta BRCA1AS statisticky vyznamné snizuje aktivitu HR,
ale nema vliv na chybovost NHEJ. U varianty BRCA1A10 nebyla detekovana zadna zména
aktivity HR ani NHEJ. Piesto, ze BRCA1AS ovliviiuje aktivitu HR, divodem neni zména
bunétné lokalizace. Bunécné lokalizace této varianty byla pfednostné jadernd, stejné jako
u wtBRCA1. I kdyZz varianta BRCA1A10 postradd jaderné lokalizacni signaly, byla
také kolokalizovana s WIBRCAL v jadre.

Vysledky této prace naznacuji, Ze porucha alternativniho sestfihu vedouci k aberantni
produkci sestfihovych izoforem BRCA1 miiZze negativné ovlivilovat proces opravy
dvouretézcovych zlomu a prispivat tak ke genové instabilit¢ a potencialné k maligni

transformaci.
Kli¢ova slova:

Karcinom prsu, BRCA1, homologni rekombinace, nehomologni spojovani volnych

konct, alternativni sestfih.



Abstract

Breast cancer is the most frequent malignant disease in the female population
worldvide. About 10 % of all cases are of hereditary origin. The inactivation of tumor
suppressor gene BRCAL is the main genetic predisposing factor in breast cancer in the Czech
Republic. Primarily, BRCAL participates in DNA double strand break repair. Depending
on cell cycle phase, the damage is repaired by homologous recombination or non-homologous
end joining. Alternative splicing variants of BRCAL are frequently detected during
the genetic screening of high risk patients. The clinical significance of these variants is
unknown. Understanding of the nature of breast cancer genetics is the critical factor for early
diagnosis. Based on earlier studies from the Institute of Biochemistry and Experimental
Oncology 1% Faculty of Medicine Charles University, two alternative splicing variants which

were repeatedly detected in patients, were chosen for functional analysis.

The aim of this work is to investigate the impact of alternative splicing variants
BRCA1AS5 and BRCA1A10 on DNA double strand breaks repair. Particular variants were
over-expressed in the cells of model system. Activity of homologous recombination (HR)
and non-homologous end joining (NHEJ) was scored by in vitro DNA repair assay.
The cellular localization of alternative splicing variants was determined by a fluorescent
microscopy. It was found that BRCA1AS statistically decreases the activity of HR but does
not have the impact on NHEJ. BRCA1A10 did not alter the activity of HR or NHEJ.
Despite the fact that BRCA1AS5 has an impact on HR activity, it is not caused by changes in
cell localization. Cell localization of BRCAIAS5 was predominantly nuclear,
same as for wtBRCA1. BRCA1A10 was co-localized with wtBRCAL in nucleus, even though

it lacks nuclear localization signals.

The results of this work indicates that defective alternative splicing of BRCAL, which
forms aberrant splicing isoforms, can have a negative impact on DNA double strand breaks
repair. These defects may lead to genome instability and potentially to malignant

transformation.
Key words:

Breast cancer, BRCA1, homologous recombination, non-homologous end joining,

alternative splicing
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Seznam pouzitych zkratek:

2nd PCR
AK
alt-NEHJ
APS

AS

ATM

ATR

B. E.

BARD1

BBP

BC

BCA
BCA1A10q
bp

BRCA1

BRCAIA10
BRCAI1AS
BRCA1AS.,9

BRCA1A8.,9,10q

BRCT

Druhy krok metody sestiithové PCR

Aminokyselina

Alternativni (chybové) nehmologni spojovani volnych konctr)
Amonium persulfat

Alternativni sestiith

Kinaza ucastnici se odpovédi na poskozeni DNA (,,Ataxia
telangiectasia mutated”)
Kinaza ucastnici se odpovédi na poSkozeni DNA (,Ataxia

telangiectasia and Rad3 related*)
Enzym pro otupeni konct sekvenci pied ligaci (,,Blunting enzyme*)

Hlavni vazebny partner proteinu BRCA1 (,,BRCAZ1-associated RING

domain protein 1)

Diilezita sekvence pro skladani spliceosomu pfi alternativnim sestfihu

(,,Branch point binding protein®)

Bunécny cyklus

Kyselina bicinchoninova

Alternativni sestfihova varianta genu BRCAL s deleci ¢asti exonu 10
Velikost sekvence v parech bazi (,,base pairs®)

Gen/protein predisponujici ke vzniku karcinomu prsu a/nebo ovarii

(,,Breast cancer gene 1)

Alternativni sestfihova varianta genu BRCAL s deleci ¢asti exonu 10
Alternativni sestfihova varianta genu BRCA1 s deleci exonu 5
Alternativni sestfihova varianta genu BRCA1 s deleci exoni 8 a 9

Alternativni sestfihova varianta genu BRCAL s deleci exont 8, 9 a casti

exonu 10

C-terminalni doména proteinu BRCA1 (,,BRCA1 C-terminal domain®)



c-NHEJ Klasické (méné chybové) nehomologni spojovani volnych koncti

CRM1 Jaderny exportni receptor (,,Chromosome region mainteance protein 1)

DBR DNA vazebny region (,,DNA binding region®)

DDR Odpovéd’ bunky na poSkozeni DNA (,,DNA damage response)

dH,O Deionizovana voda

DMEM Médium pro kultivaci bunéénych linii (,,Dulbecco-modified Eagles
mediem*)

DNA-PKcs DNA-dependentni kindza

dNTP Deoxynukleotid trifosfat

DSB Dvoufetézcovy zlom (,,double strand break®)

dsRed Cerveny fluorescenéni protein

ESE Zesilovac¢ sesttihu (,,exon splicing enhancer)

ESS Zeslabovac sestiihu (exon splicing silencer)

FCS Fetalni teleci sérum

GFP Zeleny fluorescen¢ni protein (,,Green flourescent protein‘)

GSF Obecné sestiihové faktory (,,general splicing factors®)

hnRNP Heterogenni  jaderny ribonukleoprotein  (,,heterogenous nuclear

robonucleoprotein®)

HR Homologni rekombinace

ChK2 Kinaza ucastnici se odpovédi na bunéény stres (,,Checkpoint kinase 2°)
MCF7 Bunécna linie

MDC1 Protein rozpoznavajici fosforylované histony H2AX (,,Mediator

of DNA damage checkpoint protein 1)

MRN Komplex proteinii Mrel1 — Rad50 — Nbs1
NES Jaderny exportni signal (,,nuclear export signal®)
NHEJ Nehomologni  spojovani ~ volnych  koncti  (,,non-homologous

end joining®)
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PVDF
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RS
S.0.C.
SCD
SDS
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TEMED
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Prekurzorovd mRNA

Expresni vektor nesouci interferenéni RNA

Polyvinyliden difluorid

N-terminalni doména proteinu BRCA1 (,,Really interesting gene*)
E3 ubkvitin ligaza (,,Ring finger protein 8)

Replikaéni protein A vyzajici se na jednovlaknovou DNA (,,Replication
protein A*)

RNA-rozpoznéavajici motiv, soucast proteinti bohatych na serin
C-terminalni doména proteinti bohatych na serin

Médium (,,Super optimal broth with catabolite repression®)
Doména bohata na serin (,,serine containing domain®)
Dodecylsiran sodny

Elektroforéza pro rozdéleni proteind podle molekulové hmotnosti

za denaturujicich podminek
Malé jaderné ribonukleoproteiny (,,small nuclear ribonucleoprotein®)

Proteiny bohaté na serin, ucastni se alternativniho sestfihu (,,Serine-
rich®)
Tris pufr (,, Tris-buffered saline®)

Tris pufr s 0,1% Tween20
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U-2 OS Bunécéna linie
wit ptirozené/ptivodné se vyskytujici (,,wild-type®)

YFP Zluty fluorescenéni protein (,,Yellow fluorescent protein)



1 Uvod

Karcinom prsu patii dlouhodobé a celosvétové k nejcastéjSimu nadorovému
malignimu onemocnéni u zen. I pfes neustale stoupajici incidenci se mortalita v posledni
dekad¢ neméni. To je dano pfedevSim rozvojem naSich znalosti o vzniku a pribéhu tohoto
onemocnéni. Detailni znalost faktort ovliviujicich riziko vzniku karcinomu prsu je kriticka
pro jeho vc€asnou diagnostiku, preventivni opatfeni a pouziti cilené terapie, které zajiStuji
relativné vysokou Sanci preziti. Zhruba 10 % piipadi karcinomu prsu vykazuje fadu znakt
Mendelovské dédicnosti. Tato skute¢nost naznacuje silnou genetickou predispozici pro vznik
tohoto onemocnéni. Dédi¢na forma karcinomu prsu se typicky projevuje vznikem nadorovych
novotvarl ve velmi nizkém vé&ku, vznikem bilaterdlni formy karcinomu a jeho castym
opakovanim. Snahou fady védeckych pracovist do soucasné doby zlstdva identifikace

genetickych faktorti zvysujicich riziko vzniku karcinomu prsu.

dosud popsanych mechanismu inaktivace tumor supresorového genu BRCA1 (bodové mutace,
rozsahlé genomové prestavby, nebo hypermethylace promotoru) je mozné uspokojivé
vysvétlit vznik 25 % vSech hereditarnich karcinom prsu. Velkd skupina pacientii
s karcinomem prsu, u kterych nebyla nalezena pficinna alterace v genu BRCA1L, vSak vykazuje
znaky typické pro BRCA1-pozitivni karcinom prsu (agresivni tripl-negativni tumor s vysoky
gradingem). Tato skute¢nost naznacuje moznost existence dosud nepopsan¢ho mechanismu
inaktivace BRCAL. Vzhledem Kk relativné Casté detekci sestiihovych variant genu BRCAL
pfi genetickém vySetieni vysoce rizikovych pacientd, je alternativni sestfih jednim z moZnych

mechanisml vedoucich ke vzniku aberantnich proteinovych izoforem.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Gen BRCA1l

Vroce 1990 se pomoci vazebnych analyz na souboru 23 rodin s hereditarnim
karcinomem prsu poprvé podafilo spojit vznik tohoto onemocnéni s chromosomem 17¢21
(Hall et al.,, 1990). O né&kolik let pozdé¢ji byla pomoci pozi¢niho klonovani v tseku
chromosomu 17921.31 (MIM 604370) zjisténa kodujici sekvence (CDNA) genu Breast
Cancer 1 Gene (BRCA1) (OMIM*113705) (Miki et al., 1994).

Sekvence genu BRCAL zaujima celkovou délku 81 kilo-bazi (kb) a obsahuje 24 exont.
Nejrozsahlejsim exonem je exon 10, ktery zaujima asi 60 % kodujici sekvence genu.
Sekvence BRCAl je bohata na Alu repetice (41,5 %), diky kterym muize dochazet
Kk pfestavbam a inaktivaci genu (Smith et al., 1996).

Zacatek (5” konec) genu BRCA1 lezi v duplikované ¢asti chromosomu 17q21, ve které
se nachazi exon la, 1b a 2 a okolni introny. Duplikaci této ¢asti chromosomu vznikl BRCA1
(upstream). Mezi sekvencemi genu a pseudogenu BRCA1 muze dochazet k rekombinacim,

jejichz dasledkem jsou delece (Puget et al., 2002).

2.1.1 Transkript genu BRCAl

Translatovana cast genu BRCA1l se sklada z 22 kodujicich exond a jednoho
alternativniho exonu 13. Nan5" konci genu BRCA1l se ve dvou rozdilnych variantach
vyskytuje nekodujici exon 1 — exon la a 1b (Xu et al., 1995). Kazdy z téchto exonu je
translatovan v dusledku aktivace jednoho ze dvou promotort (a nebo B) (Xu et al., 1997).
Pfitomnost vice promotort a post-transkripéni upravy prekurzorové mRNA (pre-mRNA)

dovoluji vzniku Sesti pfirozené se vyskytujicich transkripénich variant genu BRCA1 (Obr. I).

Transkripcni varianta 1 (NM_007294.3), oznaCovana také jako BRCAla, je
z kvantitativniho hlediska nejvice se vyskytujici variantou genu BRCAL. Jeji délka Cini
7224 paru bazi (bp — ,base pairs®) a koduje protein v celé jeho délce (,,full-length®) —
1863 aminokyselin (AK). Transkripcni varianta 2 (NM_007300.3) je dlouha 7287 bp.
Tato varianta obsahuje alternativni kodujici exon 13, diky némuz je vyslednéd délka proteinu

V porovnani s transkripéni variantou 1 del$i. Transkripcéni varianta 3 (NM_007297.3) je
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dlouhd 7132 bp. Ve své sekvenci obsahuje exon 1b a postradd cast 5 konce.
Pfi translaci je vyuzivan alternativni start kodon v exonu 4. Vysledny protein je tedy
na N-konci zkraceny. Transkripcni varianta 4 (NM_007298.3) je se svou velikosti 3699 bp
nejkratsi transkripéni variantou genu BRCAL. Postrada exon 1, a protoze vyuziva alternativni
»in frame* sestfihova mista v centralnim exonu 10, je zkracena i o zna¢nou ¢ast tohoto exonu.
Transkripcéni varianta 5 (NM_007299.3) je dlouha 3800 bp. Obsahuje exon 1b, vyuziva
»Iin frame* sestfihova mista v centralnim exonu 10 a postrada exon 22. Pieskoceni exonu 22
ma za nasledek zménu cCtectho ramce a pozménény C-konec vysledného proteinu.
Transkripcni varianta 6 (NR_027676.1) je dlouha 7128 bp, je oznaCovana jako nekodujici

a jeji funkce neni zndma.

Byla identifikovana jesté jedna Casto se vyskytujici varianta genu BRCA1, ktera se nefadi
mezi transkripéni varianty. OznaCuje se jako BRCA1l IRIS a jeji délka je 7128 bp.
Pii translaci je vyuzivan ptredCasny stop kodon v intronu 10. Exprese BRCAL IRIS zacina
exonem 1 a kon¢i 337 bp vintronu 10. Vysledny protein poté odpovida 1365
aminokyselinami na N-terminalnim konci transkripéni varianté 1 a dale obsahuje specifickych

34 aminokyselin (EIShamy and Livingston, 2004).

vidledna délka TV

TV1:BRCAla |laf2 3|4 )5]|6|7als|9| 10  |j=lin|12 = 14 [15[16]17 18|19 20|21 |22 [23]24]  72240p

START STOP
v2 [B[2[3[+]5]6]m]s]o 10 1 [12[13[14 [15[16 1718 [19]20 [21 [22 [ 23] 24 7287 bp
ET..\RT S:I'OP
va 2 =[5 [e[a[s o] 10 {ufiz}={1a 15361711020 [21]22]23]24] 71321p
HI;R] S‘I(]P
v [EELELEE D ——{ilm G EEr s enEEnEE  wsb
‘JT..-\H[ S‘IGP
Tvs 2 [3 4[5 6 [7a]'8 [0 [10 {11 [12 pef 1415 16 [17[18 20 20 [21 =23 24] 3800 bp
STT-\RT STOP
BRCAIIRIS [if2[3]4|5]6f7als|o] 10 2011 |12 = 14 [15]16[17]18 | 19|20 |21 ]22 [23]24] 4497 bp
START sToP

Obr. I: Transkripéni varianty genu BRCAL. Pét prirozené se vyskytujicich transkripcénich variant
(TV) genu BRCAL a BRCAI IRIS (TV6 neni znazornéna). Jako ,,full-length* je oznacovana TVI. TV2
obsahuje alternativni exon 13. TV5 a BRCAI IRIS obsahuji predcasny STOP kodon. Iniciacni
translacni kodon je oznacen jako START.
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Krom¢ vySe zminénych transkripcnich variant bylo u genu BRCA1 dosud
identifikovano velké mnozstvi alternativnich sestfihovych variant. VSechny znamé
transkripéni i alternativni sestfihové varianty byly nalezeny jak v krvi, tak v prsni tkani

a nemaji zadnou tkanovou specificitu (Romero et al., 2015).

2.2 BRCALI protein

Protein BRCAL je predominantné jaderny multifunk¢ni fosfoprotein, jehoz mnozstvi
V buiice se méni v zavislosti na bunéném cyklu (Ruffner and Verma, 1997). Nezkraceny
protein BRCA1 se sklada z 1863 aminokyselin (Miki et al., 1994) a jeho molekulova
hmotnost je 220 kDa (Chen et al., 1996). Piestoze u proteinu BRCA1 byla popsana
E3 ubikvitin ligazova aktivita (Lorick et al., 1999), funk¢éné se jedna o protein interakéni
modulator (Scully et al., 1999).

Protein BRCAI1 se skladd ze tii vyznamnych regionit — N-termindlni domény,
centralniho regionu a C-terminalni domény — prostfednictvim kterych interaguje se svymi
vazebnymi partnery. Pfedev§im tyto interakce podmifiuji biologickou aktivitu

a funkci BRCAL proteinu.

