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Abstrakt

Gen CHEK2 koduje serin/threoninovou kindzu Chk2 (Checkpoint kinase 2) aktivovanou
vV reakci na poskozeni genomové DNA. Aktivovand Chk2 kinaza dale fosforyluje své
substraty (proteiny Cdc25C, BRCA1 nebo p53), ajejich aktivace pak vede k pozastaveni
bunécného cyklu, reparaci DNA, nebo indukci apoptézy. Vrozené mutace
genu CHEK2 zvysuji riziko nadorovych onemocnéni (piedevsim karcinomu prsu a kolorekta).
Analyza vysoce rizikovych pacientek s karcinomem prsu v CR prokazala piitomnost

vzacnych (pfedevsim missense) mutaci CHEK2 s nejasnym klinickym vyznamem.

Tato prace se zabyva studiem funkéniho vlivu téchto variant in vitro a stanovenim kinazové
funkce variantnich izoforem kindzy Chk2. Za timto Uc¢elem byly zkonstruovany plazmidy
exprimujici studované varianty v bakterialnich buiikach E. coli. Enzymova aktivita izoforem
Chk2 kinazy byla v bakterialnim lyzatu stanovena spektrofotometricky na zakladé fosforylace
arteficialniho substratu Chk2. Kindzova aktivita bylo korelovana s vysledky predikénich
programll (SIFT, Polyphen 2, Align GVGD, CADD skore) hodnoticich funkéni vyznam

studovanych variant in silico.

Z vysledk vyplyva, ze z 15 missense mutaci (a jedné delece neporusujici ¢teci ramec) vedou
ke ztraté¢ kinazové aktivity vSechny varianty v kinazové doméné Chk2 (p.D265 H282del,
G306A, Y424H; R474H, T476M), které jsou rovnéz vétSinou predik¢énich algoritml
identifikované jako patogenni mutace. Takto je rovnéZ hodnocena varianta FHA domény
p.R145Q. U dvou variant (p.I157T a R181H) se shoduje nalezeny maly vliv na kindzovou
funkci s benigni predikci v in silico predikcich. Zatimco v pfipadé varianty R181H tento
vysledek odpovida vysledkiim muta¢nich analyz v rizikovych populacich, varianta I157T je
povazovana za patogenni mutaci zvySujici u nosici riziko vzniku karcinomu prsu a kolorekta
pfiblizné€ na dvojnasobek. Vyznam ostatnich studovanych missense mutaci neni konkluzivni

a bude vyZadovat dalsi studium.

Vysledky naznacuji, ze funkéni hodnoceni kinazové aktivity variant CHEK2 kinazy in vitro je
pravdépodobné vhodné zejména pro stanoveni vyznamu variant postihujicich kindzovou
doménu Chk2, ¢imZ mize vyznamné ptispet k identifikaci potencidlné klinicky vyznamnych

dédi¢nych variant genu CHEK2.

Klic¢ova slova: CHEK2, kinazova aktivita, dédi¢né mutace, funkéni analyza in vitro



Abstract

CHEK2 gene codes for serin/threonine kinase Chk2 (Checkpoint kinase 2). In response to
genomic DNA damage, Chk2 phosphorylates its substrates (proteins Cdc25C, BRCA1
or p53), whose activation leads either to cell cycle arrest, DNA damage repair or induction of
apoptosis. Germline mutations in CHEK2 gene increase risk of cancer development
(especially breast or colon cancer). Analysis of high risk breast cancer patients in Czech
Republic reveals rare CHEK2 mutations (mainly missense) with yet unknown clinical

significance.

This work focuses on functional impact of these variants and analysis of kinase activity of
variant isoforms of Chk2 kinase. For this purpose, recombinant constructs were expressed in
bacterial cells of E. coli. Enzymatic activity of Chk2 kinase isoforms in crude cell lysates was
measured by the phosphorylation of Chk2 arteficial substrate spectrophotometrically. Results
of in vitro kinase assay were correlated to the results of in silico prediction using SIFT,
Polyphen 2, Align GVGD, CADD score software.

The results show that from 15 analyzed mutations (together with one in frame deletion),
kinase activity was abrogated inall variants affecting the kinase domain of Chk2
(p.D265_H282del, G306A, Y424H; RA474H, T476M), in concordance with in silico
predictions. The same result has been found for a FHA domain variant p.R145Q. No
significant changes in kinase activity were observed in case of two FHA domain variants
(p.1157T a R181H) which coresponded to benign in silico prediction. While R181H results
are in agreement with results of mutational analysis in risk populations, 1157T has been
considered to be a pathogenic variant that increase risk of the breast and colon cancer
development. The results in other studied variants remained inconclusive and will require

additional analysis to establish their significance.

The results indicate that functional analysis of variant CHEK2 kinase activity in vitro is the
most appropriate for analysis ofvariants in Chk2 kinase domain in which it may help to

identify clinically significant hereditary CHEK2 gene variants.

Key words: CHEK?2, kinase activity, hereditary mutations, functional analyisis in vitro
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Seznam zkratek

53BP1 - p53 binding protein 1

ADP/ATP - Adenosine diphosphate/ adenosine triphosphate
ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR - Ataxia Telangiectasia And Rad3-Related Protein
BRCAL1/2 - Breast Cancer gene 1/2

Cdc25A/C - Cell Division Cycle 25A/C

Cdk - Cyclin-Dependent Kinase (cyklin-dependentni kinaza)

DSB - Double strand break (dvouietézcovy zlom)

DNA - Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid (ethylendiamintetraoctova kyselina)
FHA - forkhead-associated (doména)

CHEK1/2 - Checkpoint kinase 1/2; gen

Chk1/2 - Checkpoint kinase 1/2; protein

IPTG - Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside

LB - Luria Broth

Mdm?2 - Mouse Double Minute 2

NHEJ - Non-homologous end joining

p53 - Tumor Protein P53; protein

PBS - Phosphate-buffered saline

PCR - Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
PIRH2 - P53-Induced Protein with a RING-H2 Domain; gen RCHY1
PIk3 - Polo-Like Kinase 3

PML - Promyelocytic Leukemia

PPM1D - Protein Phosphatase, Mg?*/Mn®" Dependent, 1D; gen



PTEN - Phosphatase and Tensin Homolog

SCD - SQ/TQ cluster domain

SDS - Sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)
TBE - Tris/Borate/EDTA

TP53 - Tumor Protein P53; gen

Wipl - Wild-Type P53-Induced Phosphatase 1; protein
WT - Wild-type (divoka varianta)



1 Uvod

Karcinom prsu je nejéastéj$im zhoubnym nadorovym onemocnénim u zen v Ceské republice.
Vyskytuje se nejcastéji v podobé sporadického onemocnéni, vzacné (v ptiblizné 5-10%
ptipadt) vSak v podobé onemocnéni dédi¢ného. Hlavnimi predispozi¢nimi geny pro vznik
dédi¢né formy karcinomu prsu jsou geny BRCA1l a BRCA2, které se fadi mezi vysoce
penetrantni geny spolu s PTEN a TP53 (celozivotni riziko projevu onemocnéni u nosice
mutace az 80 %). Stéedni riziko vzniku karcinomu prsu pifedstavuji vrozené mutace v genu

CHEK?2, jenz predisponuje i k fad¢ dalsich nadorovych onemocnéni.

Vétsina predispozi¢nich gend pro vznik karcinomu prsu, véetné CHEK2, koduje produkty
ucastnici se procesu reparace genomové DNA a odpovédi na poSkozeni genomové DNA.
V souvislosti s karcinomem prsu jsou prokazatelné patogennimi variantami CHEK2 mutace,
vedouci ke zkraceni proteinového produktu, napiiklad rekurentni mutace ¢€.1100delC
arozsahla delece exont 9 a 10, jejiz piivod byl identifikovan v oblasti nasich zemi (Walsh,
2006). V ramci mutacnich analyz u vysoce rizikovych osob vsak byla identifikovana i fada
missense mutaci, jejichz vyznam neni zatim uréen. (Pohlreich et al., 2012). Uréeni vlivu
téchto alteraci na funkci proteinového produktu je dulezitou informaci k posouzeni rizika
vzniku karcinomu prsu u nosi¢d téchto variant a v budoucnu i K posouzeni pfistupu

protinadorové 1é¢by pomoci specifickych inhibitort Chk2 (Matijssen et al., 2012).