2.2.1 RING doména

Na N-konci proteinu BRCA1 se nachazi vysoce konzervovana RING (,,Really interesting
gene®) doména (Obr. II). Sklada se z RING prstu, o helixd a B skladanych lista. RING-prst je
slozen z centralniho o helixu, tii B skladanych listd a dvou postrannich o helixd (,,flanking*
a helixy) (Obr. 1) (Clark et al., 2012). Sedm konzervovanych cysteind a jeden histidin tvofi
ve struktufe RING-prstu dvé vazebna mista pro Zn”* atomy (Obr. Il). Pomoci Zn?* atomi

dochazi ke stabilizaci domény (Bienstock et al., 1996).

RING doména poskytuje proteinu E3 ubikvitin ligazovou aktivitu (Lorick et al., 1999),
ktera je dulezita pro funkci BRCAI1 jako tumorového supresoru. E3 ubikvitin ligazova
aktivita je vyznamné potencovana vazbou hlavniho vazebného partnera BARDI k BRCA1
(Hashizume et al., 2001). Krom¢ toho, se ve struktufe RING domény nachazi dvé
aminokyselinové sekvence zodpovédné za export BRCA1 zjadra (NES — ,,nuclear export
signal*) (Rodriguez and Henderson, 2000; Thompson et al., 2005).
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Obr. 1l: Struktura RING domény. RING doména se sklada z centrdlniho o helixu, t7i f§ skladanych
listit a dvou postrannich a helixii na N a C konci domény. Interakce proteinu BRCAI s vazebnym

partnerem BARDI je zprostiedkovana RING doménami obou partnerii (upraveno podle Brzovic
etal., 2001).

2.2.2 BRCT doména

Fosfoprotein-interakéni BRCA1 C-terminalni (BRCT) doména se nachazi na C-konci
proteinu ve dvou tandemovych opakovanich, BRCT1 a BRCT2 (Obr. Ill). Kazdé BRCT
opakovani ve své struktufe obsahuje p skladany list slozeny ze &tyt fetézca (Obr. 111). Beta
skladany list je z obou stran obklopen a helixy, na jedné stran¢ jednim a na druhé strané
dvéma (Obr. Ill). BRCT opakovani jsou spojena 22 aminokyselin dlouhym linkerem
(Obr. 1) (Williams et al., 2001). BRCT domény mezi sebou interaguji a tvoii hydrofobni
jaddro pro vazbu proteinti. Interakce mezi BRCT opakovanimi také stabilizuje strukturu

domény (Brzovic et al., 2001).

Prostfednictvim BRCT domény se k proteinu BRCA1 vazi fosforylované proteiny
(Yu et al., 2003). BRCT doména vaze fosfo-serinové zbytky proteint fosforylovanych ATM
(,,Ataxia telangiectasia mutated) nebo ATR (,,Ataxia telangiectasia and Rad3 related*)
kinazami (Clark et al., 2012). Bylo také zjisténo, ze BRCA1 se prostiednictvim BRCT
domény vaze do mista dvoufetézcovych zlomi DNA (DSB — ,,double strand breaks®)
(Yamane et al., 2000). Krom¢ BRCA1 je BRCT doména pfitomna V celé tad¢ proteind,

podilejicich se pfimo na opravé DNA.
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Obr. 111: Struktura BRCT domény. BRCT doména se sklada ze dvou identickych opakovani BRCTI
a BRCT2. BRCT region je slozen ze ctyr B skladanych listii (b1 — p4, 1’ — p4°) obklopenych tremi
a helixy (al — a3, al’ — a3’). BRCTI a BRCT?2 jsou spojeny linkerem (upraveno podle Williams
etal., 2001).

2.2.3 Centralni region

V centralnim regionu proteinu BRCAL1, ktery je kodovan exony 10 — 12 (Clark et al.,
2012), se nachazi dva jaderné lokaliza¢ni signaly (NLS — ,nuclear localisation signal®),
protein interak¢ni ,,coiled-coild“ doména (CCD) a oblast bohata na serinové zbytky (SCD —

,»serine containing domain®), ktera je cilem fosforylace fadou kinaz (ATM, ATR, DNA-PK).

VeétSinu centralniho regionu proteinu BRCA1 koduje exon 10. Praveé v této oblasti se
nachazi dva NLS, sméfujici protein do jadra (Thakur et al., 1997). Mezi regionem kdédovanym
exonem 10 a BRCT se nachazi CCD, ktera zprostiedkovava vazbu k proteinu PALB2
(,,Partner and localizer of BRCA2*) (Sy et al., 2009), a SCD doména v jejiz oblasti dochazi
k fosforylaci proteinu BRCAL ATM a ChK2 (,,Checkpoint kinase 2) kinazami (Kim et al.,
1999; O’Neill et al., 2000). K fosforylaci dochéazi pti odpovédi na vznik dvouietézcovych
zlomi DNA (Matsuoka et al., 2007). Ovsem funkce centralniho regionu je zatim relativné

malo prostudovana a struktura na atomarni urovni jesté nebyla popsana (Clark et al., 2012).

V centralnim regionu se nachdzi nedavno popsany DNA vazebny region (DBR —
,»DNA binding region®). Esencialni DBR se vyskytuje mezi 421 az 701 aminokyselinou,
véetné. Vazba BRCA1 na DNA prostfednictvim DBR neni sekvenéné specifickd. K vazbé

dochazi na mistech poskozeni DNA. Pokusy in vivo odhalily, ze delece DBR ovliviiuje
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kontrolni bod v S-fazi bunééného cyklu (BC). Dochazi ke tvorbé abnormalnich chromosom.
Naopak na homologni rekombinaci delece DBR nema vliv. Zda se tedy, ze DBR je dilezita
pro kontrolu replikace v S-fazi BC (Masuda et al., 2016).

2.3 Bunécéna lokalizace BRCA1

Prednostn¢ je BRCAI1 lokalizovan v jadie, ale vyskytuje se také v cytoplasmé.
Distribuce BRCAL v ramci jadra i cytoplasmy je zavisla na vazebnych partnerech proteinu
a funkci (Henderson, 2012).

2.3.1 Jaderna lokalizace

K translokaci BRCA1 do jadra dochazi vice zptisoby. Jednim z nich je import do jadra
pomoci importinu-o/B. Tato cesta je zavisld na dvou NLS nachdzejicich se ve struktufe
proteinu (Thakur et al., 1997). U sestiihovych variant BRCAI, které diky alternativnimu
sestiihu postradaji region obsahujici NLS, dochazi k translokaci do jadra diky vazbé
s BARD1. Heterodimer se na importin-a/p vaze diky NLS nachazejicich se ve struktuie
BARD1 (Fabbro et al., 2002). Existuje také jesté tieti, alternativni, cesta importu BRCA1
do jadra (Qin et al., 2011).

Export proteinu BRCA1 zavisi na vazbé exportniho receptoru CRM1 (,,Chromosome
region maintenance protein 1) k NES (Rodriguez and Henderson, 2000). Na komplex
BRCA1-CRM1 se vaze regulacni Ran-GTPasa a dochazi k exportu. Hydrolyzou GTP
Vv cytoplasmé komplex disociuje a protein je uvolnén (Ossareh-Nazari et al., 2001).
Prostfednictvim regionu, ve kterém se nachdzi NES (RING doména), dochéazi k vazbé
BRCAL s proteinem BARDI1. Tato vazba maskuje NES, nemuize tak dojit k interakci s CRM1
a BRCA1 zustava v jadte (Fabbro et al., 2002; Thompson et al., 2005).

V jadie se BRCA1 tucastni regulace procesi jako je aktivace kontrolnich bodi BC
a remodelace chromatinu (Starita and Parvin, 2003). Bylo zjisténo, Ze ve spojeni
s hyperfosforylaci dochazi béhem S-faze BC k importu a akumulaci BRCAL v jadie (Ruffner
and Verma, 1997; Okada and Ouchi, 2003). Exprese BRCA1 je nejvyssi béhem mitdzy.
Jakmile bunka vstupuje do G1 faze BC, dochazi k defosforylaci a BRCAI je specificky
degradovan v proteasomu (Choudhury et al., 2004). Vyznamnou funkci BRCA1 v jadie je
odpovéd’ na poskozeni DNA (DDR — ,,DNA damage response®). V dusledku poskozeni DNA
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se mnozstvi BRCA1 v jadfe docasn¢ zvySuje béhem 2 — 6 hodin (Brodie and Henderson,
2010).

2.3.2 Cytoplasmaticka lokalizace

Export proteinu BRCAL a jeho lokalizace v cytoplasmé je spojena s indukci apoptdzy
nezavislé na p53 (Harkin et al., 1999). Fosforylovana forma BRCA1 byla identifikovana
v mitochondriich a v komplexu s anti-apoptotickym proteinem Bcl-2, coz poukazuje
na regulaci apoptozy (Laulier et al., 2011). Béhem mitozy se hypofosforylovany BRCA1 vaze
na y-tubulin v centrosomu (Hsu and White, 1998; Hsu et al., 2001). Lokalizace BRCAL

na cetrosomu je spojena s regulaci BC (Henderson, 2012).

2.4 Interakce s BRCA1 vazebnymi partnery

Multifunkénost proteinu BRCA1 je dana pifedev§sim jeho vyskytem v rozdilnych
multiproteinovych komplexech. D4 se tedy fict, Ze interakce se specifickym vazebnym

partnerem podminuje funkci BRCATL.

Protein BRCAL se pfednostné vyskytuje jako heterodimer s proteinem BARDI1. Vazba
mezi témito dvéma partnery je zprostifedkovana RING doménou. Tu ve své struktute obsahuje
jak BRCA1, tak BARDI1. Vazba BARD1 kBRCAIl je stabilizovana vytvofenim
hydrofobniho prostfedi mezi a helixy RING domén (Brzovic et al., 2001).

Interakce mezi témito dvéma proteiny zvysuje jejich stabilitu a zaroven i E3 ubikvitin
ligazovou aktivitu (Xia et al., 2003). Diky interakci téchto dvou partnerti, dochazi
k maskovani NES a heterodimer zustava v jadie (Henderson, 2005). Interakce s BARD1 je

také vyzadovana pro potlaceni transkripce béhem DDR (Kleiman et al., 2001).

Pokusy in vitro ukazuji, ze protein BARD1 se podili na udrzovani genomov¢ integrity.
Nedostatek proteinu ma negativni vliv na kontrolu BC. Dochazi ke vzniku aneuploidnich
mySich embryonalnich bun¢k a k poskozeni embryonélniho vyvoje. Mysi deficientni v genu
BRCA1 nebo BARDL1 se navzajem velmi podobaji. Fenotyp téchto jedincu je také stejny
jako fenotyp mysi bez genu pro oba proteiny. Naopak BRCA1 a BARDI1 nemaji samostatné
zadnou esencialni funkci. To znamend, Ze BARD1 se na udrZovani genomové integrity podili

pouze ve vazbé s BRCAL a naopak (McCarthy et al., 2003).
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2.5 BRCA1 komplexy

Na zéklad¢ slozeni tfech hlavnich multiproteinovych komplext, ve kterych BRCALI
figuruje jako centralni platformni protein (Scully et al., 1999; Greenberg et al., 2006), byla
navrzena jejich klasifikace jako BRCA1-A (hlavni vazebny partner BRCAI1 je Abraxas),
B (BACH1) a C (CtIP) komplexy. Tyto komplexy se 1isi nejen svym slozenim a lokalizaci,
ale predev$im funkci. Zména struktury proteinu BRCAI1, kterd by vedla k nasledné¢ zméné
jeho vazebnych vlastnosti, by tedy méla negativni vliv na skladani téchto multiproteinovych

komplext a naruSeni bunéénych procesu, na kterych se podileji.

2.5.1 BRCAL-A komplex

BRCAL-A komplex se sklada z proteinu BRCA1, RAP80, MERIT40, BRCC36/45
a Abraxas. Komplex se na DSB vaze prostiednictvim yH2AX (Coleman and Greenberg,
2011). Cileni komplexu je zavislé na Abraxas a proteinech s nim asociovanymi — RAP80
a BRCC36/45 (Chen et al., 2006; Wang et al., 2007; Kim et al., 2007). BRCC36/45 ptispiva
ke spravné aktivaci BRCA1 v mist¢ DSB (Chen et al., 2006). Prostiednictvim BRCC36/45 se
do komplexu vaze MERIT40, ktery stabilizuje komplex v mist¢ DSB (Feng et al., 2009).
RAPS80 je zodpovédny za inhibici resekce v mist¢ DSB (Coleman and Greenberg, 2011).

Funkci tohoto komplexu je udrzovani rovnovahy mezi hlavnimi mechanismy opravy
poskozené DNA — homologni rekombinaci (HR) a nehomolognim spojovanim volnych konct
(NHEJ). Na rozdil od ostatnich BRCA1 komplextu, je BRCAL1-A komplex negativnim
regulatorem HR. Zabranénim ptistupu nukleaz k poskozené DNA inhibuje resekci DNA
v misté DSB. Pii poskozeni BRCA1-A komplexu dochazi k poskozeni rovnovahy mezi NHEJ
a HR. Vysledkem je nestabilni genom. Dlvodem je nahromadéni poSkozeni opravovanych
pomalym procesem HR (Coleman and Greenberg, 2011). BRCA1-A komplex také piispiva
k pozastaveni BC v kontrolnim bodé mezi G2 a M fazemi (Feng et al., 2009).

2.5.2 BRCAL-B komplex

BRCA1-B komplex se sklada z proteinu BRCAL, TopBP1 a BACH1. BACHL1 se
na BRCAL1 vaze ptimo (Cantor et al., 2001). TopBP1 se ke komplexu vaze prostiednictvim
BACH1 (Gong et al., 2010).
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Pokud je komplex kompletni, je pii opravé DSB upfednostiiovana HR. Komplex
podporuje HR diky helikdzové aktivit¢ BACHI1. Zpfistupiiuje tim DNA pro resekci a tvorbu
3" ssDNA (Xie et al., 2012). Komplex se také podili na replikaci v ptipad¢, ze dojde
k zastaveni replika¢ni vidlice v mist¢ poSkozené DNA (Gupta et al., 2005). Pfitomnost
komplexu B podporuje vazbu replikacniho proteinu A (RPA) na ssDNA a aktivaci
kontrolniho bodu S-faze BC (replika¢ni kontrolni bod) (Gong et al., 2010). TopBP1 je
st€Zejni pro spravnou aktivaci ATR (Cotta-Ramusino et al., 2011). Navic je komplex

vyzadovan pro spravnou fosforylaci proteint prostiednictvim ATR (Gong et al., 2010).

2.5.3 BRCAL1-C komplex

BRCA1-C komplex se sklada z proteinu BRCA1, proteinti Mrel 1-Rad50-Nbs1 (MRN
komplex) a CtIP (Greenberg et al., 2006). Vazba mezi BRCA1 a CtIP je zavisla na fosforylaci
CtIP (serin 327) (Yu and Chen, 2004). CtIP je aktivovana (fosforylaci na threoninu 847)
béhem S a G2-faze BC cyklin dependentnimi kinazami (Huertas and Jackson, 2009). CtIP
stimuluje nukleazovou aktivitu MRN komplexu a dojde k odstranéni casti 5° sekvence
na obou koncich DSB. BRCA1-C komplex je tedy zodpovédny za tvorbu 3" ptesahujicich
ssDNA vlaken v mist¢ DSB. Na vzniklou ssDNA se vaze RPA. CtIP také zajiStuje vazbu
ATR do mista DSB (Sartori et al., 2007). Touto funkci BRCA1-C komplex také piispiva
k zastaveni BC v S-fazi v zavislosti na vzniku poskozeni DNA (Yu and Chen, 2004).

Bylo zjisténo, ze aktivita CtIP v iniciaci tvorby 3" ssDNA nezavisi na BRCA1 (Polato
et al., 2014). V neptitomnosti BRCAL1 se ale snizuje rychlost a zkracuje se délka odstranéné
sekvence. BRCAT1 zvysuje uc¢innost BRCA1-C komplexu (Cruz-Garcia et al., 2014). BRCA1
z DSB odstranuje a brani vazbé proteint iniciujicich NHEJ. Tim BRCA1-C komplex pomaha
v S a G2-fazi BC uptednostnit pro opravu DSB HR (Escribano-Diaz et al., 2013).