2 Prehled literatury
2.1 Bunécny cyklus a integrita genomu

Vznik aobnova bunék ve vSech tkanich lidského organismu vyzaduje pifesné fizeni
bunééného déleni, které je zajisténé bunéénym cyklem. Tento sled biochemickych
a signalnich de&ju slouzi k replikaci matefské buiiky do dvou bunék dcefinych. Vstup a pribéh
bunécéného cyklu je za fyziologickych okolnosti peclivé fizen specializovanymi proteiny, mezi
které patii komplexy cyklinti a cyklin-dependentnich kinaz a jejich inhibitory (Lodish et al.,
2013). Aktivita a exprese téchto fidicich molekul je ovlivnéna celou fadou signalnich drah,
které vyhodnocuji funkéni stav délici se bunky, jeji bezprosttedni okoli, ale i pozadavky

celého organizmu. Pribéh bunécného cyklu 1ze rozdélit do nékolika fazi, predstavujici logické
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biochemické a signalni celky zajiSt'ujici rist buniky, spravnou a uplnou replikaci genetického
materialu ajeho symetrické rozdéleni do vznikajicich dcefinych bunék. Komplexnost
genetické informace a ultimatni pozadavek na presnou replikaci genomové DNA vyzaduje,
aby buné¢ny cyklus byl iniciovan pouze v buiikach s intaktnim genomem, a aby Vv pribéhu,
respektive po skonceni replikace DNA, byla tato pfesnou kopii templatu mateiské buriky.
Ke kontrole neporusenosti DNA — genomové integrity — slouzi cela fada kontrolnich
a opravnych mechanizmt. Reparacni procesy zahrnuji opravy riznych typt poSkozeni
genomové DNA. Signalni drahy ucastnici se odpovédi na poSkozeni genomové DNA
predstavuji pro kazdou bunku dilezity prostiedek, ktery slouzi nejen ke zprosttedkovani
vlastni reparace, ale rovnéz k integraci reparacnich dé&ju s fizenim dalSich intraceluldrnich
pochodii. V piipadé délicich se bunék je to predev§im (doCasnd) zastava bunééného cyklu
umoziujici reparaci poskozené DNA nebo apoptoza, ktera reprezentuje konecny zanik bunék,
u kterych reparace genomové DNA neprobéhla uspéSné. Kompetence reparacnich dé&ju
a signalnich procesit bunécné odpovédi na poSkozeni DNA je nezbytnym piedpokladem
tkanové homeostazy, jelikoz na integrit¢ genomu zavisi nejen spravna funkce bunky ale
i celého organizmu. Intaktnost genomu je v pribéhu bunééného cyklu sledovana v kontrolnich
bodech, jez jsou tvofeny proteiny, které jsou soucasti signdlnich drah vedoucich

k vyhodnoceni stavu buiiky a je spusténa adekvatni odpovéd’. (Bartkova et al., 2005)

exogenous agents \ /- endogenous agents
+ IR \Aﬂ ‘ Alf[\/ \l(ﬂ J Alr[\/ « oxidative damage
« chemotherapeutics Iy“lh -I/\ DsB I?"‘ﬂ“ ,|/\ « replication

+ chemicals » programmed rearrangements
‘ sensors « meiotic DSBs

a

‘ transducers

( ; effectors \

cell cycle arrest DNA repair apoptosis

Bob Crimi

Obr. 1: Obecné schéma signalni drahy spusténé v odpovédi na poskozeni DNA. DSB — dvoufetézcové zlomy

DNA, IR —ioniza¢ni zafeni; Pfevzato z Khanna & Jackson (2001)
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Nejvaznéjsi poSkozeni genomové DNA piedstavuji dvouietézcové zlomy v DNA, které
vznikaji endogenné Vv prubéhu pfirozenych procest v burice, jakymi jsou poruchy pfi replikaci
genomové DNA, rekombinace pii meioze ¢i preskupovani VDJ segmenttl u bunék imunitniho
systému, tak i vné&jSimi vlivy — napf. ioniza¢nim zafenim. Pokud by burika tato poSkozeni
nebyla schopna zaznamenat aopravit, mohlo by dojit ke ztraté¢ ¢i naopak amplifikaci
rozséhlych oblasti genetické informace pii ndhodné segregaci oddélenych fragmenti DNA
(postradajicich centromeru) do dcefinych bunék. Proto piizavazném poskozeni genomové
DNA je iniciovan proces apoptozy, kterou builkka chrani mnohobunétny organizmus

pied vyvojem nadorového onemocnéni.

Bunka neni schopna monitorovat veskeré probihajici reakce naraz, proto se kontrolni body
nachazi pred kazdou dulezitou ¢asti, kdy jsou dokonCovany probihajici procesy a je nutné
zkontrolovat jejich vysledek a intaktnost genomu. V zavislosti na stavu buniky a vnéjSich
podminkach se bufika v G1 kontrolnim bodé rozhoduje 0 dal§im postupu. Pokud zaznamena
dostatek pozitivnich signalti, pokracuje pies restrikéni bod do S faze dalsiho cyklu. V ptipadé,
ze buiika neni pfipravena pro vstup do dal$iho buné¢ného cyklu, je mozné postup pozastavit -
protein Rb vaze transkripéni faktor E2F a brani tak transaktivaci gend dilezitych k G1/S
ptechodu .Pokud je detekovano poSkozeni DNA, dochézi k aktivaci kaskady na jejimz konci
je deaktivovana Cdc25A fosfataza, ¢imz =zistavaji neaktivni komplexy cyklin-cyklin-
dependentnich kinaz. Pfi nedostatku rustovych signald, buitka mtize vstoupit do GO faze, kdy
se nebude jiz dale délit. Po replikaci v S fazi je DNA kontrolovana v G2 kontrolnim bodé¢,
ktery piedchazi rozdélovani genetické informace do dcefinych bunék v mitdze. Pii detekci
poskozeni DNA dochazi k aktivaci transkripéniho faktoru p53, jenz transaktivuje napf. gen
pro protein p21"VAFYC®L enz inhibuje komplexy cyklinii a cyklin-dependentnich kinaz, &imz
zastavuje bunécny cyklus. Pokud je p53 aktivovan ve vétSi mife, naptiklad v ptipadé
zavazného a neopravitelného poskozeni genomové DNA, je spusténa transkripce genti jako

jsou PUMA, NOXA, které zprostiedkovavaji iniciaci apoptozy.(Lodish et al., 2013)

Signalni drahy nesestavaji pouze z jedné linie, ale jedna se spiSe o sité, které jsou navzijem
propojené a Vv piipad¢ vyfazeni nékterého z ¢lent, napt. mutaci, ¢astecné i zastupitelné. Pokud
vsak chybi protein, na némz se drahy sbihaji, a ktery je efektorem, za n¢hoz nema burka
adekvatni nahradu, mize dojit k deregulaci bunky ajeji nadorové preméne. Takovymto
proteinem je pravé tumor supresor p53, snimz je Chk2 soucasti osy ATM-Chk2-p53

v odpovédi na poskozeni genomové DNA naptiklad dvoufetézcovymi zlomy. Proteiny ATM
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i Chk2 jsou kinazy fosforylujici fadu substrati ucastnicich se opravnych mechanizmu a jejich

blizky vztah s p53 zvysSuje vyznam téchto kinaz. (Matsuoka, 1998)

2.2 Struktura genu CHEK2 a kinazy Chk2

Gen CHEK2 je lokalizovan na chromozomu 22, na dlouhém raménku (22q12.1), kde zaujima
54680 bazi. CHEK2 je orientovan ve smyslu minus vlakna a jeho majoritn¢ exprimovana
varianta CHEK2 mRNA A ma 15 exont, z nichz je 14 kodujicich. Oblast genu mezi exonem
10 al4 je duplikovana av genomu se vyskytuje Vv podobé pseudogenii na jinych
chromozomech (N. Sodha, 2000). Vesvé izoformé 1 obsahuje Chk2 protein 543

aminokyselin a jeho molekulova hmotnost ¢ini 60 915 Da.