2.6 Funkce BRCAl
2.6.1 Oprava poskozené DNA

Buiiky jsou béhem svého Zivota vystavovany vliviim vnéjSiho (UV, ionizujici zafeni
a rizné chemikalie) a vnitiniho (reaktivni kyslikové radikaly, spontanni deaminace) prostiedi,
které porusuji integritu jejich genoml. Builkky na tato poSkozeni odpovidaji aktivaci
nejruzngjsich signalnich drah, které vytst'uji v pozastaveni bunééného cyklu a aktivaci opravy
poskozeni DNA. Celkové se kaskdda téchto d¢&ji oznacuje jako DDR (,,DNA damage
response®) (O’Donovan and Livingston, 2010; Maréchal and Zou, 2013).
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zcela pfirozené, napiiklad pifi V(D)J rekombinaci, nebo crossing-overu VvV meidéze. DSB
vznikaji také vlivem vnéjSiho genotoxického stresu, nebo ionizujicim zafenim. Vzhledem
k soucasnému poskozeni obou vladken DNA neni pfitomno intaktni vlakno, které by mohlo
slouzit jako templat pro spravnou opravu. Takové poskozeni byva opraveno jednim ze dvou
hlavnich zptsobi: NHEJ nebo HR. Vybér opravného mechanismu zavisi zejména
na fazi BC, ve které k poskozeni dojde. Selhani opravy poskozené DNA vede ke smrti buriky.
Spatna oprava miiZze mit za nasledek mutace a pfestavby chromosomi, jejichz nahromadéni
vede ke karcinogenezi (O’Donovan and Livingston, 2010). Na opravach DSB se podili
mnoho proteini. BRCA1 pfti opravach DNA funguje jako proteinova platforma, diky které se
do mista DSB mohou vazat dalsi proteiny (Scully et al., 1999). BRCAI se ucastni jak HR,
tak NHEJ (O’Donovan and Livingston, 2010; Daley and Sung, 2014).

2.6.1.1 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace je reparacnim mechanismem, ktery pievlada v pozdni S a G2
fazi BC, kdy jako templat pro opravu slouzi sesterska chromatida (Wilson et al., 2010).
Vzhledem K pouziti sesterské chromatidy jako templatu opravy V relativné dlouhych

homolognich tsecich, je HR ozna¢ovana jako bezchybny proces (Obr. IV).

Homologni rekombinace je koordinovana hierarchickou vazbou ucastnicich se
proteini. DSB je rozeznan komplexem proteint Mrell — Rad50 — Nbsl (MRN komplex),
ktery udrzuje konce poskozené DNA v blizkosti. MRN komplex vaze a aktivuje ATM kindzu
(Uziel et al., 2003).

Seskupovani proteinii v mist¢ DSB je zavislé na fosforylaci histonu H2AX v misté
poskozeni (Paull et al., 1999). H2AX je fosforylovan na specifickém misté (lysin 139)
aktivovanymi ATM a ATR kindzami v odpovédi na vznik DSB a vznika tak yH2AX.
(Rogakou et al., 1998). YH2AX je nasledné rozpoznan proteinem MDC1 (,,Mediator of DNA
damage checkpoint protein 1°), ktery se do mista DSB vaze pravé prostiednictvim yH2AX
a ATM. Pritomnost MDCI1 spousti Sifeni signalu (fosforylace H2AX) po histonech v okoli
DSB (Lou et al., 2006).

Nasleduje prepnuti signalu z fosforylace na ubikvitinacii Na MDC1 se vaze
E3 ubikvitin ligiza RNF8, ktera ubikvitinuje YH2AX histony v okoli DSB na lysinu 63
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(Mailand et al., 2007, Plans et al., 2006). Na ubikvitinované histony se vaze dalsi E3 ubikvitin
ligaza, ktera signal amplifikuje. Ubikvitinovy signal je rozpoznan BRCA1-A komplexem
(Mailand et al., 2007; Doil et al., 2009), ktery se spolu s BRCA1-C komplexem podili
na rozsahlé resekci volnych koncti poskozeného chromosomu (Obr. 1VDb). Takto vzniklé
jednofetézcové presahy jsou stabilizovany pomoci RPA proteinu. Ten je v dalsi fazi HR
nahrazen Rad51, ktery se ssDNA tvoii tzv. nukleoproteinovy filament (Yu et al., 2001).
Homologni rekombinace spoé¢iva v invazi tohoto nukleoproteinového filamentu do intaktni
sesterské chromatidy (Sung and Robberson, 1995). Po nalezeni komplementarni sekvence
na sesterské chromatidé, dochazi ke tvorbé D-vlasenky (Obr. IVc). Oba 3'ssDNA konce
poskozené DNA s komplementarni sekvenci hybridizuji a slouzi jako primery pro syntézu
DNA (Obr. IVd). Po dokonc¢eni opravy dochazi ke tvorbé Hollidayovy struktury (Obr. 1Ve)
(Schwacha and Kleckner, 1994; O’Donovan and Livingston, 2010), ktera je v kone¢né fazi
rozruSena a konce DNA jsou spojeny (Svendsen et al., 2009). Podle sméru rozruSeni
Hollidayovy struktury dochazi ke crossing-overu (Obr. IVf) nebo k obnoveni puvodni

chromatidy (Obr. 1Vg). Crossing-over je ale v HR velmi vzacny (Johnson and Jasin, 2000).

/
’

Obr. 1V: Homologni rekombinace. Po indukci dvouretézcového zlomu (a) dochdzi k resekci volnych
koncit poskozené DNA (b), invazi nukleoproteinového filamentu do sesterské chromatidy vznikd
D-vidasenka (c), opravou DNA podle sesterské chromatidy a vznika Hollidayova struktura (d),
k prerusenim struktury dochdazi k obnoveni piivodni chromatidy (castéjsi) (e) nebo ke crossing-overu

.
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2.6.1.2 Nehomologni spojovani volnych konci

Primarnim mechanismem opravy DSB u vysSich eukaryot je NHEJ (Takata et al.,
1998). Pti tomto procesu je poskozené misto chromosomu rozeznano a vazano heterodimerem
proteini Ku70-Ku80 (Cary et al., 1997). Na takto vznikly senzoricky komplex se do mista
poskozeni vaze katalyticka podjednotka DNA-dependentni kindzy (DNA-PKcs) (Gottlieb
and Jackson, 1993). Interakci DNA-PKcs na obou koncich zlomu dojde Kk pfibliZzeni obou
koncii DNA, ¢imz dojde k aktivaci kinazového komplexu (DeFazio et al., 2002) a spojeni
obou volnych konci DNA ligdzou IV. DNA ligaza IV se do mista poSkozeni vaze

Vv proteinovém komplexu (Lieber et al., 1997).

V misté DSB dochazi k poskozeni bazi. Proto pfed spojenim konci DNA musi dojit
k Gpravé téchto poskozenych bazi. Poskozené baze jsou odstranény proteinem Artemis, ktery
se do mista DSB vaze diky DNA-PKcs (Moshous et al., 2001; Ma et al., 2002). Odstranénim
poskozenych bdzi vznikaji na koncich DNA ptfesahy a mezery, které jsou zaplnény
specifickou polymerazou. Vysledkem tohoto procesu miize byt ztrata sekvence a proto je
NHEJ oznacovan jako chybovy. K upravé konci DNA v misté poskozeni ale neni
vyzadovano vzdy (Guirouilh-Barbat et al., 2007). Mista poSkozeni, ktera jsou opravena

pomoci NHEJ, tedy mizou, ale nemusi po opravé obsahovat mutaci.

Existuje jeSté dal§i zplisob spojovani nehomolognich konci, alternativni NHEJ
(alt-NHEJ), jehoz vysledkem je vzdy mutace v opravované sekvenci (Feldmann et al., 2000;
Yan et al., 2007). K alt-NHEJ pfistupuje bunika v ptipad€, Ze neni sekvenci mozné opravit
klasickym NHEJ (Yu and Gabriel, 2003). V blizkosti opravované sekvence dochazi k hledani
mikrohomologii, na jejichz zakladé mtze dojit ke spojeni konct. Pfi hledani mikrohomologii
Vv ramci opravy alt-NHEJ se uplatiiuje nukleazova aktivita komplexu MRN (Rass et al., 2009).
Alt-NHEJ je také nezavisly na heterodimeru Ku80-Ku70. Naopak je tomu u klasického
C-NHEJ, jehoz pribéh je zavisly na vazbé heterodimeru Ku70-Ku80 k mistu DSB
(Jiang et al., 2013). Heterodimer je kmistu u DSB vazan a stabilizovan diky BRCAI.
V pribé¢hu G1 fize BC BRCA1 v mist¢ DSB preferencné vaze heterodimer Ku70-Ku80
a tim podporuje c-NHEJ. Alt-NHEJ je BRCA1 inhibovan (Dohrn et al., 2012). Béhem S a G2
faze BC se ale afinita BRCA1 méni a dochazi k formovani komplext zodpovédnych za HR
(Chen et al., 2008; Jiang et al., 2013).
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2.6.2 Regulace centrosomu

V cytoplasmé BRCAL reguluje duplikaci centrosomu, ktery je zakladem mitotického
vieténka a vznika polymerizaci tubulinu (Moritz et al., 1995). Ve struktufe BRCA1 byly
objeveny dvé oblasti schopné vazby ke y-tubulinu (Hsu et al., 2001; Tarapore et al., 2012).
Ty ale pro vazbu BRCAL1 Kk centriolu nejsou esencidlni, protoze pro vazbu postacuje
kombinace N a C-terminalnich sekvenci proteinu (Brodie and Henderson, 2012). BRCA1
prostfednictvim  ubikvitinace  y-tubulinu negativné ovliviiluje  funkci  centrosomu
jako iniciatoru polymerizace mikrotubuld (Sankaran et al., 2005). Ubikvitinace y-tubulinu
také inhibuje duplikaci centrosomu. Pro funkci regulace duplikace centrosomu ale BRCA1
vyzaduje svého vazebného partnera BARDI1 (Starita et al., 2004). BRCAL je k centrosomu
dopravovan samostatné. K sestaveni heterodimeru BRCA1-BARD1 dochazi az na centriolu

(Brodie and Henderson, 2012).

Prostifednictvim BRCA se na centrosom vazi dalsi proteiny zapojené do kontroly BC.
Pokud nejsou mitotické mikrotubuly spravné navazany na chromosomy, dochazi k inhibici
komplexu podporujiciho anafazi (Wang et al., 2004). E3 ubikvitin ligizova aktivita
heterodimeru BRCA1-BARD se také uplatituje pfi sestavovani mitotického vieténka (Joukov
et al., 2006).

2.6.3 Apoptoza

Export proteinu BRCAL z jadra a jeho akumulace v cytoplasmé je spojovana s indukci
a regulaci programované bunécné smrti (Fabbro et al., 2004). Ke smrti bunky nestaci pouze
neuspésna oprava poSkozené DNA nebo ztrata funkce BRCA1 v opravé DNA. Musi také dojit
k exportu BRCA1 z jadra. Export BRCA1 a jeho nahromadéni v cytoplasmé je nasledek
neuspéSného opraveni poskozené DNA a to nejen mechanismem HR, ale napiiklad
1 nukleotidovou excisni opravou. BRCAT1 aktivuje apoptdozu pomoci vnitini signalni drahy,
kdy dochazi ke $tépeni a aktivaci kaspazy 9 (Wang et al., 2010). Inhibitorem BRCAl
indukované apoptozy je BARDI. Pro export BRCA1 z jadra musi dojit k disociaci komplexu
BRCA1-BARDI a odkryti NES (Fabbro et al., 2004). Cytosolicka lokalizace BRCA1 muze
tedy spojovat netspéSnou opravu poSkozené DNA a naslednou indukci apoptozy (Wang et al.,

2010).
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2.7 Alternativni sestrih

V lidském genomu se nachazi asi 20 000 protein-kodujicich sekvenci, které po ptrepisu
do prekurzorové mRNA (pre-mRNA) podléhaji post-transkripénim zménam - sestfihu
pre-mRNA. Konstitutivim sestiihem vznikaji zralé mRNA v celé délce kodujici sekvence
odpovidajiciho genu. Alternativnim pre-mRNA sestithem (AS) vznikaji transkripty lisici se
od kodujici sekvence. Pfedpoklada se, ze alternativnimu pre-mRNA sestfihu podléha vice
nez polovina gent lidského genomu (Lander et al., 2001). Diky AS vznika velké mnozstvi
transkriptti (zralych mRNA) z malého mnozstvi geni (Caceres and Kornblihtt, 2002).
Alternativni sestiih je tedy z velké miry zodpovédny za proteinovou diverzitu. Diky zméné
kodujici sekvence gent a nasledné struktufe proteinového produktu mohou diky AS vznikat
proteinové izoformy s velmi odliSnymi biologickymi vlastnostmi a tedy i funkci. Bylo
zjisténo, Ze vznik riznych sestfihovych variant jednoho genu muze byt tkanové specificky
(Wang et al., 2008). Vlivem AS muze rovnéz dochazet ke zméné &teciho ramce
(Clark and Thanaraj, 2002). Pokud pfi tom vznikne pfed¢asny terminac¢ni kodon, jsou
prislusné molekuly mRNA rozpoznavany a specificky degradovany procesem ,,non-sense
mediated decay* (NMD). Alternativni sestfih byl rovnéz prokazan v nekodujicich oblastech
nékterych gent s vyznamnym dopadem na regulaci exprese (Matlin et al., 2005). Vzhledem
k t¢émto skute¢nostem je AS jednim z velmi dulezitych kroka regulace genové exprese a je

velmi piesné regulovan.

Funkéni jednotkou sestfihu je spliceosom. Spliceosom se skladd z malych jadernych
ribonukleoproteinovych jednotek Ul, U2, U5 a U4/U6 (snRNP) a dalsich sestiihovych
faktortt (Obr. V) (Caceres and Kornblihtt, 2002). Pro formovani spliceosomu jsou diilezita
vysoce konzervovana sestiihova mista nachéazejici se na 5° (GU) a 3" (AG) koncich intront,
,branch point“ a poly-pyrimidinovy trakt nachazejici se taktéz v sekvenci intront (Obr. Va).
Pro katalytickou aktivitu spliccosomu je dulezity adenin obsazeny v sekvenci ,branch
pointu®, ktera je YNCURAY (Y = pyimidin, R = purin, N = nukleotid) (Obr Va) (Moore et

al., 1993). Skladani spliceosomu probiha formovanim nékolika komplexti (Obr Vb —e).

Ko-transkripéné se na noveé vznikajici pre-mRNA vazi heterogenni jaderné
ribonukleoproteiny (hnRNP) a sestfihové faktory, které tvoii H komplex. Nasledné¢ dochazi
K rozpoznani 5” sestfihového mista podjednotkou U1, branch point rozpoznava ,,branch point*
vazebny protein (BBP — ,branch point binding protein“) a polypyrimidinovy trakt

a 3’ sestfthové misto rozpoznava protein U2AF. Pokud jsou pfitomny zesilovace sestiihu,
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tak dochazi k jejich rozpoznani pomoci na serin bohatych (SR — ,serine-rich®) proteint
(Shen et al., 2004). Takto vznika E komplex (Obr. Vb). Vazbou podjednotky U2 na ,,branch
point“ a disociaci BBP vznika A komplex (Obr. Vc). Vramci A a E komplexi dochazi
interakcemi mezi U1 snRNP a U2AF K piiblizeni 5" a 3" sestfihovych mist (Obr. V¢). Vazbou
podjednotky U5 na 3" sestfihové misto a podjednotky U4/U6 na 5” sestiithové misto vznika
B komplex (Obr. Vd). Katalyticky aktivni C komplex poté vznika disociaci podjednotky Ul
a U4 a vazbou ptidavnych sestiihovych faktora (Obr. Ve). Prostorové zmény v ramci
C komplexu umozni prvni transesterifikacni reakci mezi 5" sestifithovym mistem
a 2" hydroxylem adeninu obsazené¢ho Vv sekvenci ,branch pointu“ (Obr. Ve). Vznikly
3" hydroxyl na poslednim nukleotidu prvniho exonu umoznuje druhou transesterifikacni
reakci. Dojde ke spojeni exont a vyStépeni intronu (Matlin et al., 2005; Smith and. Valcarcel,
2000).
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Obr. V: Spliceosom. Sekvence diilezité pro sestavovani spliceosomu (a); E komplex: Ul snRNP se vaze
k 5" sestiihovému mistu, BBP se vdze k branch pointu, U2AF se vdzZe k polypyrimidinovému traktu
a k 3’ sestrihovému mistu (b); A komplex: U2 snRNP se vaze k branch pointu a BBP disociuje, dochazi
k priblizeni 5" a 3’ sestiihového mista (C); B komplex: U4/6 snRNP se vdzZe na 5 sestiihové misto,
U5 se vaze na 3’ sestrihové misto (d); C komplex — enzymaticky aktivni spliceosom: vazba mezi
podjednotkami (zelend hvézda), prvni transesterifikacni reakce je zprostredkovana adeninem v sekvenci

branch pointu (zakrouzkovano cervené) (e).
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Sestfih vyzaduje také fadu sestfihovych faktort a regulatord. Primdrni pre-mRNA
interaguji s rozmanitou skupinou jadernych proteini (hnRNP — | heterogenous nuclear
ribonucleoprotein®) a tvoii ribonukleoproteinovy komplex (hRNP komplex). Jednotlivé
hnRNP maji individualni sekvenéni specifitu (Krecic and Swanson, 1999). Tvorba hnRNP
komplexu ma za nasledek sbalovani pre-mRNA aurCovani jejiho osudu
(Smith and Valcarcel, 2000). Takovéto sbalovani pre-mRNA ovliviiuje sestfih piiblizenim

vzdalenych exonu a parovanim vzdalenych sestfihovych mist (Blanchette and Chabot, 1999).