2.2.1 Doménova struktura proteinu Chk2

Protein Chk2 Ize rozlisit na 3 funkéni domény (S. Matsuoka, 1998), viz obr.2. N-koncova ¢ast
proteinu tvoii tzv. SCD (SQ/TQ cluster domain) doménu, stiedni cast zaujima FHA

(forkhead-associated) doména a zna¢ny usek C-konce vytvaii doménu kinazovou (Matsuoka,

1998).

Teg T383 T387
SQ/TQ FHA Kinase domain NLS
1 19 69 15 175 226 486 515 522 543
T loop
N57T 1100delC

Obr. 2: Primarni struktura proteinu Chk2 se znazornénymi vyznamnymi aminokyselinovymi zbytky. Upraveno
dle Antoni et al. (2007).

N-koncova ¢ast je v pozicich 19 — 69 primarni sekvence bohata na pary aminokyselin SQ/TQ
a predstavuje regulacni oblast proteinu, jenz je oznac¢ovana jako SCD doména. SCD oblasti se
Casto vyskytuji U proteint, které se ucCastni signalizace piiposkozeni DNA (Traven &
Heierhorst, 2005). Zejména kinaza ATM u svych substrati vyzaduje v sekvenci piitomnost
serinového ¢i tyrosinového aminokyselinového zbytky nasledovaného glutaminem (Cortez,

1999; Matsuoka, 1998). Konkrétné¢ u Chk2 je 7 SQ/TQ dvojic v aseku dlouhém 51

vvvvvv
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aktivacéni T68 (viz obr.3), jenz je fosforylovan kindzou ATM (Matsuoka, 1998). Podobn¢ je
tomu u kvasinkového homologu Cds1 (Schizosaccharomyces pombe), kdy je pro fosforylaci
kinazou Rad-3 upfednostiovan zbytek T11. V ptipadé zamény threoninu v pozici 68 u Chk2,
respektive 11 u Cdsl za alanin, nejsou proteiny fosforylovany, coz znaci vyznam téchto
zbytkd. V piipadé Rad53 (Saccharomyces cerevisiae) je pro aktivaci dulezit€jsi mira
fosforylace SQ/TQ part nez fosforylace konkrétniho zbytku, a SQ/TQ pary jsou tak nejspise

zastupitelné (Traven & Heierhorst, 2005).

Kinase

Obr. 3: Schéma prostorového uspoiadani dimeru kinazy Chk2. K tvorbé dimeru dochédzi piechodné
po fosforylaci Thr68 v SCD doméné, jenz je rozpoznavan a vazan FHA doménou druhé molekuly Chk2.
Priblizeni dvou molekul a jejich pifechodna vazba umozni vyménu aktivacnich klicek v oblasti kindzovych
domén a naslednou autofosforylaci intrans. Vyvolana konforma¢ni zména vyvola disociaci dimeru a jsou
uvolnény dva aktivované monomery kinazy Chk2. Pievzato z Oliver et al. (2006).
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Aminokyselinové zbytky 92 — 205 tvoti FHA doménu. V porovnani se svym kvasinkovym
homologem Rad53, jenz obsahuje dvé FHA domény, se u Chk2 nachdzi pouze jedna
(Matsuoka, 1998). Hlavni ulohou FHA domény je zprosttedkovani fosfoproteinové interakce,
ato pres fosforylovany threonin, tyrosin, ¢i ziidka fosfoserin. Proteiny obsahujici tuto
doménu se ucastni bunécnych procesti, jakymi jsou signalizace a opravy poSkozeni DNA,
nebo ptisobi jako transkripénimi faktory, ¢i jsou soucasti kinezint ( Durocher & Jackson,
2002). Obecné se FHA doména sklada z 80 — 100 aminokyselinovych zbytkd, jez tvofi tzv. B-
sendvi¢. Tento je sloZzen z 11 B listli, mezi nimiZ se mohou vyskytovat kratké helikalni
inzerty, jako je tomu u Chk2 mezi p4 a5 listem spojenych vzajemné helikalnim tsekem
dlouhym 8 aminokyselin (Durocher & Jackson, 2002). Byla vypozorovana silna preference
ur¢itych zbytkd v pozici pT+3. Zatimco u FHA1 Rad53 je timto zbytkem Asp, u Chk2 se
jedna o lle nebo Leu (Durocher et al., 2000; Durocher & Jackson, 2002). Fosfopeptid je poté
vazan mezi smycky B3/ B4, B4/ B5 a p6/ 7 (Durocher & Jackson, 2002).

Kinazova doména s Ser/Thr specifitou zabird v primarni sekvenci proteinu Chk2
aminokyseliny 212 — 501. Vytvaii dva laloky, z nichz jeden je oznacovan jako N-lalok, jenz
je tvofen zejména sekundarni strukturou [ listt, druhy lalok — C-lalok obsahuje spiSe a helixy
a jeho soucasti je aktiva¢ni smycka (Cai, Chehab, & Pavletich, 2009; Oliver et al., 2006).
Obecné se jako aktivaéni smycka oznacuje ¢ast kinazové domény zahrnujici aminokyselinové
zbytky DFG a APE (Johnson, Noble, & Owen, 1996). U Chk2 tato smycka (zbytky 371 —
391), oznacovana téz jako T-kli¢ka, obsahuje Thr383 a Thr387, jez jsou nezbytné pro plnou
aktivaci kinazy (Lee & Chung, 2001). Katalytické misto se nachazi v zafezu, ktery vytvareji
N- a C-lalok (Cai et al., 2009; Oliver et al., 2006). K vazbé nukleotidu dochazi ve vazebném
misté (Viz obr.4), podporované glycinovou smyckou, ktera se podili na kontaktu s fosfatovymi
skupinami. Fosfaty pfijimaji jeSté dal$i dodatetné vodikové vazby z kinazové domény,
pronéz jsou dulezité zbytky Lys249, Asp368, Asn352. Kontakt sadeninem je zajistén
vodikovymi vazbami s Glu302 a Met304. Zbytky Glu308 a Glu351 zprostiedkovavaji kontakt
s kyslikem ve struktufe ribozy (Oliver et al., 2006). Vazba nukleotidu je koordinovana Mg®*

ionty.

Na samotném C-konci proteinu je umistén jaderny lokalizacni signdl (aminokyseliny
V pozicich 515 — 522), ktery je nezbytny pro piesun Chk2 do bunééného jadra, kde plni svou
funkci (Zannini et al., 2003).
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2.2.2 Regulace aktivity Chk2 kinazy

Pfi normalnim rustu bunky se Chk2 vyskytuje jako neaktivni monomer (Ahn, et al.,
2000). Aktivace nastava po prechodné homodimerizaci, ke které dochazi v odpovédi
na poskozeni DNA dvoufetézcovymi zlomy, kdy je Chk2 fosforylovana kindzou ATM
na Thr68 (Chaturvedi et al., 1999; Matsuoka, 1998; Matsuoka et al., 2000). Fosforylovany
Thr68 v oblasti SCD domény jednoho monomeru Chk2 je rozpoznavan FHA doménou
druhého monomeru a je ji vazan, ¢imz je vytvofen piechodny homodimer (Xu, Tsvetkov, &
Stern, 2002). V tomto uspofadani dochazi k trans-autofosforylaci dvou threoninovych zbytka
(Thr 383 a Thr387) aktiva¢ni klicky (Lee & Chung, 2001). Sekvence této aktivacni smycky
vSak nespliiuje pozadavky pro klasickou sekvenci substratu kindzové domény Chk2, coz
indikuje jiny mechanismus rozpoznani a nasledné fosforylace. Vazba pThr68 FHA doménou
dostava do tésné blizkosti kinazové domény obou monomerti a dochazi ke vzajemné vymeéné
aktivacnich segmentt (Oliver et al., 2006; Oliver, Knapp, & Pearl, 2007). Fosforylace Thr68
ma funkci aktivacni a pro udrzeni dalsi aktivity Chk2 neni potfeba (Ahn et al., 2002). Existuji
dalsi interakce, které sice nejsou tak silné jako vazba pThr68 FHA doménou, ale jsou
postacujici pro prechodnou dimerizaci a naslednou aktivaci dvou neaktivnich monomera (Cai
et al., 2009). Paradox, ze pro aktivacni fosforylaci kinazy je nezbytna jeji aktivace fosforylaci

je vysvétlovan tim, ze aktivaéni smycka dokéze pfechodné zaujimat aktivovanou konformaci
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(viz obr.5), coz je dostatecné k fosforylaci smycky druhého monomeru (Oliver et al., 2006).
Trans-autofosforylace a nasledna konformac¢ni zména vedou k disociaci dimeru a uvolnéni
dvou pln¢ aktivovanych monomert (Cai et al., 2009; Oliver et al., 2006). Neékteré
experimenty ukazuji, Zze existuje dimerizace nezavisla na SCD doméné a postacuje pouze

doména FHA, samotna kindzova doména dimerizaci nezajisti (Cai et al., 2009)