Alternativni sestfih oproti konstitutivnimu sestfihu vyuziva i odliSné sestfihova mista.
Regulace sestiihu a vybér sestfihového mista zavisi na specifickych sekvencich umisténych
v exonech. Jsou to zesilovace nebo zeslabovace sestfihu, které jsou rozpoznavany obecnymi
sestfihovymi faktory (GSF — ,,general splicing factors®). Rozdily v koncentraci GSF vedou

ke zménam ve vybéru sesttihovych mist (Caceres et al., 1994).

Pozitivn¢ sestiih reguluji zesilovace — enhancery (ESE — ,,exon splicing enhancers®).
K sekvencim ESE se vazi proteiny rodiny SR. Vazba SR proteini k ESE je nezbytna
pro tvorbu spliceosomu a vybér sestiihového mista (Caceres et al., 1994). SR proteiny jsou
konzervované proteiny, skladajici se z jednoho nebo dvou RNA-rozpoznavajicich motivl
(RRM) a C-terminalni (RS) domény. RRM doména se vaze na ESE a rekrutuje dalsi proteiny
spliceosomu (snRNP), které se vazi na RS doménu (Wu and Maniatis, 1993; Kohtz et al.,
1994). Svou ulohu ve formovani spliceosomu hraji také proteiny pfibuzné SR proteinim
(,,SR-related”). Mezi ,SR-related” proteiny fadime snRNP Ul a U2AF (Caceres
and Kornblihtt, 2002).

Negativné sestiih regulujici zeslabovace — silencery (ESS — ,,exon splicing silencer®)
jsou rozpozndvany hnRNP. Vazba hnRNP na ESS maskuje blizka sestfihovd mista,

ktera nemohou byt vyuzita pro sestiih (Caceres and Kornblihtt, 2002).

2.7.1 Regula¢ni uloha alternativniho sestfihu

Alternativni pre-mRNA sestiih hraje regulacni ulohy v tfadé bunécénych procest.
Nejlépe je tato skuteCnost zdokumentovéna na genu Bcl-2, ktery se v fad¢ bunék ptirozené
exprimuji ve dvou AS izoformach. Ty jsou oznacovany jako ,long“ — Bcl-xl
a ,short“ — Bcl-xs. Biologicka aktivita obou téchto variant je naprosto odliSna.

Zatimco Bcl-xs ma siln¢ pro-apoptotické G¢inky, izoforma Bcl-xI je naopak antiapoptoticka.
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O vysledné aktivit¢ produktu exprese genu Bcl-2 rozhoduje ptevazujici koncentrace
jednotlivych AS variant (Boise et al., 1993). Da se predpokladat, ze podobny mechanismus je
uplatnovan 1 pii regulaci biologické aktivity fady jinych geni. V takovém ptipad¢, by kazdy
aberantni zasah do regulace AS mél za nasledek naruSeni pfislusného biologického procesu.
Pokud by se to tykalo tumor supresorovych geni, nebo proto-onkogenti, mohla by deregulace
alternativniho pre-mRNA sestfihu byt jednim z faktorl, ktery je zodpovédny, nebo se podili,

na procesu maligni transformace.

2.7.2 Alternativni sestfih BRCA1l

U jedinci nesoucich mutaci genu BRCA1 v zarode¢nych bunkach se vyskytuje
hereditarni forma karcinomu prsu a ovarii (Orban and Olah, 2003). Proto by se dalo
predpokladat, ze pacienti se sporadicky vznikajicimi karcinomy nesou mutace genu ve svych
somatickych buiikdch. OvSem studie soustfed’ujici se na sporadické karcinomy prsu a ovarii
odhalily, Ze mutace genu BRCAL v somatickych buiikach jsou velmi vzacné (Russell et al.,
2000; Van Der Looij et al., 2000). Vznik sporadickych karcinomu c¢astéji vyvolavaji zmény
v regulaci genové exprese (Di et al., 2010). Ve vzorcich tumorti prsni tkané se objevuji AS
varianty genu BRCA1 ve zménéném mnozstvi oproti zdravé tkani. U nemocnych pacientl se
také vyskytuji AS varianty bez znamych funkci. Tyto odchylky jsou zpiisobovany zménami
na urovni regulace alternativniho sestiihu — mutace v regula¢nich sekvencich nebo zména
zastoupeni regulacnich proteinti (Schwartz et al., 2008). V piipadé karcinomu prsu se ale zda,

ze mutace Vv sestiihovych mistech se objevuji velmi ziidka (Romero et al., 2015).

Do dnesni doby bylo v krevnich vzorcich a rovnéz ve vzorcich prsni tkan¢ objeveno
63 sestiihovych variant genu BRCAL (Colombo et al., 2014; Romero et al., 2015). Vétsina
téchto alternativnich sestfihovych variant pfedstavuje z kvantitativniho hlediska minoritni ¢ast
celkového transkriptu. Ve vysSich koncentracich se ve tkanich vyskytuji tfi varianty — A8,9
(postradajici exon 8 a 9), A10q (postradajici ¢ast exonu 10) a A8,9,10q (postradajici exon 8, 9
a Cast exonu 10) — které jsou oznacCovany jako pre-dominantni (Colombo et al., 2014),
coz znamend, ze tvoii vice nez 10 % celkového transkriptu genu BRCAL. Na rozdil
od vzorkd tkani zdravych jedincli, bylo ve vzorcich nddorové tkané identifikovano
27 pre-dominantnich sestfihovych variant. Pfitom nebyly potvrzeny zadné AS varianty genu
BRCA1, které by byly exprimovany vyhradné v prsni tkani (Romero et al., 2015). Zména
regulace exprese a mnozstvi pre-dominantnich AS variant je také spojend s karcinogenezi

(Orban and Olah, 2003).
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Sestiihové varianty genu BRCAL lIze podle funkce rozdélit do dvou skupin —
inaktivujici a jiné. Do skupiny inaktivujicich mRNA AS variant se fadi ty, které translaci
neposkytuji funkéni protein. Patii sem také varianty, v jejichz sekvenci vznikd piedcasny
STOP kodon a jsou degradovany prostfednictvim NMD. Dale varianty, u nichZz sestiih
postihuje dulezité proteinové domény (BRCT a RING domény). Do kategorie jiné se fadi AS
varianty zachovavajici plivodni Cteci rdmec a varianty modifikujici nepfekladand mista

MRNA (Romero et al., 2015).

Vzhledem Kk velikosti exonu 10 se da ocekavat, ze AS varianty A10q nebo A10, se
budou Vv porovnani s funkci ,,full-length® proteinu lisit nejvice (Orban and Olah, 2003).
Pre-dominantni AS varianta A10q vznikd vybérem 5° sestfihového mista nachéazejiciho se
v sekvenci exonu 10. Vysledny protein postrada oba NLS. Do jadra mliZe byt izoforma A10q
importovana pomoci jiné, alternativni, drahy. Pokud ale neni mozny jaderny import
ani pomoci alternativni drahy, stava se protein vyhradné cytoplasmatickym (Qin et al., 2011).
V zavislosti na své lokalizaci ma tato izoforma vliv na proliferaci bunék prsni tkané
a potencidlné i1 na maligni transformaci. Cytoplasmatickd forma proteinu podporuje
proliferaci bun¢k. Naopak nadprodukce zvySuje mnozstvi jaderné formy proteinu,
ktera indukuje apoptozu (Maniccia et al., 2009). V ptitomnosti ,,wild-type* (wt) p53 je totiz
varianta A10 i A8,9,10q schopna transaktivovat promotor genu p21 (Lu and Arrick, 2000).
Velmi podobné¢ se chova varianta A10, ktera postrada cely exon 10. Studie
na mySich modelech odhalily, Ze nadprodukce (over-exprese) A10 je spojena s indukci
apoptozy (Bachelier et al., 2002). Naopak absence této varianty je spojena s abnormalitami,

hromadénim poskozeni buriky a vznikem tumort (Kim et al., 2006).
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3 Material a metody
3.1 Priprava expresnich vektori

V prvnim kroku pfipravy expresnich vektorGi byly piipraveny kodujici sekvence
alternativnich sestfihovych variant, které se 1i$i od pfirozené kodujici sekvence genu BRCA1
(WtBRCAL). Tyto sekvence poté byly zaklonovany do expresnich vektort pcDNA3.1 Hygro
(Invitrogen) a pm-Cherry-C1 (Clontech). Takto pfipravené konstrukty byly transformovany
do buné¢k. Dale byly vybrany pozitivni kolonie bun¢k, které byly sekvenovany.

3.1.1 Priprava AS variant

Pro pfipravu AS variant s deleci exonu 5 (BRCA1AS5) a exonu 10 (BRCA1A10) byla
pouzita metoda sestiihové PCR (Obr.VI a VII), kdy byl jako templat pro reakci pouzit vektor
pcDNA3.1 Hygro se zaklonovanou  kodujici sekvenci genu BRCA1
(pcDNA3.1-wtBRCAL1), ktery byl poskytnut prof. Harkinem (Quinn et al., 2003).

Postup metody PCR sestfihu pomoci niz byla vytvofena AS varianta BRCAIAS je
znazornén na obrazku VI. Byly navrzeny dvé sady primert pro PCR A (del5/10Af, del5Ar)
a B (del5Bf, del5Br) (Tab. I). Pii pfipravé varianty BRCA1AS5 byla amplifikovana cela
koédujici sekvence genu BRCAL pfed exonem 5. Kodujici sekvence za exonem 5 byla
amplifikovana asi do poloviny exonu 10 za restrikéni misto pro enzym Kpnl (New England
Biolabs).
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PCRA PCRB
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Obr. VI: PCR sestith pro AS variantu BRCAIAS. Pro pripravu alternativni sestiihové varianty
BRCAIA5 byla pouzita metoda sestrihové PCR. N prvnim kroku (a) byly amplifikovany dva useky
DNA obklopujici deletovany exon 5. Byly pouzity dvé sady primerii (PRC A, PCR B). Vnitini primery
(del5Ar a del5Bf) byly castecné komplementdrni. Vnéjsi primer del5/10Af obsahoval ve své ,,flanking
sekvenci restrikcni misto pro restrikcni endonukleazu Hindl\l. Vnéjsi primer del5Br nasedal do druhé
péloviny exonu 10 za restrikéni misto pro enzym Kpnl.. Ve druhém kroku (b) (2nd PCR) byly vznikié
sekvence spojeny na zdakladeé homolognich usekii. Byly pouzity vnejsi primery z reakci A a B.

Tab I: Sekvence primerii pro PCR sestiih.

Nazev primeru | Sekvence primeru

del5/10Af 5" - CAAGCTTGACCTGGATTTATCTGCTC -3’

del5Ar 5"—CGTACTTTCTTGTAGGCTCTTGCAAAATATGTCACTGG -3
del5Bf 5" - CCAGTGACATATTTTGCAAGAGCCTACAAGAAAGTACG -3
del5Br 5" - CCCAATGGATACTTAAAGCCTTCTG -3
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Postup metody sestfihové PCR pomoci niz byla vytvofena AS varianta BRCA1A10 je
znazornéna na obrazku VII. Opét byly navrzeny dvé sady primert pro PCR A (del5/10Af,
del10Ar) a B (del10Bf, del10Br) (Tab Il.). Pfi pfipravé BRCA1A10 byla amplifikovana cela

kodujici sekvence pied i za exonem 10.

PCR A PCRB
H_-‘_rm']ll\ del5/10AF del10BE
S - f‘}f / / // . 3
3 }::DNﬂll‘UEktDl'X exon 2 // exon 9 K exonll /exnnll // pcDNA}lvekE::.
/ [/ ] 1
del10Ar l del10Be N\ Aol
a)
: 3
3 5
2nd PCR
del10Af
—
b) 5
il )
-
dell0Br

Obr VII: PCR sestiih pro AS variantu BRCAIA10. Pro piipravu alternativai sestiihové varianty
BRCAIA10 byla pouzita metoda sestiihové PCR. N prvnim kroku (a) byly amplifikovany dva useky
DNA obklopujici deletovany exon 10. Byly pouzity dvé sady primerit (PRC A, PCR B), kdy vnitini
primery (dell0Ar a dellOBf) byly castecné komplementarni a vnejsi primery (del5/10Af a dell0Br)
obsahovaly ve své ,,flanking “ sekvenci restrikcéni mista pro enzymy Hindlll a Xhol. Ve druhém kroku
(b) (2nd PCR) byly vzniklé sekvence spojeny na zdikladé homolognich usekii. Byly pouzity vnéjsi
primery z reakci A a B.

Tab. 11. Sekvence primerit pro PCR sestiih BRCA1A410.

Nazev primeru Sekvence primeru

del5/10Af 5" - CAAGCTTGACCTGGATTTATCTGCTC - 3’
del10Ar 5" — CCCAGATGCTGCTTCACCCTTTTTTGCAG -3’
del10Bf 5" - CTGCAAAAAAGGGTGAAGCAGCATCTGGG -3’
del10Br 5" - GACCTCGAGCAGTCAGTAGTGGCTG - 37
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V prvnim kroku PCR sestfihu bylo do reakéni smési napipetovano 5 pl 10krat
koncentrovaného (10x) TaKaRa La Taq pufru (Clontech), 8 ul smési deoxy-ribonukleotid
trifosfatd (ANTP’s), 1 pul primeru 1, 1 pl primeru 2, 0,2 ul TaKaRa La Taq polymerazy
(Clontech), 0,5 ul templatu (pcDNA3.1-wtBRCA1 — 200 ng) a reakce byla doplnéna do 50 pl
deionizovanou vodou (dH,0). Po promichani reak¢nich smési a stoceni na stolni centrifuze
(Sigma) nasledovala amplifikace. Pocate¢ni denaturace probihala 45 sekund pii 95 °C. Dale
bylo vyuzito dvou cykla. V prvnim cyklu bylo vyuzito tzv. touch-down PCR, kdy pfi kazdém
opakovani cyklu dochéazi ke snizeni teploty, pfi které dochédzi k nesedani primert. Prvni
cyklus — 30 sekund (sec) pii 95 °C, 30 sec pii 68 az 52 °C a 3 minuty (min) a 20 Sec
pii 68 °C — probihal 16krat. Druhy cyklus — 30 sec pii 95°C, 30 sec pii 56 °C 3 min a 20 sec
pii 68 °C — probihal 12krat. Kone¢na elongace probihala 10 min pii 72 °C. PCR A a B
probihaly v oddélenych reakcich.

Vzniklé¢ PCR fragmenty byly piecistény pomoci elektroforetické separace. Fragmenty
byly naneseny na 0,7% agarézovy gel a déleni podle molekulové hmotnosti probihalo
40 minut pti 90 V. Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit O’Gene ruller DNA ladder
mix (Fermentas). Bandy s odpovidajici velikosti byly vyizolovany pomoci Zymoclean Gel
DNA Recovery kitu (Zymo Research).

Ve druhém kroku PCR sesttihu (2nd PCR) doslo ke spojeni sekvenci vzniklych PCR
A a PCR B (Obr. VIb a VlIb). Jako primery byly pouzity forverdové primery z PCR A
a reverzni primery z PCR B (Tab. | a Il). Jako pozitivni kontrola byly pouzity fragmenty
zPCRAaB.

Do reakce bylo napipetovano 5 ul 10x TaKaRa La Taq pufru, 8 pul dNTP’s, 1 pl
primeru 1, 1 ul primeru 2, 0,2 pl TaKaRa La Taq polymerazy. Z PCR A a B bylo do reakce
napipetovano tolik, aby reakce obsahovala 200 ng z PCR A i B. Cela reakce byla doplnéna
do 50 pl dH20. Po promichani a stoeni zkumavky probihala amplifikace. Pocate¢ni
denaturace probihala 45 sec pii 95 °C. Cyklus — 30 sec pii 95 °C, 20 sec pii 58 °C,

5 min pii 68 °C — se opakoval 22krat. Kone¢na elongace probihala 15 min pti 68 °C.

PCR produkt po 2nd PCR byl piecistén pomoci agardézové elektroforézy (0,7%).
Elektroforéza probihala 40 minut pii 90 V. Jako standard molekulové hmostnosti byl pouzit

O’Gene ruller DNA ladder mix. Bandy odpovidajici velikosti AS variant byly vyizolovany
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pomoci Zymoclean Gel DNA Recovery kytu. Po izolaci byly zméfeny koncentrace AS

variant ve vzorcich.

Vysledna sestiihova varianta BRCA1AS5 obsahovala na 5" konci restrikéni misto
pro enzym HindIll a na 3" konci restrikéni misto pro enzym Kpnl. Sestfihova varianta
BRCAI1A10 obsahovala na 3" konci restrikéni misto pro enzym Hindlll a na 5 konci
restrikéni misto pro enzym Xhol. Tato restrikéni mista umoznovala ligaci do expresnich

vektora.