(a) Transiently ordered
activation segment in molecule A

Disordered

Substrate-
binding site .
Phosphorylation

of molecule B o
activation segment Activation segment sequence

conforms to substrate consensus
Binds to substrate-binding site

(b)

Dimerization module

Activation-segment
exchange

Activation-segment sequence does
not conform to substrate consensus

Trans-autophosphorylation can take place

Obr. 5: K aktivaci kinazy Chk2 je nutna jeji fosforylace. Byly navrhnuty dva mozné mechanizmy. (a) V ptipadg,
ze sekvence aktivacniho segmentu odpovida konsenzus sekvenci substratu kinazy, zaujima piechodné aktivacni
segment jednoho monomeru aktivni konformaci, ¢imZ je umoZnéna vazba aktivaéniho segmentu druhého
monomeru do vazebného mista, a ten je fosforylovan. (b) Aktivaéni segment Chk2 vSak nema sekvenci shodnou
se substraty této kinazy a pripada tak v ivahu jiny mechanizmus. Dochézi k vymén¢ aktivaénich segmenti mezi
molekulami v dimeru navzajem, oba ptechodné zaujimaji aktivni konformaci a jsou fosforylovany in trans.
Pievzato z Oliver et al. (2007).

K dimerizaci a aktivaci kindzy Chk2 muze vsak dojit i mimo odpovéd’ na poskozeni DNA
ioniza¢nim zafenim, coz bylo zaznamenano pii nadprodukci proteinu v MEF ¢i 293 bunkach,

stejné tak i u Escherichia coli (Schwarz et al, 2003).
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Proti aktivaénimu ucinku kindzy ATM na Chk2 pusobi fosfataiza Wipl, kédovana genem
PPM1D (Fujimoto et al., 2006; Oliva-Trastoy et al., 2007). Pfi patrani po negativnim
regulatoru kinazy Chk2 byl kandidatnim enzymem pravé Wipl, ktery defosforyluje pSerl5
v p53 i pSer345 v Chkl. WIP1 antagonizuje aktiva¢ni kinazy ATM a ATR, ¢imz se podili
na navratu buiikky do bunééného cyklu po jeho zastaveni v rdmci oprav poskozeni genomové
DNA (Lu et al., 2005). Protein Wip] patii do rodiny typu 2C proteinfosfataz, jejiz dalSimi
Cleny jsou fosfatdzy Ptc2 a Ptc3, které jsou dilezité pro deaktivaci homologniho proteinu
Chk2 u Saccharomyces cerevisiae Rad53 (Leroy et al., 2003). Aktivita Wipl se Vv pribéhu
bunééného cyklu méni a ustanovuje tak prah citlivosti bunky pro signalizaci poSkozeni DNA

(Macurek et al., 2013; Oliva-Trastoy et al., 2007).

Fosforylace neni jedinou posttranslacni modifikaci, kterou Chk2 podstupuje — je také
ubikvitinylovan PIRH2 ubikvitinligazou (Bohgaki et al., 2013; Kass et al., 2007). V tomto
ohledu je dulezity S456, jehoz fosforylace se podili na regulaci stability Chk2 (Kass et al.,
2007). Pokud je S456 fosforylovan, je Chk2 stabilngjsi, v opaéném piipadé se stava cilem
PIRH2 aje degradovan. V experimentech snefunkéni ubikvitinligaizou PIRH2, byla
zaznamenana Castéjsi aktivace G1/S a G2/M kontrolnich boda (Bohgaki et al., 2013).

2.3 InterakEni partnefi

Na vyznam kindzy Chk2 poukazuji jeji interakéni partneti, ktefi se v buiice ucastni dilezitych
procest, jako jsou kontrola bunééného cyklu, oprava poskozené DNA ¢i indukce apoptozy.

wevr

transkripénim faktorem zprostfedkovavajicim reakce buniky na stres. V zavislosti na typu
stresu a mife poskozeni, predevSim genomové DNA, ale i onkogenni hyperstimulaci,
ptipadech, a pfi neopravitelném poSkozeni DNA indukovat apoptézu bunky. Za normalnich
podminek je p53 udrZovan v neaktivnim stavu pomoci ubikvitinlighzy Mdm?2, kterd jej
ubikvitinyluje a tim cili k degradaci do proteazomu (Suzuki & Matsubara, 2011). Naopak
v odpovédi na poskozeni genomové DNA je p53 fosforylovan kindzou Chk2 na Ser20, ¢imz
je prerusena vazba s Mdm2. Timto dochazi ke stabilizaci a rychlé intracelularni akumulaci
molekul p53, které po homotetramerizaci mohou transaktivovat geny, jejichz produkty vedou
k opraveé daného poskozeni (Chehab et al., 1999; Chehab & Malikzay, 2000).
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regulace bunécného cyklu homologni rekombinace
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Obr. 6: Schéma interakci Chk2 a proteinii zprostiedkovavajici odpovéd’ na dvoufetézcové zlomy v DNA.
Pti detekci DSB je k mistu zlomu po aktivaci ATM kinazou rekrutovan komplex MRN (Mrel1-Rad50-NBS1)
a BRCALI, které se spolu s dalSim komplexem BRCA2 a Rad51 podileji na opravé DNA pomoci homologni
rekombinace. Kindza ATM také fosforyluje, a tim aktivuje kinazu Chk2, ktera poté aktivuje proteiny dilezité
pro regulaci bunééného cyklu a piipadné apoptdzy. Chk2 kolokalizuje v mistech zlomt s markery poSkozené
DNA - proteinem 53BP1 a variantou histonu y-H2A, Chk2 v$ak poté od mist poskozeni difunduje a piedava
signal dale. Pfevzato z Pohlreich et al. (2012)

DalSim z fady tumorsupresort je protein BRCAL, jenZ je zédkladnim elementem komplexu
ucastniciho se opravnych mechanismi dvoufetézcovych zlomi DNA. Kinaza Chk2
fosforyluje BRCAL na Ser988 v reakci na dvoutetézcové zlomy DNA (viz obr.6), coz pak
vede K upfednostnéni opravy cestou homologni rekombinace pied chybovou NHEJ (Lee et
al., 2000; Zhang et al., 2004). Dédi¢né mutace v genu BRCAL jsou nejcastéjsi pii¢inou vzniku
dédiéné formy karcinomu prsu aovaria v CR (Pohlreich et al., 2005). Obdobné je tomu
i v piipadé mutaci genu BRCA2, jehoz proteinovy produkt se taktéz podili na opravach
poskozené genomové DNA. Fosforylaci BRCA2 na Thr3387 kinazou Chk2 je vytvofeno
vazebné misto pro rekombinazu Rad51 a dochazi k translokaci komplexu BRCA2 s Rad51
do jadra, kde se podili na homologni rekombinaci a stabilizaci replikacni vidlice pfi jejim

kolapsu (Lomonosov et al., 2003).

Regulace postupu bunénym cyklem je zajiSténa dualné-specifickymi protein fosfatdzami

Cdc25, jez odejimaji inhibi¢ni fosfat z komplext cyklini a cyklin-dependentnich kinaz.
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Pro vstup do mitdzy je nutna aktivace Cdkl v komplexu s cyklinem B, ktery je (po uvodnich
fosforylacich Weel a CAK) aktivovan pomoci fosfatazy Cdc25C. Pokud burnika zaznamena
poskozeni (viz obr.7) v kontrolnim bodé G2 pred vstupem do M faze, je Cdc25C fosforylovan
na Ser216 kinazou Chk2, ¢imz dochazi k deaktivaci fosfatazy a pozastaveni bunécného cyklu
(Falck et al., 2001; Matsuoka, 1998). Fosforylovany Ser216 vytvaii vazebné misto
pro proteiny 14-3-3c, pomoci kterych je udrzovan v cytoplazmé. Pokud je mutovan Ser216,
neni Cdc25C rozeznavan Chk2 abunika vstupuje do mitdzy i pies nedokoncenou replikaci
nebo poSkozeni DNA (Peng, 1997). Izoforma Cdc25A pusobi na pirechodu G1 a S faze, kde
odejima inhibi¢ni fosfat z komplexu Cdk2 a cyklinu E, ktery jej zpétné fosforyluje a vytvari
tak zpétnou pozitivni vazbu (Jinno, Suto, & Nagata, 1994). Pti detekci dvoutetézcovych
zlomd DNA je fosforylovan pomoci Chk2 Ser123 v Cdc25A a je zastaven postup do S faze
(Falck et al., 2001).

uv Obr. 7: Schéma regulace odpovédi
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\\_ / pies  ATM-Chk2-Cdc25C a ATR-
X Chk1-Cdc25A vedouci k zastaveni

ATR bunééného cyklu v kontrolnim bodé

G2. Pfevzato z Donzelli & Draetta
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Podobn¢ jako Chk2 se protein PML podili na zprostfedkovani apoptézy po poskozeni
ioniza¢nim zafenim. Indukce bunécéné smrti se nemusi odvijet pouze od aktivity p53, ale mtize
byt i na p53 nezavisla. Pii této cesté se uplatiuje protein PML Vv regulaci zmén v koncentraci
Ca®" ionti v endoplazmatickém retikulu, cytosolu a mitochondriich (Giorgi et al., 2011).
Chk2 spolu s PML kolokalizuji v ohniscich poskozeni v bunééném jadie akinaza Chk2
fosforyluje PML na Ser117, coz umoziuje uvolnéni PML (Yang, Kuo, Bisi, & Kim, 2002).
Protein PML je nadorovym supresorem a translokace genu PML se vyskytuje ve vétSiné

ptipadt akutnich myeloidnich leukémii (Pandolfi, 2001; Salomoni et al, 2008)
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DalSim interak¢nim partnerem Chk2 je kinaza Plk3, s niz Chk2 uzavira pozitivni smy¢ku (Ma
& Poon, 2011). PIk3 fosforyluje Chk2 na Ser62 a Ser73, ¢imz dochazi ke konformacni
zmeéngé, ktera usnadnuje kinaze ATM fosforylovat aktiva¢ni Thr68 (Bahassi et al., 2006).

Spektrum substrati kindz Chk2 a Chkl se piekryva a funkce téchto kinaz je tak Castecné
zastupitelna (viz obr. 8). Je tomu tak naptiklad u fosfatdz Cdc25, kdy Ser216 v Cdc25C je
fosforylovan obéma kinazami (Matsuoka, 1998; Sanchez, 1997). Prostiednictvim Cdc25A
a Chkl dochazi k odpovédi na poskozeni DNA ultrafialovym zafenim, zatim co Chk2
zprostiedkovava skrze Cdc25A reakci na vystaveni buriky ioniza¢nimu zafeni (Falck et al.,
2001; Mailand, 2000). Chk2 vsak nedokaze plné nahradit funkci Chkl, coz dokazuji
experimenty u Chk1-/- mysi, které nejsou zivotaschopné. Naopak mysi s odstranénym genem

CHEK2 ziji, avSak vykazuji rezistenci k ioniza¢nimu zéafeni, ajim zptisobend poSkozeni

genomové DNA neopravuji (Takai et al., 2002).

DNA repair

Damage-induced Chromatin
transcription Cell cycle remodelling
arrest/delay

Obr.8: Schéma sité proteind, které sdili kinazy Chkl a Chk2. Oranzovou barvou jsou znazornény interakce,
kterych se Gcastni pouze Chk2, zelen¢ oznaceny jsou interakce Chkl, modra znaéi spolecné substraty. Pievzato
z Bartek & Lukas (2003).

2.4 Mutace CHEK2 a nadorova onemocnéni

Dédiéné mutace v genu CHEK2 jsou spojeny s Li-Fraumeni syndromem (LFS; OMIM
#151623), vyznacujicim se zvySenou pravdépodobnosti vzniku nadorového onemocnéni, a to
zejména karcinomu prsu, osteosarkomu, adenokarcinomu diené¢ nadledvin nebo nadort

mozku. Pfi¢inou Li-Fraumeni syndromu jsou nejcastéji mutace genu TP53 a nasledna ztrata
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druh¢ alely, avSak Vv né€kterych ptipadech je TP53 neporuSen. Na zakladé zjisténé interakce
proteind p53 s Chk2 byl vliv na vznik Li-Fraumeni syndromu pfipsan i mutaci ¢.1100delC
v CHEK2 (Bell, 1999). Mutace ¢.1100delC zptisobuje posun ¢teciho ramce a predCasnou
terminaci proteinového produktu Chk2 (p.T367Mfs*15, ktery je zkracen o podstatnou cast
kinazové domény, coz mu znemoziiuje fosforylaci jeho substrati. V prvotni praci Bellové
akol. byla krom¢ rekurentné se vyskytujici patogenni varianty c.1100delC i varianta
€.470T>C znamenajici nekonzervativni zaménu lle v pozici 157 za Thr (p.1157T), jez se
nachazi v FHA doméné (Bell, 1999).

Rozsahlou analyzu vyskytu mutaci v CHEK2 u vice jak 4000 pacientli s riznym nadorovym
onemocnénim provedli Cybulski et al. (2004). Byly nalezeny dvé mutace predcasné
ukoncujici ¢teci ramec (¢.1100delC a IVS2+1G>A) a mutace 1157T u nadora ledvin, prostaty,
prsu, astudie tak ukazala, ze mutace CHEK2 nejsou spojeny pouze s Li-Fraumeni

syndromem.
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3 Cile prace

Mutacni analyza celé kodujici sekvence genu CHEK2 provedenéd v Laboratofi onkogenetiky
na Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF odhalila pfitomnost 18 vzicnych
sekvencnich variant genu CHEK2 u vysoce rizikovych pacient s karcinomem prsu, jejichz
biologicky vyznam neni objasnén. Ma diplomova prace se zamétfuje na analyzu vlivu téchto

mutaci na kinazovou funkci proteinového produktu Chk2.
Dil¢imi cili bylo:
1. Vytvofeni konstruktli obsahujicich studované sekvencni varianty genu CHEK2
v expresnim vektoru pDream2.1/MSC (GenScript) pomoci site-directed mutageneze
2. transformace vektoru do bakterialnich bunék E.coli BL21, nasledna indukce exprese
protein pomoci IPTG, a lyza bunék
3. méfeni kinazové aktivity Chek2 v hrubém bunééném lyzatu na zédkladé¢ zmény miry
fluorescence po fosforylaci specifického substratu kinazy
4. srovnani vysledkd funk¢ni analyzy in vitro s predikcemi in silico nastroji jako

podklad pro hodnoceni vyznamu studovanych variant genu CHEK?2
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4 Metody

4.1 Pouzité roztoky a chemikalie

TBE pufr (Tris/borat/EDTA): 89 mM Tris, 89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA

PBS (Phosphate-buffered saline): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQO,4, 2 mM
KH,PO,4, pH 7,4