3.1.2 Ligace

S S

Piecisténé PCR produkty byly nejprve zaligovany do Klonovaciho vektoru pCR2.1
(Invitrogen). Dtivodem byla nizkd koncentrace PCR produktd po preciSténi. Ligace
do vektoru pCR2.1 nevyZzaduje oSetteni PCR produktii restrikénimi endonukledzami, kdy by
mohlo po dal$im pfecisténi dojit ke dalSimu snizeni koncentrace. Vektor pCR2.1 nesouci AS

varianty tedy slouzil jako zasobni zdroj AS variant.

Vektor pCR2.1 obsahuje pro selekci pozitivnich klonti lacZ operon a rezistenci
pro ampicilin nebo kanamycin. V nasem ptipadé bylo vyuzito rezistence k ampicilinu (Sigma
Aldrich). Pro ligaci do vektoru byl pouzit TA cloning kit (Invitrogen). Po transfekci byly
vybrany pozitivni klony bun¢k a konstrukty v buiikdch byly osekvenovany. Klony nesouci
nami pozadované konstrukty byly pouzity jako zdroj insertu pro ligaci do vektoru
pcDNAS3.1 Hygro.

3.1.2.1 Priprava expresniho vektoru pcDNA3.1

Expresni vektor pcDNA3.1 Hygro (Obr. VIII) byl vybran pro své rozsahlé klonovaci
misto, obsahuje cytomegalovirovy promotor, pUC pocatek replikace a pro selekci v E. Coli

obsahuje gen pro rezistenci k ampicilinu a hygromycinu.

S pomoci piislusnych restrikénich enzymi byla provedena dvojita restrikce AS variant
BRCA1AS5 a BRCA1A10 (insertu) ve vektoru pCR2.1 a nasledna ligace insertu do expresniho
vektoru pcDNA3.1 Hygro obsahujiciho celou kodujici sekvenci genu BRCAL
(pcDNAS3.1-wtBRCAT1). Tento vektor byl linearizovan a oSetfen stejnymi restrik¢nimi

enzymy jako insert. Koneénym produktem ligace byly expresni vektory pcDNA3.1 Hygro
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nesouci sekvenci AS varianty BRCATAS (pcDNA3.1-BRCA1AS5) nebo sekvenci alternativni
sestiihové varianty BRCA1A10 (pcDNA3.1-BRCA1A10).

Restrikce a ligace probihaly soubézné v jedné reakéni smési. Do liga¢ni reakce byly
pridany 2 pul 10x pufru Cut Smart (New England Biolabs), 1 pl restrikéniho enzymu Hindlll,
0,5 ul restrikéniho enzymu Kpnl (BRCA1AS) nebo Xhol (BRCA1A10), 2 ul ATP a 1 pl T7
DNA ligazy (New England Biolabs). Podle koncentrace DNA ve vzorcich vektoru a insertu
bylo do reakce pfidano takové mnozstvi, aby pomér vektor : insert odpovidal poméru 5 : 1.
Dale se reakce doplnila do 20 pl dH,O. Obsah PCR mikrozkumavky byl promichéan a stocen
na stolni centrifuze. Mikrozkumavka byla vlozena do PCR cykléru. Ligace probihala 20 min
pti 37 °C, 20 min pti 21 °C, 15 min pii 37 °C, 25 min pii 21 °C, 10 min pii 37 °C a 30 min
pii 21 °C.

Obr VIII: Mapa vektoru pcDNA3.1 Hygro, pro ligaci AS varianty byly pouzity restrikcni mista
pro restrikéni endonukledazy Hindlll a Xhol.
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3.1.2.2 Priprava expresniho vektoru pmCherry-C1

Plasmid pmCherry-C1 (Obr. IX) byl vybran proto, Ze obsahuje gen pro cerveny
reportérovy protein m-Cherry. Pro selekci v E. Coli obsahuje gen pro rezistenci

ke kanamycinu.

Kodujici sekvence obou AS variant byly v piipadé piipravy vektoru pmCherry-C1l
vyStépeny z vektoru pcDNA3.1 Hygro a zaligovany do vektoru pmCherry-C1l. Ligace
probihala ve dvou restrikénich krocich. Divodem byla nekompatibilita restrikénich mist
v sekvenci vektoru pmCerry-C1 a insertu (AS varianty ve vektoru pcDNA3.1). Také jsme
chtéli docilit co nejlepsi fuze s referen¢nim genem, proto byla na 3" konci vektoru a 5 konci
insertu zvolena ligace dvou tupych konci. Kone¢nym produktem ligace byly expresni vektory
pmCherry-C1 nesouci kodujici sekvenci AS varianty BRCA1AS5 (pmCherry-BRCA1AS)
nebo kodujici sekvenci AS varianty BRCA1A10 (pmCherry-BRCA1A10).

V prvnim restrikénim kroku byl insert (pcDNA3.1-BRCA1AS5 nebo pcDNA3.1-
BRCA1A10) opracovan restrikéni endonukleazou Hindlll. Do reakce bylo ptidano 1,5 ul
10x pufru Cut Smart, 2 pl enzymu HindIII, 8 ul insertu a cela reakce byla doplnéna do 15 pl
dH,0. Vektor byl v prvnim kroku opracovan restrikéni endonukleazou BspEIl (New England
Biolabs). Do reakce bylo ptidano 1,5 ul 10x pufru 3.1 (New England Biolabs), 1 ul enzymu
BspEI 2 ul vektoru a reakce byla opét doplnéna dH,O do 15 pul. Mikrozkumavky s reakéni

smési byly promichany, stoceny na stolni centrifuze a inkubovany 45 minut pti 37 °C.

Ptesahujici konce linearizovaného vektoru 1 insertu byly v oddélenych reakcich
otupeny. Do reakce bylo piidano 9 ul DNA (vektor nebo insert), 10 ul 2x pufru
pro ,,blunting“ enzym (B. E; Sigma Aldrich) a 1 ul DNA B. E. Takto byly reakce inkubovany
5 minut pti 70 °C.

Nasledné byly obé reakce naneseny do jamek 0,7% agardézového gelu a probihala
elektroforéza 40 minut pti 90 V. Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit O'Gene
ruller DNA ladder mix. Bandy odpovidajici velikosti insertu a vektoru byly z gelu izolovany

pomoci Zymoclean Gel DNA Recovery kitu.

V druhém restrikénim kroku byly insert i vektor opracovany restrikéni endonukleédzou
Xhol. Reakce opét probihaly oddélené. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 1,5 ul 10X
pufru Cut Smart, 1 pl restrik¢ni endonukleazy Xhol, 9 ul DNA (insert nebo vektor) a cela
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reakce byla doplnéna dH,O do 15 ul. Mikrozkumavky byly promichany, stoCeny na stolni

centrifuze a inkubovany 45 minut pii 37 °C.

Ob¢ reakce byly opét naneseny na 0,7% agorozovy gel. Elektroforéza probihala
40 minut pii 90 V a poté byly bandy odpovidajicich velikosti izolovany pomoci Zymoclean
Gel DNA Recovery kitu.

Nésledovala ligacni reakce. Do mikrozkumavky byly napipetovany 2 pl liga¢niho
pufru pro T4 DNA ligazu (New England Biolabs), 1 pul T4 DNA ligazy (New England
Biolabs) a insert s vektorem. Bylo pfidano takové mnozstvi, aby reakce obsahovala 100 ng
insertu a 50 ng vektoru. Reakce byla doplnéna do 10 ul dH,O a byla inkubovana 2 hodiny
pti 20 °C.

Agel
{60

mCherry

HSV TK . Patl =
poly A+ ¢ ([969)
pmCherry-C1
4722 bp Pstl
{1260) 1 MCS
)
)US\i"r-’lOA
A poly
Kan/Neor S
i
A ~" f1
i
S;\:'ﬂl] Poyan. ™"
Sacl
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End mCherry  BspEl Bgll HindI1 EcoRI Al
13156 TAC ARCI TCC GGA CTC AGCA TCT CGA GCT CAA GCT TCE AAT TCT GCA GTC
Kpnl Nimal
Sall Sacll Smal
Acel Asp718 Apal BamHI Nbal* Bell

1363 GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC ATA
STOP STOP STOP

Obr. IX: Mapa vektoru pmCherry-C1, pro vloZeni sestiihové varianty byly pouzity restrikcni
endonukledzy BspE| a Xhol.
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3.1.3 Transformace kompetentnich bunék

Cely obsah liga¢ni reakce byl pfidan ke kompetentnim bunikam TOP 10F (Thermo
Fisher Scientific), které byly inkubovany 10 minut na ledu. Nasledujicich 30 minut byla
zkumavka s buitkami ponechéana na ledu. Poté byl proveden tepelny Sok, kdy byla zkumavka
s bunikkami na 30 sekund ponotfena do vodni lazné€ o teploté 42 °C a nasledné na 1 minutu
vracena na led. Po vyjmuti zkumavky z ledu bylo ptidano 250 ul S. O. C. (,,Super optimal
broth with catabolite repression®; Sigma Aldrich) média o pokojové teploté¢ a bunky byly
inkubovany pfi standardnich podminkach (37 °C a 5% CO2) v termoboxu (Sanyo). Po hodiné
inkubace byly bunky s médiem vysety na Petriho misku s LB agarem (Sigma Alrich).
V piipadé transformace bunék vektorem pcDNA3.1 Hygro obsahoval LB agar ampicilin
s antibiotikem (ampicilin nebo kanamycin; Sigma Aldrich). Nasledné¢ byly bunky inkubovany

pfi standardnich podminkéch ptes noc.

Naésledujici den byly narostlé kolonie jednotlivé preockovany do jamek 96jamkové
desticky. Kazda jamka obsahovala 200 pl LB média s antibiotikem (ampicilin
nebo kanamycin). Takto byly buiiky opét inkubovany pies noc pii standardnich podminkach.

3.1.4 PCR s buné¢nou suspenzi

Pro kontrolu, zda bunky obsahuji nami pozadovanou sekvenci, byla provedena PCR
s bunécnou suspenzi. Do PCR desti¢ky bylo napipetovano 10 pl rekéni smési obsahujici 1 pl
10x pufru RED Taq (Sigma Aldrich), 0,25 pl dNTPs, 0,25 pl primeru 1, 0,25 pl primeru 2,
1,25 pl bunécné suspenze (kazda jamka PCR desticky odpovidala ptislusné jamce 96jamkové
desticky), 0,5 ug RED Taq polymerazy (Sigma Aldrich) a 6,5 pl dH,O. Jako primery byly
pouzity vzdy dvojice vné&jSich primeri z PCR sestiihu (del5/10Af a del5Br, del5/10Af
a del10Br). Pro PCR program bylo pouzito dvou cykld. Prvni cyklus, ve kterém byla pouzita
touch-down PCR — 30 sec pii 94 °C, 30 sec pii 72 az 58 °C, 2 min pii 72 °C — se opakoval
15krat. Druhy cyklus — 30 sec pii 94 °C, 30 sec pii 60 °C, 2 min pii 72 °C — se opakoval
20krat. Iniciacni denaturace probihala 1 minutu pfi 95 °C a kone¢na elongace 8 minut

pii 72 °C.

Nésledné byla provedena elektroforéza v 0,7% agardézovém gelu, 40 minut pii 90 V.
Vzorky s odpovidajici velikosti PCR produktt byly z 96jamkové desticky nasazeny do 5 ml
LB média s antibiotikem (ampicilin nebo kanamycin). Vzorky byly inkubovany pies noc
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pti 37 °C na michacce (N-Biotek) s rychlosti nastavenou na 220 otocek/minutu. Dalsi den

byla ze vzorki izolovana DNA pomoci Jet Star Plasmid Purification kitu (Genomed).

3.1.5 Sekvenace

Pro sekvenaci byly pouzity kombinace nékolika primerd (Tab. Ill). Pro kazdy
Z primerti byla piipravena jedna reakce Skazdym vzorkem. V prvnim kroku sekvenace
probihala PCR amplifikace. Do reakce byl pridan 1 pl reakéniho pufru Big Die 3.1 (Applied
Biosystems), 1 ul 5x sekvena¢niho pufru ABI (Applied Biosystems), 0,2 ul primeru, 0,4 pl
DNA (o koncentraci asi 400 ng/ul) a reakce byla doplnéna dH,O do 5 pl. Sekvenaéni reakce
probihaly v 96jamkové sekvenacni desti¢ce. Po napipetovani reakci byla desticka promichana
a stocena na stolni centrifuze. Primarni denaturace probihala 3 minuty pti 96 °C. Cyklus —

10 sec pii 96 °C, 5 sec pii 50 °C, 4 min pii 60 °C — se opakoval 25krat.

Tab. III: Primery pouZité pro sekvenovini

Sekvence primerd Misto Sekvenace AS varianty
nasedani

5"— CAAGCTTGACCTGGATTTATCTGCTC — 3" | vektor BRCALAS5, A10

5"~ GATCAAGGAACCTGTCTCCAC -3’ exon 3 BRCAI1AS5, A10

5= CTCAAAAGACGTCTGTCTAC -3 exon 7 BRCAI1AS, A10

5"— CTCCCCAACTTAAGCCATGT -3’ exon 10 BRCA1A5

5"— AGATGATGGTGAAATAAAGG -3’ exon 10 BRCALAS

5"— AGTCAGCTCGTGTTGGCAAC -3’ exon 15 BRCAI1AS5, A10

5"— GACCTCGAGCAGTCAGTAGTGGCTG —3" | vektor BRCAI1AS, A10

K sekvenaéni reakci bylo pfidano 1,3 pl 0,125 mol/ml cerstvé pfipravené
ethylendiaminotetraoctové kyseliny (Sigma Aldrich), 1,3 ul 3 mol/ml octanu sodného (Sigma
Aldrich) o hodnoté pH 5,2 a 30 pl 100% etanolu (Sigma Aldrich). Po pfidani téchto reagencii
byla sekvenaéni desticka zvortexovana, 5 minut ponechdna pii pokojové teploté¢ a poté
centrifugovana 30 minut pii 3000 x g a 4 °C. Prebytek chemikalii byl z desticky odstranén.
Dale bylo do kazdé jamky ptidano 60 pl 70% etanolu (Sigma Aldrich) a nasledovala
centrifugace po dobu 20 minut pii 3000 X g a 4 °C. Prebytek etanolu byl opét odstranén,
vzorky v oteviené destiCce byly suseny 4 minuty pii 95 °C a poté ponechany 20 minut

pii pokojové teploté. Po inkubaci pii pokojové teploté bylo pfidano 12 pl formamidu (Sigma
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Aldrich), desticka byla zavickovana, zvortexovana, sto¢ena v centrifuze a ponechana
minimalné¢ 15 minut pfi pokojové teploté. Tésné¢ pred sekvenaci byly vzorky v desticce
denaturovany 2 minuty pii 95 °C a umistény na led. Pro sekvenaci byl pouzit sekvenator

ABI3130 (Applied Biosystem).

3.2 Modelové systémy

Jako modelovy systém pro analyzu aktivity HR a chybovosti NHEJ (DNA repara¢ni
analyzu) byla pouzita bunééna linie U-2 OS se stabilné zainkorporovanymi konstrukty
nesoucimi segmenty pro expresi zeleného fluorescenéniho proteinu GFP a cerveného
fluorescenéniho proteinu dsRed. Tato linie byla poskytnuta Dr. Powelem (Bindra et al.,
2013). Byla vybrana proto, ze umoziuje stanovit kapacitu reparace dvouietézcovych zlomu

pomoci HR a NHEJ. U-2 OS je adherentni buné¢na linie odvozena od osteosarkomu.

Pro ureni buné¢éné lokalizace AS variant fluorescen¢ni mikroskopii byla vybrana
bunécna linie MCF7. Linie MCF7 je adherentni buné€né linie odvozena od adenokarcinomu

prsu.