TPBS pufr: PBS pufr + 0,1% Tween20 (Sigma)

vzorkovy pufr pro agarézovou DNA elektroforézu: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03%
bromfenolova modt, 0,03% xylen cyanol, 60% glycerol, 60 mM EDTA

S.0.C. médium: 2% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM
KCI; 10 mM MgCl;,, 20 mM MgSOg,; 20 mM glukoza

Tris-glycinovy SDS pufr: 27,2 mM Tris, 190 mM glycin, 0,1 % SDS
transferovy pufr: 39 mM glycin, 48 mM Tris, 1,2 mM SDS, 20% methanol

vzorkovy pufr pro proteinovou elektroforézu: 62,5 mM Tris (pH 6.8), 2% SDS, 10% glycerol,
0.1M DTT, 0.01% bromfenolova modr

LB medium: 10g/L Tryptone, 5 g/L Yeast Extract, 5 g/L NaCl

4.2 Koncepce analyzy kinazové aktivity mutantnich variant Chk2 in vitro

Pro hodnoceni funkéni kapacity kinazové aktivity variantnich izoforem proteinu Chk2 jsme
pouzili synteticky substrat, jehoz utilizaci, kinetiku kindzové reakce, je mozné sledovat v Case
pomoci zmén fluorescence. Podobny piistup byl pouzit napt. v praci Desrichard et al. (2011)
studujici biologicky vyznam missense variant genu CHEK2 nalezenych u pacientd
s karcinomem prsu ve francouzské populaci. Sekvence identifikovanych variant byly
pfipraveny pomoci site-directed mutageneze ¢i PCR  sestfihu Vv expresnim vektoru
pDream2.1/MSC (GenScript) obsahujicim WT sekvenci Chk2, izoformy 1 0543
aminokyselinach. Spravnost sekvenci inzertd a piedevSsim modifikovanych oblasti byla
ovétena sekvenaci. Nasledné byly zkonstruované plazmidy transformovany do bunék E.coli,
ve kterych byla exprese variantnich izoforem Chk2 indukovana pomoci IPTG. Kinazova

aktivita Chk2 byla métena v hrubém bunééném lyzatu na zakladé zmény miry fluorescence
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po fosforylaci sekvence specifického substratu Chk2 kinazy s fluoroforem Sox. Vysledky in
vitro analyz byly korelovany s vysledky in silico predikci a spole¢ny vysledek poslouzil
pro hodnoceni piedpokladané patogenity CHEK2 variant.

4.3 Seznam studovanych variant CHEK2

Muta¢ni analyza celé kodujici sekvence genu CHEK2 byla v Laboratofi onkogenetiky
na Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK provedena u820 vysoce
rizikovych pacienti s karcinomem prsu, u kterych nebyly prokazany mutace v hlavnich
predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2. Na zakladé této analyzy bylo identifikovano
nekolik prokazatelné patogennich mutaci vedoucich ke zkraceni proteinového produktu Chk2
(napt. ¢.1100delC) a 17 vzacnych, nebo doposud nepopsanych sekvencnich variant CHEK2
analyzovanych kontrol (Kleiblova et al., Publikace v ptipravé). Biologicky vyznam téchto
variant genu CHEK2 je nejasny. Studiem vlivu téchto variant nejasného vyznamu
na kinazovou funkci Chk2 in vitro se zabyva tato prace. S vyjimkou jedné intronové elece
(c.846+4_7del), u které byl prokazan in-frame vypadek exonu 6 (18 aminokyselin v oblasti

kinazové domény) byly ostatni studované varianty rizné missense mutace.

CDS kodon protein doména
c.7C>T Cgg>Tgg p.R3W NT
c.190G>A Gag>Cag p.E64K SCD
C.434G>A cGg>CcAg p.R145Q FHA
c.470T>C aTt>aCt p.1157T FHA
c.475T>C Tac>Cac p.Y159H FHA
c.514A>G Aca>Gca p.T172A FHA
c.520C>T Ctt>Ttt p.L174F FHA
c.538C>T Cgc>Tgc p.R180C FHA
€.539G>A cGc>cAc p.R180H FHA
c.541C>T Cgt>Tgt p.R181C FHA
€.542G>A cGt>cAt p.R181H FHA
c.917G>C 9Gg>gCg p.G306A KD
c.1037G>A cGt>cAt p.R346H KD
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c.1270T>C Tat>Cat p.Y424H KD
c.1421G>A cGt>cAt p.R474H KD
c.1427C>T aCg>aTg p.T476M KD
€.1100delC p.T367Mfs*15 KD
c.846+4 7del p.D265 H282del KD

Tab. 1: Studované varianty CHEK2 V tabulce jsou vypsany zkoumané missense varianty Chk2. Pod ¢arou
jsou vypsany varianty, u nichz nedochazi k zaméné jedné aminokyseliny, ale k deleci ¢asti proteinu, a WT Chk2.
NT = N-konec, SCD = SQ/TQ cluster domain, FHA = forkhead-associated domain, KD = kinidzova doména

T1724

RIW  EB4K I157T| R180C, R180H G306A R346H Y424H R474H
‘ ‘ nmmH
SCD FHA KD
Y159H R181C, R181H TA76M
L174F

Obr. 9: Schéma rozmisténi missense mutaci v primarni sekvenci Chk2. SCD = SQ/TQ cluster domain, FHA =
forkhead-associated domain, KD = kinazovd doména

4.4 Priprava variantnich sekvenci genu CHEK2

4.4.1 Geneticky material

Vychozim genetickym materialem byl vektor pDream2.1/MSC (GenScript) se zaklonovanou
WT sekvenci genu CHEK2 (poskytnuto Prof. Dr. Yves-Jean Bignon, MD, PhD; Centre Jean

Perrin, Clermont-Ferrand, France; Desrichard, 2011)

V oblasti MCS obsahuje sedm mist rozeznavanych restrikénimi enzymy (viz obr. 10). Vektor
nese geny pro ampicilinovou aneomycinovou rezistenci. Zaklonované geny mohou byt
exprimovany v bakteridlnich, hmyzich 1 sav€ich bunikach. Pied kodujici sekvenci proteinu je

vlozena sekvence pro znacku FLAG (DYKDDDDK-GC) pro purifikaci a detekci proteinu.
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Obr. 10: Schéma vektoru pPDREAM?2.1/MCS. Pievzato a upraveno z http://www.genscript.com.

4.4.2 Site-directed mutageneze

Metoda site-directed mutageneze (viz obr.11) pouziva tzv. mutagennich primert, které maji
ve své sekvenci cilenou zaménu oproti sekvenci templatu. S vyuzitim polymerazy Pfu
s proofreading aktivitou je zanesena zaména do sekvence plazmidu béhem PCR. Pivodni
plazmid je poté Stépen restrikénim enzymem Dpnl specificky rozeznévajicim methylované
a hemimethylované sekvence, kdy DNA izolovana z vétSiny kment E.coli je methylovana.

V reakci pak zbude nemethylovany plazmid s pozadovan¢é zménénou sekvenci.

Primery byly navrzeny tak, aby se zménény nukleotid nachazel pfiblizné uprostied sekvence,
pficemz délka primeru byla okolo 43 nukleotidi. Analyza byla provedena v programu
AnnHyb (Bioinformatics.org). Dvojice primert (forward a reverse) jsou k sob&é navzajem plné

komplementarni, a dochazi tedy ke tvorbé primer-primer dimert.

27


http://www.genscript.com/

-

0-0-0-0O

zaneseni mutace do retézce DNA Stépeni materského  transformace
pomoci PCR s mutagennimi retézce restrikéni plazmidu do
primery a Pfu polymerazou endonukledzou Dpn!l kompetentnich E.coli

Obr. 11: Schématické znazornéni postupu pro Site-directed mutagenezi. Pfevzato aupraveno dle
http://www.genomics.agilent.com/.