3.3 Prace s bunéénymi kulturami

Bunky byly kultivovany v lahvi¢ce F25 s,,Dulbecco-modified Eagles mediem*
(DMEM, Invitrogen) obsahujicim 10 % fetalniho teleciho séra (FCS) s pfidavkem
L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu (Gibco). Buiiky nasazené do tohoto média byly
kultivovany pii 37 °C a v 5% atmosfére CO; (standardnich podminkach). Pti kultivaci bylo
médium po tiech dnech ménéno za nové. Konfluentni buniky byly pasdzovany v poméru 1:10.
Médium z lahvicky bylo odsato a buiiky byly promyty fosfatovym pufrem (PBS, Invitrogen).
Bylo pfidano 1,5 ml trypsinu (Invitrogen) pro uvolnéni bunék ze stény lahvicky. Trypsin byl
po minuté odstranén a bunky byly na 5 minut umistény do inkubatoru. Do lahvicky bylo
pfidano 5 ml DMEM, kterym byly buiiky smyty z povrchu lahvi¢ky. Suspenze bunék
s DMEM byla pfenesena do 15ml zkumavky obsahujici 5 ml DMEM. Po promichani bylo ze
zkumavky odebrano 0,8 ml suspenze, ktera byla prenesena do lahvicky obsahujici 8 ml
DMEM s 10% FCS, L-glutaminem a antibiotiky.
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3.3.1 Transfekce bunék linie U-2 OS

Pro stanoveni aktivity HR a vlivu AS variant na chybovost NHEJ byly pouzity bunky
bunécné linie U-2 OS. Tyto buniky obsahuji konstrukty potiebné pro DNA reparacni analyzu
— konstrukty pro fluorescenéni proteiny GFP a dsRed. Buiiky byly transfekovany expresnim
vektorem pcDNAS3.1 Hygro nesoucim AS varianty nebo wtBRCA1l. Dvé hodiny pied
transfekci bylo kultivaéni médium DMEM vyménéno za médium OPTI-MEM (Gibco)
s ptidavkem 2,5% FCS. Samotna transfekce probihala s pfidavkem Liptofectaminu 3000 (Life
technologies), kdy byl pouzit 1ul Liptofectaminu 3000 na 1ug vektoru. Transfekéni mix
obsahoval 4 p vektoru pcDNA3.1 Hygro nesouciho AS varianty nebo wtBRCA1 (kontrola)
a 4 ul Liptofectaminu 3000. V ptipadé¢ down-regulovaného BRCAI1 byl pouzit vektor
PSUPER, ktery nese interferujici RNA. Sekvence interferujici shRNA byla 5 —
GATCCCCGTTTGAGGTGTCTGCAGATTTCAAGAGAATCTGCAGACACCTCAAACT
TTTTGGAC — 37 a byla cilena do exonu 14. Funkénost vektoru pPSUPER byla potvrzena
Vv ptedchozich experimentech (Sevcik et al., 2012, 2013). Interferujici RNA nesena pSUPER
snizuje expresi BRCA1 asi na 10 %. Transfekéni mix pro down-regulaci BRCA1 byl opét
pfipravem smichanim 4 pug vektoru pSUPER a 4 pul Liptofectaminu 3000.

Po dvoudenni inkubaci pfi standardnich podminkdch v médiu OPTI-MEM
s transfekénim mixem byly bunky transfekovany expresnim vektorem nesoucim gen
pro enzym Scel (pScel), ktery po expresi indukuje vznik DSB. Transfekéni mix obsahoval

1 ng pScel a 1 pl Liptofectaminu 3000.

Po dalsich dvou dnech inkubace pfi standardnich podminkdch v OPTI-MEM
s transfekénim mixem byly buniky rostouci na jedné misce rozdéleny na dvé poloviny.
U jedné z populaci byl proveden western blotting pro ovéfeni exprese AS variant a over-
exprese a down-regulace exprese wtBRCA. U druhé poloviny bunék byla provedena DNA

reparacni analyza.

3.3.2 Transfekce bunék linie MCF7

Pro stanoveni bunécné lokalizace AS variant byla pouzita fluorescen¢ni mikroskopie.
Jako modelovy systém byly pouzity buniky linie MCF7 transfekované expresnim vektorem
pm-Cherry-C1 nesoucim AS varianty. Bunécna linie U-2 OS nemohla byt pouzita z divodu

bazalni exprese GFP a dsRed, kterd by davala falesSny signal.
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Buiky byly transfekovany expresnim vektorem pm-Cherry-C1 nesoucim AS varianty.
Soucasné¢ byly transfekovany vektorem pOPRSVI-YFP nesoucim wtBRCA1 (pOPRSVI-
YFP- wtBRCAL), ktery byl poskytnut B. Hendersonem (Mok and Henderson, 2010).
Transfekéni mix obsahoval 1 pg pm-Cherry-BRCAIA(5, 10), 1 pg pOPRSVI-YFP-
wtBRCA1 a 2 pl Liptofectaminu 3000. Bunky byly inkubovany 1 den pii standardnich
podminkach s OPTI-MEM a transfekénim mixem.

3.4 Izolace proteini a western blotting

Zbunek modelovych systémul transfekovanych vektory nesoucimi AS varianty
a z kontrolnich bun¢k byly vyizolovany proteiny pomoci kitu Complete lysis M (Roche).
Koncentrace proteini byly stanoveny pomoci metody BCA (,,Bicinchoninic acid*) za pouziti
kitu Pierce BCA protein assay (Theromo Scientific). Absorbance byla méfena nanodropem
(Thermo Scientific). Naméfené koncentrace byly pouzity pro stanoveni mnozstvi vzorku

pro naslednou SDS-PAGE elektroforézu.

Metoda BCA je zaloZena na redukci Cu® na Cu* peptidovymi vazbami obsazenymi
Vv proteinech. Méd’naté ionty jsou obsazeny v pentahydratu sulfidu médnatého, ktery je
soudasti pracovniho roztoku. Kyselina bycinchoninova poté tvoii reakci s Cu® fialovy
produkt. Absaorbance se méfi pfi 562 nm. MnozZstvi redukovanych iontii odpovidé intenzité
zbarveni vzorku a je pfimo imérné mnozstvi proteinii ve vzorku. Vyhodou BCA metody je,

Ze neni citliva na detergenty obsazené v lyzacnich pufrech (Smith et al., 1985).

3.4.1 SDS-PAGE elektroforéza

Proteiny byly rozdéleny podle molekulové hmotnosti na polyakrylamidovém gelu
pomoci horizontalni SDS-PAGE elektroforézy. Pro SDS-PAGE elektroforézu byl piipraven
8% separacni (Tab. 1l) a 10% zaostfovaci gel (Tab. IV). Mezi skla vloZzena do aparatury
pro pfipravu geli byly navrstveny asi 4 ml separacniho gelu, ktery byl pievrstven
deionizovanou vodou. Polymerizace gelu probihala asi 30 minut. Poté byla voda odstranéna
filtraénim papirem. Na separacni gel byl navrstven zaostfovaci gel, do kterého byl vlozen
hiebinek. Polymerizace opét probihala asi 30 minut. Poté byl odstranén hiebinek a gel byl
umistén do elektroforetické vany s 1x Tris-glycinovym (TGS; Bio-Rad) elektroforetickym
pufrem s SDS (dodecylsiran sodny).
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Vzorky proteini byly smichany s 6x Laemliho vzorkovym pufrem (1,2 g SDS, 6 g
bromfenolové modii, 4,7 ml glycerolu, 1,2 ml 0,5 M Tris pH 6,8, doplnit dH,O do 10 ml,
povafit a rozpustit) a byly denaturovany 5 minut pii 98 °C. Do prvni jamky byl napipetovan
standard molekulové hmotnosti (Precision plus protein dual color standards, Bio-Rad)

a do dalsich jamek byly naneseny vzorky. Separace proteinti probihala 40 minut pfi 150 V.

Tab. IV: SloZeni zaostifovaciho a separacniho gelu. (4x Tris-Cl/SDS, pH 6,8: 6,05 g Tris a 0,4 g SDS
rozpustit v dH,O, upravit pH na 6,8 pomoci HCI, doplnit dH,O do 1000 ml; 4x Tris-CI/SDS, pH8,8:
91 g Tris a 2 g SDS rozpustit ve 300 ml dH,O, upravit pH na 8,8 pomoci HCI, doplnit dH,O do 500 ml

8% separacni gel | 10% zaostrovaci gel
30% akrylamid/8% bisakrylamid (Bio-Rad) [ml] 3,75 0,65
4x Tris-CI/SDS, pH 6,8 [ml] ) 125
4x Tris-CI/SDS, pH8,8 [ml] 375 i
dH20 [ml] 7,5 3
10% APS [ul] 50 25
TEMED [ul] 8 5

3.4.2 Western blotting

PVDF membrana byla po dobu 5 sekund aktivovana ve 100% methanolu (Sigma
Aldrich), nasledné proplachnuta v deionizované vodé a piesunuta do Towbinova blotovaciho
pufru (100 ml 10x Towbinova blotovaciho pufru, 200 ml MetOH, doplnit do 1000 dH,0). Gel
byl vyjmut ze skel a byl odstranén zaostfovaci gel. Gel byl proplachnut v Towbinové
blotovacim pufru. Poté byl sestaven tzv. blotovaci sandwich — houba, filtraéni papir,
membrana, gel, filtraéni papir, houba. Byla sestavena blotovaci aparatura a pfenos proteint

probihal 1 hodinu pfi 350 mA.

Membrana s pfenesenymi proteiny byla proplachnuta v 1x pufru Tris s 0,1% Tween20
(TBSt; 100 ml 10x TBS, 900 ml dH,O, 1 ml Tween20). Podle standardu molekulové
hmotnosti byly na membrané¢ vyznaCeny useky odpovidajici velikosti proteinu BRCAI
(220 kDa, 170 kDa) nebo B-aktinu (42 kDa). B-aktin byl pouzit jako pozitivni kontrola.
Nasledovala inkubace v blokovacim pufru (5 g odtu¢néného suseného mléka, 95 ml 1x TBSt),

ktera probihala pies noc pfti 4 °C.

Pro imunodetekci BRCA1 a AS variant BRCA1 byla pouZita smés primarnich mysich

(,,mouse*) monoklonalnich protilatek (Abl, Ab2; Calbiochem). Byla pouzita smés dvou
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protilatek nasedajicich na rizné epitopy, a to vzhledem k velké deleci v BRCA1AlO.
Protilatky byly nafedény s blokovacim pufrem. Kone¢na koncentrace obou protilatek byla
2 pg/ml. Pro imunodetekci B-aktinu byla pouzita primarni mysi protilatka (Sigma Aldrich).
Byla také nafedéna s blokovacim pufrem na koncentraci 2 ug/ml. Membrana byla s takto
pfipravenym roztokem inkubovana po dobu 2 hodin pii 4 °C. Nésledné byla membrana
1 hodinu pfi 4 °C oplachovana v TBSt pufru. Mezi tim byly nafedény sekundarni
»anti-mouse protilatky (Calbiochem, Sigma Aldrich) asociované s kienovou peroxidazou.
Sekundarni protilatky byly nafedény s blokovacim pufrem na koncentraci 2pg/ml. Membrana

byla se sekundarnimi protilatkami inkubovana ptes noc pii 4 °C.

Dalsi den byla membrana Skrat po 5 minutach promyta v TBSt pufru. Nasledné byla
5 minut inkubovana s roztokem obsahujicim substrat pro kienovou peroxidazu (West-pico
chemiluminiscence kit; Pierce). V temné mistnosti byl chemiluminiscenéni signal

vizualizovan na film (Kodak).

3.5 DNA reparacni analyza

DNA reparacni analyza probiha na zéklad¢ dvou referencnich genti, které jsou stabilné
zainkorporovany do genomu bunék linie U-2 OS. Je to gen pro fluorescenéni protein GFP
a dsRed.

Pro stanoveni aktivity HR slouZi v bunikach jako reportérovy protein GFP. Bunky
obsahuji dva homologni segmenty dilezité pro expresi zeleného fluorescen¢niho proteinu
GFP, které jsou oddéleny kratkym linkerem. Prvni segment pro GFP obsahuje aktivni
promotor, ale po prepisu do mRNA vznik4 ptedcasny STOP kodon, takze GFP nevznika.
Pred sekvenci pro ptredcasny STOP kodon se vyskytuje restrikéni misto pro enzym Scel
(Obr. X). Druhy gen pro GFP neni exprimovan, protoze neobsahuje promotor. Pokud dojde
Kk indukci DSB vV restrikénim misté pro Scel a nasledné opravé pomoci HR pomoci druhého
neposkozeného segmentu, bude vznikat GFP. Mnozstvi bunék exprimujicich funkéni GFP

protein odrazi aktivitu HR.

48



promotor
5 |__I ¢_ S

Scel  STOP

Obr. X: Stanoveni aktivity HR na zdkladé exprese GFP. Bunky linie U-2 OS obsahuji konstrukt
nesouci dva homologni segmenty diileZité pro expresi GFP. Promotor obsahuje pouze prvni segment.
Jeho prepisem ale vznika mRNA s predcasnym STOP kodonem. Vznika tedy neaktivni GFP.
Ve strukture prvniho segmentu je také restrikcni misto pro enzym Scel, ve kterém miize dojit k indukci
DSB. Pokud po poskozeni dojde k oprave HR podle druhého segmentu, bude vznikat aktivni GFP.

Pro stanoveni chybovosti NHEJ slouzi Cerveny fluorescencni protein dsRed. Buiiky
obsahuji konstrukt nesouci gen pro dsRed a segment kodujici represor, ktery inhibuje expresi
dsRed. Sekvence pro represor je unikatni a obsahuje restrikéni misto pro enzym Scel
(Obr. XI). Represor se za normalnich okolnosti exprimuje a vaze se na promotor genu dsRed.
Cerveny dsRed neni exprimovan. Pokud dojde k indukci DSB pomoci enzymu Scel, dochazi
k opravé pomoci NHEJ. Mize prob&hnout bud’ bezchybné a represor je stale exprimovan.
Muze také dojit k chybnému spojeni koncti DSB. V tomto piipad¢ se represor neexprimuje,

nedochazi k inhibici promotoru a dojde k expresi ¢erveného reportérového proteinu dsRed.

segment exprimujici

represor promotor
5 — 5
dsEed

el
Obr. Xl: Stanoveni chybovosti NHEJ na zdkladé exprese dsRed. Buriky linie U-2 OS obsahuji
konstrukt nesouci gen pro fluorescencni protein dsRed a také segment kodujici represor,
ktery inhibuje expresi dsRed. Segment kodujici represor je v celém genomu bunky unikatni a obsahuje
restrikéni misto pro enzym Scel. Pokud dojde k indukci DSB pomoci Scel a chybné opravé diky
NHEJ, nebude vznikat represor a dojde k expresi cerveného dsRed.

Transfekované bunky linie U-2 OS uréené pro DNA repara¢ni analyzu byly promyty
a resuspendovany v PBS a zfedény na mnoZstvi 300 000 bunék/ml. Buiiky exprimujici GFP
(pro HR), dsRed (pro NHEJ) nebo oba proteiny byly rozdéleny pomoci pritokové cytometrie
(na FACS — ,fluorescence activated cell sorting). Sortovani bunék probé&hlo na prutokovém
cytometru AMNIS ImageStream X mkll s lasery Amnis — EMD Millipore (Seattle WA, USA)
s excitaénim spektrem 375, 405, 488, 561 a 642 nm a systémovym softwarem INSPIRE
(780-01286- 01 Rev: B, Amnis — EMD Millipore).
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3.6 Fluorescen¢ni mikroskopie

Bunky linie MCF7 transfekované pm-Cherry-BRCA1(A5 nebo A10) a zaroven
pOPRSVI-YFP- wtBRCAL (ziskanym od Dr. Hendersona — Mok and Henderson, 2010), byly
zafixovany na sklicko. Fixace bun€k probihala pii pokojové teplot¢ 10 minut se 4%
paraformaldehydem (Sigmal Aldrich) a poté 14 minut s 0.2% Triton X100 (Sigma Aldrich)
v PBS. Jadro (chromatin v jadie) byl obarven TOPRO-3 1 umol/l (Molecular probes).
Fluorescen¢ni obraz byl ziskan mikroskopem OlympusBX41 s objektivem pro pouziti

s imerznim olejem Plan Fluotar (40x/NA1.3).
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4 Cile prace

1.

Piiprava modelového systému pro funk¢éni in vitro analyzu alternativnich
sestiihovych variant genu BRCAL
e Piiprava expresnich konstruktt s insertem BRCA1A5 a A10

e Ovéfeni funkcnosti modelového systému

Funkéni analyza alternativnich sestfihovych variant BRCA1AS5 a A10

e Stanoveni vlivu modifikace exprese genu BRCAL na aktivitu hlavnich drah opravy
dvouretézcovych zlomtit DNA (homologni rekombinace a NHEJ)

e Stanoveni intracelularni lokalizace alternativnich sestfihovych variant BRCA1A5

a A10 v bunikach modelového systému

52



53



5 Vysledky

5.1 Priprava expresnich vektori s inserty alternativnich
sestfihovych variant BRCA1A5 a A10

Na zékladé predchozich vysledki vyzkumu provadénych na pracovisti (Laboratof
onkogenetiky Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. Lékaiské Fakulty Univerzity
Karlovy v Praze) byly pro detailni funkéni analyzu pfednostné vybrany kvantitativné
majoritni alternativni sestfihové varianty genu BRCAL — BRCA145 a A10. Exprese téchto
variant byla na arovni mRNA prokdzana v fad¢ stabilnich buné¢énych linii a ve zvySené mite
i u fady jedinct s hereditarni formou karcinomu prsu a/nebo ovéaria. Pro experimentalni ucely
bylo nejprve nutné pfipravit expresni konstrukty s témito AS variantami. Vzhledem k nizké
kvalité genetického materialu ziskaného pifimo od jedinct se zvySenou expresi BRCA1AS
a AlO0 nebylo mozné provést PCR amplifikaci a néaslednou ligaci celé rozsahlé kodujici
sekvence BRCAL A5 a A10 do expresniho vektoru. Proto byly expresni konstrukty ptipraveny

metodou sestfihové PCR.