Touto metodou byly pfipraveny missense varianty a varianta 1100delC, jejichz sekvence

obsahovala pravé jednonukleotidovou zaménu oproti sekvenci WT CHEK2.

primer sekvence (5° - 3°)

R3W _f GACGACAAGATGTCTTGGGAGTCGGATGTTGAGGC

R3W_r GCCTCAACATCCGACTCCCAAGACATCACGACCGC

E64K f CTGGGACACTGAGCTCCTTAAAGACAGTGTCCACTCAGGAA
E64K r TTCCTGAGTGGACACTGTCTTTAAGGAGCTCAGTGTCCCAG

R145Q f | GCAAGAAACACTTTCAGATTTTCAGGGAAGTGGGTCC

R145Q r GGACCCACTTCCCTGAAAATCTGAAAGTGTTTCTTGC

1157T _f GTGGGTCCTAAAAACTCTTACACTGCATACATAGAAGATCACAGTG

1157T r CACTGTGATCTTCTATGTATGCAGTGTAAGAGTTTTTAGGACCCAC

Y159H f GGTCCTAAAAACTCTTACATTGCACACATAGAAGATCACAGTGG

Y159H r CCACTGTGATCTTCTATGTGTGCAATGTAAGAGTTTTTAGGACC

T172A f GGCAATGGAACCTTTGTAAATGCAGAGCTTGTAGGGAAAGG

T172A r CCTTTCCCTACAAGCTCTGCATTTACAAAGGTTCCATTGCC

L174F f GGAACCTTTGTAAATACAGAGTTTGTAGGGAAAGGAAAACGCCG

L174F r CGGCGTTTTCCTTTCCCTACAAACTCTGTATTTACAAAGGTTCC
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R180C _f GCTTGTAGGGAAAGGAAAATGCCGTCCTTTGAATAACAA

R180C _r TTGTTATTCAAAGGACGGCATTTTCCTTTCCCTACAAGC

R180H _f GAGCTTGTAGGGAAAGGAAAACACCGTCCTTTGAATAACAATTCTG

R180H_r CAGAATTGTTATTCAAAGGACGGTGTTTTCCTTTCCCTACAAGCTC

R181C f GCTTGTAGGGAAAGGAAAACGCTGTCCTTTGAATAACAATTCTG

R181C r CAGAATTGTTATTCAAAGGACAGCGTTTTCCTTTCCCTACAAGC

R181H_f GCTTGTAGGGAAAGGAAAACGCCATCCTTTGAATAACAATTCTG

R181H r CAGAATTGTTATTCAAAGGATGGCGTTTTCCTTTCCCTACAAGC

G306A f | GTTTTGGAATTGATGGAAGCGGGAGAGCTGTTTGACARAG

G306A r CTTTGTCAAACAGCTCTCCCGCTTCCATCAATTCCAAAAC

R346H f | CCTTCATGAAAACGGTATTATACACCATGACTTAAAGCCAGAG

R346H_r CTCTGGCTTTAAGTCATGGTGTATAATACCGTTTTCATGAAGG

Y424H f CTTTTTATCTGCCTTAGTGGGCATCCACCTTTCTCTGAGCATAG

Y424H r CTATGCTCAGAGAAAGGTGGATGCCCACTAAGGCAGATAAAAAG

RA74H_f GTAGTGGATCCAAAGGCACATTTTACGACAGAAGAAGCCTTAAG

R474H r CTTAAGGCTTCTTCTGTCGTAAAATGTGCCTTTGGATCCACTAC

T476M_f GTGGATCCAAAGGCACGTTTTATGACAGAAGAAGCCTTAAGAC

T476M _r GTCTTAAGGCTTCTTCTGTCATAAAACGTGCCTTTGGATCCAC

1100delC f | GAAGAGGACTGTCTTATAAAGATTATGATTTTGGGCACTCCAAGATTTTG

1100delC_r | CAAAATCTTGGAGTGCCCAAAATCATAATCTTTATAAGACAGTCCTCTTC

Pozn.: Zelené& jsou vyznaceny jednonukleotidové zamény oproti piivodni sekvenci.

Pro PCR s mutagennimi primery byla zvolena Pfu polymeraza s proofreading aktivitou.

Objem reakce byl 12,5ul, dle rozpisu:

Pfu polymeraza (2,5 U/ul) 0,25 ul
10x reakéni pufr s MgSO,4 1,25 pl
dNTP Mix (kazdy 10mM) 0,25 pl
templat pPDREAM_wtCHEK2 (30 ng/ul) 0,4 ul
primer forward (2,5 pmol/ul) 1l
primer reverse (2,5 pmol/ul) 1l
ddH,0 8,35 ul
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Amplifikace probéhla v 16 cyklech (94°C — 30 s; 68°C — 15 min), kterym ptedchéazela vstupni

denaturace (94°C - 1 min), poslednim krokem byla zavére¢na elongace (72°C - 10 min).

Pro odstranéni bakteridlnimi bunkami metylovaného plazmidu s ptvodni nepozménénou
sekvenci z reakce, bylo vyuzito restrikéni endonukleazy Dpnl (New England BiolLabs), jenz

rozeznava sekvenci 5'Gm6ATC3'. Objem reakce byl 8 pul, dle rozpisu:

PCR reakce 5ul
Dpnl 0,2 ul
10x reakéni pufr 0,8 ul
ddH,0 2 ul

Reakce probihala pii 37°C po dobu 3 h.

4.4.3 PCR splicing

Sekven¢ni varianta €.846 + 4_7del CHEK?2 s deleci exonu 6 byla pfipravena pomoci PCR
sestithu (Gratchev). Tato metoda je vhodna pro piipravu i rozsahlejSich deleci studovaného
proteinu in vitro (Sev¢ik et al, 2012). Metoda PCR splicing vyuZiva dvoukrokové PCR reakce
diky niz dochazi k odstranéni pozadované ¢asti sekvence, jak je schematicky naznaceno

na obrazku ¢.12.

eX0n 5 ‘ exon 6 ‘ exon 7

;aaaaaaaaaaaaaaaa R EE R R R R EEREEEEE R

primer 1

-_

primer 2 reverse primer 2 forward primer 3

<
<

exon 5 ‘ axon 7

[N RN ididiidldih

T.aaaaaaaaaaaaaa

Obr. 12:Schéma postupu PCR sestiihu pro ptipravu varianty s in frame deleci exonu 6 CHEK2. V prvnim kroku
je jako templat pouzita wt sekvence CHEK2 ¢cDNA, ve druhém kroku jsou dosyntetizovany ve sméru 5°-3'PCR
produkty prvni reakce, které k sob& hybridizuji v oblasti komplementarniho primeru z prvni PCR. Primer 1 =
spl_f, primer 2 reverse = e6del_r, primer 2 forward = e6del_f, primer 3 = splf_r.
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Byl navrzen oligonukleotid, jenz naseda do ptedni ¢asti exonu 5. Druhy primer z tohoto paru
naseda ¢asti na hranici exonu 5 s exonem 6, pficemz se v pozici, kde by normaln¢ zacinal
prvni nukleotid exonu 6, nachazi jiz prvni nukleotid nasledujiciho exonu 7, a exon 6 je takto

vynechan. Obdobné byly navrzeny i primery pro druhé vlakno.

spl_f CAAGAACCTGAGGACCAAGAACCTGAGGAGCC

spl_r GCCACGGGTGTCTTAAGGCTTCTTCTGTCG

e6del_f GGTTCAGCAAGAGAGGCACCTTGCATCATCAAGATTAAAAAC

e6del_r GTTTTTAATCTTGATGATGCAAGGTGCCTCTCTTGCTGAACC

Pozn.: Fialov¢ je oznacen primer spl f, jenz naseda do oblasti exonu 5 (na obr. 12 zndzornén
fialov¢). Zelené pak primer spl_r nasedajici do oblasti exonu 7 (na obr. 12 znazornén zeleng).

Primery e6del_f a e6del r nasedaji na rozhrani exonti 5 a 7.

Reakéni objem byl 15 pl, dle rozpisu:

Pfu polymeraza (2,5 U/ul) 0,375 pl
10x reak¢ni pufr s MgSO4 1,5l
dNTP Mix (kazdy 10mM) 1,5 ul
templat pPDREAM_wtCHEK2 (30 ng/ul) 0,5 ul
primer forward (30 pmol/ul) 0,5 ul
primer reverse (30 pmol/ul) 0,5ul
ddH,0 10,125 pl

Amplifikace probéhla ve 25 cyklech (95°C — 30 s; 55°C — 30 s; 72°C — 70 s) s uvodni

denaturaci (95°C - 1 min) a zavérec¢nou elongaci (72°C - 10 min).