Jako templat pro tuto dvoustupniovou amplifikaci byl pouzit plasmid pcDNA3.1 Hygro
s insertem kompletni kodujici oblasti genu BRCAL. Tento plasmid byl ziskan od prof. Harkina
(Quinn et al., 2003). V prvnim kroku PCR sestiihu byly amplifikovany kodujici sekvence
pied a za deletovanymi exony (PCR A a PCR B) a ve druhém kroku byly tyto dvé sekvence
na zakladé homolognich sekvenci pouzitych primert spojeny (2nd PCR) (Obr. Xlla, c).

Ptipravené inserty sestiihovych variant byly nejprve piimo vloZzeny do klonovaciho
vektoru pCR2.1. Po amplifikaci byly z tohoto vektoru vystépeny a zaligovany do expresnich
vektord pcDNA3.1 Hygro a pm-Cherry-C1. VloZeni insertu do klonovaciho mista expresniho
vektoru prob&hlo na zikladé opracovani vektoru i insertu stejnymi restrikénimi enzymy
(Hindlll a Xhol) a ligace pomoci T4 DNA ligazy. V ptipad¢ varianty BRCA1AS byla
vyménéna pouze cast sekvence wtBRCA1 za &ast sekvence BRCAILAS. V piipadé
BRCAI1AI10 byla ve vektoru vyménéna celd sekvence wtBRCA1 za BRCAI1A10. Hotové
konstrukty byly amplifikovany transformaci do kompetentnich bunék TOP 10F" a nasledné
osekvenovany Vv plné délce insertu (Obr. XlIb, d).

Vektory pcDNA3.1 Hygro nesouci sekvence BRCA1AS5 a BRCA1A10 byly pouzity
jako zdroj insertu pro ligaci do vektoru pm-Cherry-C1. V tomto expresnim vektoru byl insert

prislusné AS varianty BRAC1 na svém N-konci fuzovan s ervenym fluorescenénim
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proteinem m-Cherry pro ucely fluorescen¢ni mikroskopie. VloZeni insertu opét probihalo
na zakladé opracovani vektoru i insertu restrikénimi enzymy (BspEl a Hindlll) a ligace
pomoci T4 DNA ligazy. Kosntrukty byly vlozeny do bunék TOP 10F’, byl proveden PCR

screening a pozitivni klony byly osekvenovany v plné délce insertu (Obr. XIIb, c).
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Obr. XII: PCR sestith. Kodujici sekvence alternativnich sestiihovych variant BRCAIAS (Casti a, b)
a A10 (casti ¢, d) byly pripraveny dvoustupriovou amplifikaci pomoci optimalizované metody
sestithové PCR. V tomto procesu jsou nejprve amplifikovany oblasti vievo a vpravo od deletovaného
exonu (PCR A a B), které jsou ndsledné ve druhém kroku (2nd) spojeny pomoci homolognich koncii.
Srovnani rozdilu velikosti PCR produktit reakce A, B a 2nd PCR bylo provedeno pomoci elektroforézy
na agarozovém gelu. Velikost produktu 2nd PCR priblizné odpovidala souctu velikosti produktii PCR
A a B. M odpovida standardu molekulové hmotnosti. Sprdavnost celého postupu byla ovérena
sekvenovanim.

Pomoci optimalizovaného postupu PCR sestiihu byly pfipraveny expresni vektory
pcDNA3.1 Hygro a pm-Cherry-C1 nesouci kodujici sekvenci alternativnich sestfihovych
variant BRCA1A5 a A10. Konstrukty pcDNA3.1-BRCA1AS a pcDNA3.1-BRCA1A10 byly
dale pouzity pro DNA repara¢ni analyzu v bunkach linie U-2 OS a konstrukty
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pm-Cherry-BRCA1AS a pm-Cherry-BRCA1A10 byly pouzity pro zjisténi bunééné lokalizace
AS variant v burikach linie MCF7.

5.2 Ovéreni funkénosti modelového systému

Funk¢ni analyza alternativnich sestfihovych variant BRCA1A5 a Al0 je zalozena
na umélém zvySeni jejich exprese v buiikdich modelového systému. Pred samotnym
provedenim funkénich in vitro testl, bylo nejprve nutné ovéfit modifikaci exprese
a pritomnost studovanych variant v transfekovanych bunikach U-2 OS a MCF7. Pro kontrolu
exprese na urovni proteini byl pouzit western blotting. Kontrola exprese byla provedena
simultann¢ s funkéni analyzou ve stejnych klonech buné€k, jaké byly pouzity pro DNA
reparacni analyzu. Pro tyto ucely byly transfekované buiky zjedné kultivaéni nadoby
rozdéleny na dvé identické populace. Jedna populace byla pouZita pro izolaci celkového
proteinu a nasledné stanoveni pfitomnosti vySetfované AS varianty (BRCA1AS nebo A10)

pomoci western blottingu a druha populace byla pouzita pro DNA reparacni analyzy.

Pro DNA reparacni analyzu byly jako modelovy systém zvoleny burky linie U-2 OS.
Bunky byly transfekovany pcDNA3.1-BRCAIAS5 a pcDNA3.1-BRCAI1A10. Jako pozitivni
kontrola byly také vytvofeny buiky over-exprimujici wtBRCAI1. Jako kontrola vlivu
transfekéniho postupu samotného, byly pouzity netransfekované bunky s normdalni expresi
endogennino BRCAI1. Jako negativni kontrola byly vytvofeny bunky s down-regulovanou
(shRNA) expresi endogenniho BRCAL. Z takto piipravenych bunék byly izolovany proteiny.
Ty byly nésledné rozdéleny na polyakrylamidovém gelu podle velikosti, pfeneseny na PVDF

membranu a detekovany pomoci primarnich a sekundarnich zna¢enych protilatek.

Pomoci western blottingu se v buitkdch U-2 OS podaftilo potvrdit specificky zvySenou
expresi alternativnich sestfihovych variant BRCA1A5 a A10 (Obr. XIII), dale zvySeni exprese
wtBRCAL a snizeni exprese endogenni BRCA1 pomoci interferencnich shRNA (Obr. XIII).

Vzhledem k tomu, Zze western blotting nedovoluje ptesnou kvantifikaci jednotlivych
proteinovych izoforem, byla pouze na zékladé subjektivniho hodnoceni odhadnuta mira
modifikace exprese BRCA1 u jednotlivych klonti. Bylo odhadnuto, Ze exprese BRCA1
proteinu byla u buné€k transfekovanych vektory pcDNA3.1 Hygro (BRCAI1AS5, AlO
a wtBRCA1) zvySena pfiblizn€ na dvojnasobek v porovnani s kontrolnimi netransfekovanymi
buitkami. Vzhledem k malému rozdilu ve velikosti BRCAIAS a wtBRCA1 se nepodaftilo
od sebe tyto dva proteiny jednoznacné odlisit (velikost WIBRCA1 je 220kDa; odhadnuta
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velikost izoformy BRCAI1AS je 210kDa). Naopak varianta BRCA1A10, kterd obsahuje
jen asi 40% celé kodujici sekvence BRCAI1, byla od wtBRCA1 odlisitelna velmi dobie
(velikost BRCAL je 220 kDa; odhadnuta velikost izoformy BRCAIA10 je 170 kDa).
Na zaklad¢ vysledkii western blottingu a nasledné imunodetekce se podafilo potvrdit
specificky pfitomnost vysSetfovanych izoforem BRCAIAS5 a Al10 v bunkdch modelového

systému na urovni proteinu v dobé¢ stanoveni aktivity DNA reparac¢nich drah (Obr. XIII).

Déle bylo potvrzeno snizeni exprese endogenni BRCA1 pomoci interferencnich
shRNA. Mira snizeni exprese byla na zaklad¢ subjektivniho hodnoceni odhadnuta na 25 %
V porovnani s netransferovanymi kontrolnimi bunikami. Bylo tedy potvrzeno specifické

snizeni exprese endogenni BRCA1 v bunkach modelového systému v dob¢ stanoveni aktivity

DNA reparacnich drah.
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Obr. XI11: Kontrola exprese AS variant v buiikach modelového systému. Pomoci western blottingu
bylo zjisteno, ze bunky linie U-2 OS transfekované expresnimi vektory nesoucimi AS varianty
(BRCAIAS a A10), tyto varianty opravdu exprimuji na urovni proteinu. Jako kontrola byly pouZity
netransfekované bunky exprimujici endogenni BRCAI. Vzhledem k podobné velikosti proteinovych
izoforem wtBRCAl a BRCAIAS se tyto nepodarilo pomoci elektroforézy a ndsledné imunodetekce
odlisit. Podle intenzity bandu, ktery odpovida vzorku BRCAAS5 se ale da soudit,
Ze kexpresi varianty dochdzelo. Vzhledem k vetsimu rozdilu ve velikosti proteinu BRCAIAI0
(170 kDa) a wtBRCAI (220 kDa), se exprese této varianty dala jednoznacné potvrdit. Dale bylo
potvrzeno specifické snizeni exprese endogenni BRCAI na urovni proteinu pomoci interferencnich
ShRNA. Kontrola provedeni imunodetekce byla provedena simultannim stanovenim p-aktinu spolu
s BRCAL proteinem.
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Pomoci transientni transfekce bun¢k modelového systému vektorem peGFP-Max
(Clontech) sinsertem zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP) a naslednou analyzou
pratokovou cytometrii, bylo dale zjiSténo, ze Uc¢innost transfekce dosahuje reproducibilné
hodnoty 65 %. Da se tedy piedpokladat, Ze nadpoloviéni vétSina bunék pii stanoveni aktivity

opravy DSB bude exprimovat ptislusnou analyzovanou BRCA1 AS variantu.

5.3 Stanoveni vlivu modifikace exprese genu BRCAL na aktivitu
hlavnich drah opravy dvouretézcovych zlomi DNA

Hlavni funkci proteinu BRCA1 je piimy podil na opravé dvouretézcovych zlomi
DNA. Na tomto procesu se BRCAI podili jako mediator homologni rekombinace. Vysledky
fady praci soucasné naznacuji podil BRCA1 i na NHEJ (Dohrn et al., 2012; Jiang et al.,
2013).. Vzhledem Kk témto skuteénostem, jsme se primarné zaméfili na stanoveni vlivu
zvyseni exprese alternativnich sestfihovych variant BRCA1AS a A10 na aktivitu HR a NHEJ.
Vzhledem ke kooperativnimu podilu HR a NHEJ na opravé dvouietézcovych zlomid DNA byl
pouzit systém, ktery dovoluje stanovit aktivitu téchto dvou opravnych procesti zaroven

v podminkéach in vitro.

Modelovym systémem pro DNA reparacni analyzu byly bunky linie U-2 OS
transientné transfekované expresnimi vektory pcDNA3.1-BRCAT1AS
a pcDNA3.1-BRCA1A10. Jako kontrolni bunky, ke kterym byly vysledky DNA reparacni
analyzy vztazeny, byly pouzity jednak builkky U-2 OS se zvySenou expresi wtBRCAL,
dale bunky U-2 OS se sniZzenou expresi endogenni BRCA1 a netransfekované U-2 OS buriky.
Modifikované bunky linie U-2 OS jsou schopny exprese dvou referencnich proteint,
na jejichz zaklad¢é je mozné urCit soucasné aktivitu HR a chybového NHEJ. Aktivitu HR
reflektuje v tomto modelovém systému absolutni mnozstvi bun€k exprimujich zeleny
fluorescenéni protein (GFP). Mira chybovosti NHEJ je reflektovana absolutnim mnoZstvim
bunck exprimujicich Cerveny fluorescencniho proteinu (dsRed). Stanoveni bylo provedeno

pomoci prutokové cytometrie (Obr. XIV).
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Obr. XIV: DNA reperacni in vitro analyza. Buiky U-2 OS modelového systému, které maji ve svém
genomu stabilné inkorporované kazety GFP a dsRed dovolujici kvantitativné stanovit aktivitu
homologni rekombinace a miru chybovosti NHEJ, byly nejprve transientné transfekovany expresnimi

konstrukty pcDNA3.1-BRCAL1(A5, A10 nebo wt) a pSUPER. Po specifické modifikaci exprese BRCAI

(zvySeni exprese BRCAIAS, AlO0 a wtBRCAI a snizeni exprese endogenni BRCAI) byly bunky
transfekované podruhé vektorem pScel, pomoci nehoz byly specificky indukovany dvouretézcové
zlomy DNA v mistech GFP a dsRed. Pomoci priitokové cytometrie byla selektovany populace bunék
vhodnych pro analyzu na zaklade své velikosti a granularity (populace Pl a P2). Z takto pripravené
populace bunék byly pro analyzu vybrany pouze singlem, ve kterych se nakonec stanovily absolutni
pocty bunék exprimujicich dané fluorescencni proteiny (GFP — Q4; dsRed-Q1 a oboji Q2).

Pfi vyhodnocovani vysledkli byly aktivita HR a mira chybovosti NHEJ vztaZzeny
K hodnotam zjisténym u kontrolnich netransferovanych bunék U-2 OS modelového systému
(Obr. XV). Aktivita a mira chybovosti v téchto buiikach byly oznaceny jako 1 (100 %). Bylo
zjisténo, ze zvyseni exprese wtBRCA1 zplisobuje mirné zvySeni aktivity HR, bez jakéhokoliv
ovlivnéni chybovosti NHEJ. Dale bylo zjiSténo, Ze sniZzeni exprese endogenni BRCAI1
na 25 % hodnoty zjisténé u kontrolnich bunék, statisticky vyznamné snizuje aktivitu HR
(na 70 % aktivity v kontrolnich buiikach). Ani v tomto ptipadé vSak nebyl zaznamenan

vyznamny vliv na miru chybovosti NHEJ (Obr. XV). Tyto vysledky, které jsou v souladu
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s vysledky celé fady praci (Kass et al., 2013), potvrzuji funkénost a spravnost pouzitého

modelového systému.

Zvysena exprese BRCAL AS variant vykazovala v porovnani s netransfekovanymi
bunikami odlisné vysledky. ZvySeni exprese BRCAIAS v naSem experimentdlnim systému
vedlo ke statisticky vyznamnému snizeni aktivity HR (na 80% aktivity v kontrolnich
bunikach). Zména v chybovosti NHEJ ale nebyla zaznamenéana. Oproti tomu, zvySeni exprese
BRCAI1A10 vykazovala mirné, statisticky zanedbatelné, zvySeni aktivity HR i1 NHEJ
(Obr. XV).
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Obr. XV: Relativni aktivita homologni rekombinace (HR) a mira chybovosti NHEJ. Absolutni
hodnoty aktivity HR a chybovosti NHEJ byly vztazena na aktivitu v kontrolnich netransferovanych
bunkdach U-2 OS modelového systému. Aktivita v téchto bunkdach byla stanovena jako 1 (100%).
ZvySeni exprese wtBRCAI (over-exprese WtBRCAL) vedlo k mirnému zvyseni aktivity HR, zatimco
snizeni exprese endogenni BRCAI (down-regulace WBRCAL) zpiisobilo statisticky vyznamné snizeni
aktivity HR. AS varianta BRCAIAS5 méla statisticky vyznamny viiv na snizeni aktivity HR. Aktivita HR
V busikach exprimujicich BRCAIAS5 byla v porovnani s netransfekovanymi buinkami sniZend
asi 0 20 %. AS varianta BRCAI1A10 vykazovala nepatrné zvyseni aktivity HR a chybovosti NHEJ.
Zadnda modifikace exprese BRCAI neméla vliv na miru chybovosti NHEJ. Prezentovand data
predstavuji median ze Ctyr nezavislych technickych opakovani, *(p<0,005).

Z vysledku in vitro DNA repara¢ni analyzy vyplyva, Ze snizeni exprese endogenni
BRCA1 ma jednoznaéné negativni dopad na aktivitu HR. Vysetfované BRCA1 AS varianty
maji na aktivitu HR zcela odliSny vliv. Proteinovd izoforma BRCAI1AS, které chybi

N-terminalni protein interakéni RING doména, mé na aktivitu HR negativni vliv. Zda se tedy,
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ze RING doména proteinu BRCA1 je pro jeho funkci v HR nepostradatelnd. Navic, zvySeni
exprese BRCAL1AS na pozadi normalni exprese endogenni BRCAI ma na aktivitu HR
dominantné negativni ucinek. Tato proteinovd izoforma tedy neni schopnd nahradit
WIBRCAL1 v procesu opravy dvouietézcovych zlomi DNA a jeji piitomnost ve zvySené mife
blokuje normalni funkci wtBRCA1 v procesu HR. Oproti tomu pieskoCeni exonu 10,
ktery koduje asi 60 % proteinu, nemd paradoxné na aktivitu HR vyznamny vliv. Vysledky
naznacuji, Ze tato proteinovd izoforma je schopna plné nahradit wtBRCA1 izoformu
V procesu opravy dvouietézcovych zlomi DNA a zvySeni jeji exprese nema negativni vliv

na udrZeni genomové integrity.

5.4 Bunécna lokalizace alternativnich sestfihovych variant
BRCA1AS a A10 v buiikkach modelového systému

Vzhledem k nezastupitelné roli BRCA1 v opravé DSB, je jeho bunééna lokalizace
prednostné v jadie (Ruffner and Verma, 1997; Okada and Ouchi, 2003). Jelikoz jsme
detekovali snizeni aktivity HR vlivem BRCAIAS, zajimali jsme se, jestli tato zména
nesouvisi s bunécnou lokalizaci. Bunécna lokalizace byla zjiStovana pomoci flouorescencni
mikroskopie u obou vySetfovanych AS variant zarovenn s wtBRCA1. Pro tyto ucely byly
kédujici sekvence jednotlivych BRCAT variant spojeny se sekvenci fluorescen¢nich proteinti
(m-Cherry v ptipadé BRCA1 AS variant a zluty fluorescen¢ni protein YFP Vv ptipadé
WtBRCA1). Vzhledem Kk relativné vysokému fluorescenénimu pozadi u bunék U-2 OS
pouzitych pro stanoveni aktivity reparace DSB, byly pro ucely fluorescenéni mikroskopie
zvoleny  bunky  MCF7  transientné  ko-transfekované  expresnimi  vektory
pmCherry-BRCA1AS nebo pmCherry-BRCA1A10, kde je BRCA1 na svém N-konci fiizovan
s Cervenym fluorescenénim proteinem m-Cherry, a pOPRSVI-YFP-wtBRCAL, kde je

BRCA1 na svém N-konci fizovan se zZlutym fluorescenénim proteinem YFP.

WtBRCAT byl podle o¢ekavani lokalizovan piednostné v jadie (Obr. XVla, d). Stejna
lokalizace byla zjisténa u obou AS variant (Obr. XVIb, e). Pfi¢emz jaderna lokalizace
vykazovala znamky specifické lokalizace a nikoliv disperzni lokalizace v celé organele
(Obr XVI c, f). Pokud se da soudit z pouzit¢é 2D fluorescen¢ni mikroskopie, byly obé
vySetiované varianty — wtBRCAT1 a prislusna AS BRCAI lokalizovany zaroven v jednom
misteé (Obr. XViIc, f).

Pozorované snizeni aktivity HR vlivem BRCAI1AS tedy v naSem experimentalnim

systému nesouvisi s bunénou lokalizaci proteinu. Jadernd lokalizace zlstava zachovana
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I vpiipadée BRCAI1A10 (Obr. XVle), kdy chybi nadpolovi¢ni c¢ast proteinu. Delece
nepostihuji sekvence zodpoveédné za bunéénou lokalizaci (NLS nebo NES) a ziejmé nemaji
vliv ani na interakci BRCAL s BARDI. Diky vazbé s BARDI totiz dochazi k maskovani NES

a pretrvavani proteinu v jadie (Henderson, 2005).

YFP-BRCA1wt mCherry-BRCA1AS Nucleoplasma - merged

YFP-BRCA1wt mCherry-BRCA1A10 Nucleoplasma - merged

Obr. XVI: Intracelulirni lokalizace AS variant BRCAIA5 a BRCAIAIO. Pomoci fluorescencni
mikroskopie byla v burtkich MCF7 zdroven stanovena lokalizace wtBRCAI a prislusné AS varianty
(c, ). Pro tento ucel byly bunky ko-transfekoviny expresnimi vektory pm-Cherry-C1, ve kterych byla
AS varianta na svém N-termindlnim konci ,,in-frame “ fiizovdana s cervenym fluorescencnim proteinem
mCherry (mCherry-BRCAIA, A10) (b, €) a vektorem pOPRSVI, ve kterém byl wtBRCAI na svém
N-termindlnim konci ,,in-frame* fiizovdan se Zlutym fluorescencnim proteinem (YFP-BRCA1wt) (a,d).
Nukleoplasma byla barvena TOPRO (c, ). Multikandlovy obraz 2D fluorescencni mikroskopie byl
vytvoren sloZenim snimkii programem NIS elements ar.2.1.
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6 Diskuze:

Vliv tumor supresorového genu BRCA1 na vznik karcinomu prsu a ovarii je znam
jiz fadu let. V rodinach postiZzenych hereditdrnim karcinomem jsou v genomech zarode¢nych
bunék velmi Casto identifikovany patogenni mutace v genu BRCAL (Easton et al., 1993;
Futreal et al., 1994). Pritomnost takovéto inaktivujici mutace typu deleci, pfestaveb genomu
nebo epigenetickych mutaci, vyznamné zvySuje celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu
a dalSich typt malignit, zejména karcinomu ovarii, pankreatu, nebo plic (Thompson et al.,
2002). Vzhledem ke zna¢nému vlivu genetickych faktor na vznik a rozvoj karcinomu prsu je
vénovana velka pozornost jejich identifikaci a popisu. Tyto znalosti jsou nezbytnym
predpokladem vcasné diagnostiky malignity u postizenych jedinci a v mnoha ohledech
i rozhodujicim faktorem pro vybér vhodné protinddorova terapie. Pfesto dosud popsané
mechanismy inaktivace tumor supresorového genu BRCA1 dovoluji vysvétlit pouze ¢ast
pfipadd hereditarniho karcinomu prsu. Tato skutecnost naznacuje moznost existence dosud
nezndmych mechanismi. Alternativni pre-mRNA sestfih je proces, ktery je schopen vytvaret
proteinové izoformy s vyrazné¢ zménénou biologickou aktivitou. Jeho deregulace by
potencialné mohla mit negativni vliv na bunénou homeostazu a ptispivat k procesu maligni
transformace. Vzhledem Kk relativné casté detekci AS variant genu BRCAL u pacientl
z vysoce rizikovych rodin, existuje predpoklad, Ze aberantni sestfih by mohl byt jednim
Z mechanismi, které vedou k inaktivaci BRCA1 a zvySuji riziko vzniku karcinomu prsu

(Colombo et al., 2014; Romero et al., 2015).

Béhem screeningu vysoce rizikovych pacientil byly v Laboratofi onkogenetiky Ustavu
biochemie a experimentalni onkologie 1. Lékaiské Fakulty Univerzity Karlovy v Praze
opakované detekovany nékteré AS varianty genu BRCAL. Mezi hlavni funkci proteinu
BRCAL1 patii jeho pifimé Ucast na procesu opravy poskozené DNA a to zejména pii HR
(O’Donovan and Livingston, 2010). Pokud je HR poskozena nebo porusena, dochazi
ke spojovani DSB alternativni cestou, alt-NHEJ (Yu and Gabriel, 2003). Vysledkem je
nahromadéni mutaci, které vedou k destabilizaci genomu a potencialné 1 k maligni
transformaci. Zda se tedy, Ze AS varianty s vy$$im zastoupenim u rizikovych pacienti by
mohly mit vliv na aktivitu HR. Nékteré prace spojuji BRCA1 i s NHEJ, ktery mize byt
bezchybny, ale také chybovy (Dohrn et al., 2012; Jiang et al., 2013). Otazkou je, zda by AS
varianty mohly mit vliv i na chybovost NHEJ.
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V této praci se zabyvame vlivem kvantitativné vyznamnych AS variant s ,,in-frame*
deleci exonu 5 (BRCA1AS) a exonu 10 (BRCA1A10) na aktivitu HR a NHEJ. V nasich
modelovych bunkach linie U-2 OS byl zjistén vliv AS varianty BRCA1AS5 na aktivitu HR
(Obr. XV). Aktivita HR byla snizena asi 0 20 % vzhledem Kk netransfekovanym kontrolnim
bunkam, které exprimovaly pouze endogenni wtBRCA1. Exon 5 genu BRCAL koduje ¢ast
N-terminalni protein interakéni RING domény (Brzovic et al., 2001; Clark et al., 2012). Ta je
kromé& vazby hlavniho vazebného partnera BARD1 zodpovédna i za E3 ubikvitin ligazovou
aktivitu proteinu BRCAI1, ktera je dulezita pro jeho funkci jako tumorového supresoru
(Lorick et al., 1999). Nezbytnost funkce RING domény pro HR byla dokazana
experimentalné na mutantnich formach genu BRCA1, ve kterych byla zaménéna sekvence
kodujici klicové zbytky histidinu, vytvatfejicich v RING doméné strukturu zinkového prstu
(Brzovic et al., 1998, 2003; Atipairin et al., 2010). Pfesna pfic¢ina negativniho vlivu na HR —
at’ uz ztratou schopnosti vazat BARDI, nebo ztratou E3 ubikvitin ligdzové aktivity, vSak neni
znama. Z naSich vysledkt dale vyplyva, ze BRCAIAS nejen Ze neni schopna nahradit
WtBRCA1 v procesu HR, ale plisobi na wtBRCAl dominantné¢ negativnim efektem.
Vzhledem Kk funkci BRCAI1 jako protein interakéniho modulatoru pii fizeni opravy
dvoutetézcovych zlomu (Greenberg et al., 2006), je moznym vysvétlenim tohoto jevu fakt,
7ze BRCA1AS se vaze do mista DSB, kde neni schopen pIn¢ aktivovat HR a zaroven brani
vazbé plné€ funkéni wtBRCA varianty. V tomto procesu tedy BRCA1AS pusobi jako pfimy
inhibitor wtBRCA1. Porucha AS, kterda by vedla knadprodukci BRCAIA5 by tedy

potencialné mohla sniZovat aktivitu HR.

Zajimavé je, Ze varianta BRCA1A10 nevykazovala v naSem modelovém systému
zadny vliv na zménu aktivity HR (Obr. XV). Vzhledem k tomu, Zze exon 10 koduje vice nez
polovinu proteinu, tak by se dalo ocekavat, ze BRCA1A10 bude na aktivitu HR mit vliv.
Také proto, ze centralni region, ktery je z nejvetsi ¢asti kddovan praveé exonem 10, je dilezity
pro vazbu nékterych interakénich partnerti zapojujicich se do HR (Matsuoka et al., 2007;
Huen et al., 2009). Nase vysledky nekoresponduji s dfivéjsimi studiemi, kdy delece exonu 10
mély ziejmy vliv na HR. V genomech bun¢k pouzitych v téchto studiich dochazelo vlivem
delece exonu 10 k mutacim a chromosomovym pfestavbam. Pii pokusech na mysich
dochazelo delecemi exonu 10 ke tvorbé tumort (Huber et al., 2001; Xu et al., 2001; Masuda
et al., 2016). Tyto studie se ale zabyvaly kompletnimi delecemi exonu 10. V naSich

modelovych systémech byl pfitomen mimo over-exprimovaného BRCA1A10 i endogenni
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wtBRCA1. Nase vysledky by tedy mohly naznaCovat, ze v pfitomnosti wtBRCAI1 se
BRCA1A10 do mista DSB nevaze a tudiz neovliviiuje HR.

Naruseni proteinu BRCA1 a rozpad BRCA1-B komplexu podle studie Dr. Dohrnové
a jejich kolegti zvySuje opravy DSB pomoci chybového alt-NHEJ (Dohrn et al., 2012).
BRCAL také stabilizuje a sméfuje heterodimer Ku70-Ku80 v G1 fazi BC do mista DSB.
Na heterodimeru Ku70-Ku80 je zavisly méné chybovy NHEJ (Jiang et al., 2013). V nasem
modelovém systému jsme nedetekovali vliv zaddné z vySetfovanych AS variant na chybovost
NHEJ (Obr. XV). Vysvétlenim muze byt to, ze BRCAIAS ani BRCA1A10 nenarusuji
sestaveni ani aktivaci BRCA1-B komplexu v S fazi BC. Nejspi§ také nemaji vliv
na stabilizaci heterodimeru Ku70-Ku80 v G1 fazi. Pfi selhani BRCA1 v G1 nebo S fazi BC
by v obou piipadech mélo dojit k chybové opravé mechanismem alt-NHEJ (Jiang et al., 2013;
Dohrn et al., 2012).

vvvvvv

(Kass et al., 2013). Over-exprese wtBRCA1 zvySuje aktivitu HR a naopak down-regulace
exprese BRCA1 aktivitu HR snizuje. OvSem over-exprese ani down-regulace exprese
wtBRCA1 neméla v naSem modelovém systému vliv na chybovost NHEJ (Obr. XV).
Pro chybovost NHEJ tedy nejspis neni kriticka koncentrace BRCA1 v burice.

Vzhledem ke své hlavni funkci v opravé DSB se BRCAT1 vyskytuje prednostné v jadie
(Ruffner and Verma, 1997). Jelikoz jsme zjistili, ze BRCA1AS snizuje aktivitu HR, divodem
by mohla byt jeji odlisnd lokalizace. Fluorescencni mikroskopie ale odhalila, ze v naSich
modelovych bunkach linie MCF7, ma BRCAI1AS stejnou lokalizaci jako wtBRCAL,
tedy prednostné jadernou (Obr. XVla — ). Z toho Ize vyvodit, ze delece exonu 5 nepostihuje
vazbu BRCA1 k BARDI. NES totiz nejsou kodovany exonem 5 (Rodriguez and Henderson,
2000; Thompson et al., 2005). Pokud by nedochazelo k jejich maskovani vazbou k BARDL,
byla by zvySena lokalizace BRCA1AS v cytoplasmé.

Signalni sekvence zodpovédné za import BRCA1 do jadra se zase nachazi
Vv centralnim regionu. Jsou dokonce kodovany exonem 10 (Thakur et al., 1997). Dalo by se
tedy pfedpokladat, Ze ptednostni lokalizace AS varianty BRCA1A10 bude cytoplasmaticka.
Odpovidala by tomu i nedetekovana zména aktivity HR vlivem BRCAI1A10.
Tento pfedpoklad ale fluorescen¢ni mikroskopie nepotvrdila. AS varianty BRCA1A10 byla

lokalizovana v jadie stejné¢ jako wtBRCA1 (Obr. XVIc — e). Toto zjisténi je v rozporu

66



vvvvvv

Vv cytoplasmé (Fabbro et al., 2004). Naopak naSe vysledky koresponduji se studii na mysich
(Huber et al., 2001). Byla zde vySetfovana lokalizace endogenni BRCA1A10, ktera byla
ko-lokalizovana v jadie s WIBRCAL. Vzhledem K aktivnimu transportu proteinu BRCA1
Vv zavislosti na aktudlnim stavu buiiky je vSak nutné provést detailni stanoveni intracelularni
dynamiky BRCAI a jednotlivych AS variant v zavislosti na poskozeni DNA, nebo aktualni

fazi bunécného cyklu.
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[ Z7.4avér:

Metodou PCR sesttihu byly pfipraveny alternativni sestiihové varianty genu BRCA1 —
BRCAI1AS5 a BRCA1A10. Tyto varianty byly zaklonovany do expresniho vektoru pcDNA3.1
Hygro a pm-Cherry-C1.

Buiikky modelového sytému U-2 OS byly transfekovany vektorem pcDNA3.1
nesoucim vySetfované AS varianty. Buniky modelového systému MCF7 byly transfekovany
vektorem pm-Cherry-C1 nesoucim vysetfované varianty. Exprese AS variant byla v burnkach
modelového systému potvrzena western blottingem a to simultanné na butikach pouzitych

pro in vitro DNA repara¢ni analyzu.

Byl stanoven vliv AS variant na aktivitu homologni rekombinace (HR)
a nehomologniho spojovani volnych koncti (NHEJ). Jako kontrolni buniky byly pouZity
netransfekované bunky, buniky se zvySenou a buiiky se sniZenou expresi endogenni
WtBRCAL. Vysledky ukazuji, ze BRCAIAS statisticky vyznamné snizuje aktivitu HR,
ale na NHEJ vliv nema. Vliv na HR navic vykazoval znamky dominantn¢ negativni regulace.

BRCA1A10 neovliviiuje HR, ani na NHEJ.

Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie byla stanovena intracelularni lokalizce AS variant.
Proteiny AS variant byly fizovany s fluorescenénim proteinem (Gervenym fluorescenénim
proteinem m-Cherry BRCAIAS a BRCAIAI10; zlutym fluorescenénim proteinem YFP
WtBRCAL). Modelové bunky byly transfekovany AS variantami i wtBRCA1 znaenym
Zlutym fluorescencnim proteinem YFP. Pfesto, Ze BRCA1AS5 ovliviiuje HR, diivodem neni
zména bunécné lokalizace. BRCA1AS byla lokalizovana v cytoplasmé stejné jako wtBRCAL.
BRCAT1A10 postrada exon kodujici nuklearni lokalizaéni signal. Ztrata tohoto signalu ovSem

neméla vliv na buné¢nou lokalizaci této AS varianty, ktera byla také lokalizovana v jadre.

Vysledky z naSeho modelového systému naznacuji, Ze exon 5 je vyznamny pro funkci
proteinu pii HR. Pfesto, Ze exon 10 kdduje nadpoloviéni vétSinu proteinu, do kterého je cilena
fada vazeb BRCAI s interakénimi proteiny, nema BRCA1A10 vliv na HR. Pro opravu
mechanismem NHEJ neni zasadné dalezity exon 5 ani exon 10. Vysledky této prace ukazuyji,
Ze aberantni sestiih BRCA1 muze negativné ovliviiovat proces opravy DNA a potencidlné

tak pfispivat k ztraté¢ genomové integrity.
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