Objem reakce byl nanesen na 1% agar6zovy gel a PCR produkty byly separovany
elektroforeticky pfi55 Vv 1X TBE pufru. Prourceni délky fragmentu bylo vyuzito
molekulového markeru GeneRuler DNA Ladder Mix (100-10000 bp, Fermentas).
PoZzadované PCR produkty byly extrahovany z gelu pomoci NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel) dle protokolu vyrobce.
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Dalsim krokem byla PCR reakce V teplotnim gradientu, ve které¢ byly pouzity amplifikaty
z predchozi reakce, které k sobé navzajem hybridizovaly. Dalsi slozky reakce byly ptidany

do celkového objemu 15 pl:

Pfu polymeraza (2,5 U/ul) 0,3 ul
10x reak¢ni pufr s MgSO,4 1,5l
dNTP Mix (kazdy 10 mM) 0,3 ul
amplifikat A 0,5 ul
amplifikat B 0,5 ul
ddH,0 11,9 ul

Amplifikace probéhla v 5 cyklech (95°C — 30 s; 60 - 72°C — 30 s; 72°C — 2 min) s uvodni

denaturaci (95°C - 1 min) a zavére¢nou elongaci (72°C - 7 min).

Pozadovany PCR produkt byl separovan elektroforeticky v 1,5% agarézovém gelu v 1X TBE
pufru pfii konstantnim napéti 50 V. Nasledné¢ byla DNA 1z gelu vyfiznuta skalpelem
a extrahovana pomoci NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) dle protokolu

vyrobce.

Extrahovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR reakce v objemu 15 ul ve 25 cyklech
(95°C — 30 s; 55°C — 30 s; 72°C — 3 min) s Gvodni denaturaci (95°C - 1 min) a zavére¢nou
elongaci (72°C - 10 min).

Pfu polymeraza (2,5 U/ul) 0,3 ul
10x reakéni pufr s MgSO,4 1,5l
dNTP Mix (kazdy 10mM) 0,3 ul
templat — fragment AB 0,5ul
primer forward (2,5 pmol/ul) 1,2 ul
primer reverse (2,5 pmol/ul) 1,2 ul
ddH,0 10

Spravnost sekvence amplifikovaného useku byla ovétena sekvenaci (postup viz 4.3.4).

Pro orientované vlozeni sekvence DNA vzniklé PCR sestiihem do vektoru byly pouzity

restrikéni enzymy Apal a BamHI-HF (New England Biolabs), s jejichz pomoci byly
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vytvofeny definované presahy ve Stépeném plazmidu i nakoncich vkladané sekvence.
Pro urCeni, které¢ restrikéni enzymy S$tépi v zadaném tseku v sekvenci plazmidu
pDREAM2.1/MCS s vlozenym genem CHEK2 pouze jednou bylo vyuzito online nastroje
Web Cutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/). BamHI-HF S§tépi v celé sekvenci plazmidu

pouze jednou, ato v oblasti MCS, kde rozeznava sekvenci 5' G' GATCC 3'. Apal rozeznava

a stépi sekvenci 5' G' GGCCC 3, jez se nachazi v inzertu CHEK2, a to v oblasti za exonem 7.

Restrik¢ni reakce probihaly v objemu 20 ul dle rozpisu:

10x reakéni pufr Cut Smart 2 ul
BamHI-HF 1l
Apal 1l
pDREAM_wtCHEK?2 (1520 ng/pl) 0,7 ul
ddH,0 15,3 ul
10x reak¢ni pufr Cut Smart 2 ul
BamHI-HF 1l
Apal 1l
inzert (5 ng/ul) 2 ul
ddH,0 14 pl

Pro kazdy enzym se optimalni teplota pro jeho aktivitu liSila, proto inkubace nejprve
probihala 45 min pfi 25°C (Apal), a poté byla teplota zvySena na 37°C na dalSich 45 min
(BamHI-HF). Zda probéhlo stépeni bylo ovéfeno pomoci elektroforetické separace v 1%
agarozovém gelu pii 72 V. Stépeny fragment a vektor byly extrahovany z gelu a nasledné
byla zmétena jejich koncentrace pomoci pfistroje NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)

pro dalsi reakeci.

Konce vektoru byly oSetfeny alkalickou fosfatazou (rAPid Alkaline Phosphatase, Roche).
Reakce o celkovém objemu 20 ul byla inkubovana 30 min pfi 37°C, enzym byl inaktivovan
po dobu 2 min v 75°C.
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10x reakéni pufr 2 ul
vektor 8 ul
fosfataza 1l
ddH,0 9l

Kone¢nym krokem pro vlozeni pozadovaného fragmentu do vektoru byla liga¢ni reakce.

Slozeni reakce dle rozpisu, celkovy objem 20 pl :

5x reakéni pufr 4 ul
T4 ligaza 1l
inzert (12 ng/ul) 5ul
vektor (63 ng/ul) 1l
ddH,O 9l

Reakce byla inkubovana v 22°C po dobu 5 min.

4.4.4 Sekvenace

Spravnost veskerych sekvenci byla ov€fovana Sangerovym sekvenovanim. Pro sekvenacni

reakci byl pouzivan BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Celkovy reakéni objem byl 10 pl, reakéni smés:

BigDye Terminator v3.1mix 1l

5x reakéni pufr 1,5 ul
primer (30 mM) 0,2 ul
templat — analyzovand DNA ~1 pg
ddH,0 ad 10 pl

Reakce zahrnovala iivodni denaturaci: 96°C (3 min) a a 30 cyklu (96°C - 10 s; 50°C - 5s;
60°C - 2 min) syntézy fragmentt DNA ukoncenych fluorofory-znacenymi
dideoxynukleotidovymi terminatory jednotlivych bazi (ddNTPs). Nasledn¢ byla DNA
purifikovana acetat/EDTA/ethanolovou precipitaci, rozpuSténa ve 12 ul formamidu

a denaturovana pii 95°C 2 min. Kapildrni separace probchla v sekvenatoru 3130 Genetic
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Analyzer (ABI), analyza vzorki byla provadéna softwarem Sequencing Analysis 5.2 (ABI).
Pro vyhodnoceni elektroforeogramti bylo pouzito programu FinchTV 1.3.1 (Geospiza)
a nastroje Blast Alignment Search Tool (ncbi.nlm.nih.gov).

4.5 Priprava chemicky kompetentnich bunék E.coli

Z 5 ml tekuté kultury E. coli v LB médiu, ktera byla nechana rist pies noc, bylo odebrano
0,5ml azaockovano do 50 ml cCerstvého média bez antibiotik. Bunky se nechaly nartst
do exponencialni faze (opticka denzita pti vinové délce 600 nm je 0,4 — 0,5), poté byla kultura
inkubovéana naledu 15 min a stocena pii3000 rpm, 10 min pii4°C. Peleta byla
resuspendovana ve 20 ml vychlazené¢ho 0,1M CaCly,, vznikla suspenze byla opét inkubovana
15 min naledu a sto¢ena pii 3000 rpm, 10 min pii 4°C. Nyni byla peleta resuspendovana
v 5 ml vychlazeného 0,1M CaCl; s 15% glycerolem a inkubovana 10 min na ledu. Nasledné
byly pfipraveny 75ul alikvoty do pfedem piipravenych zamrazovacich zkumavek

Vv ethanolové lazni se suchym ledem. Kompetentni buiiky pak byly skladovany v -80°C.

4.6 Transformace kompetentnich bunék E. coli TOP10, E. coli BL21gold

Kompetentni bunky byly nechany roztat naledu, poté k nim bylo pifidano 1 — 5l
obsahujicich 1 pg — 100 ng plazmidové DNA dle typu vstupniho materialu (PCR reakce,
ligani reakce, miniprep). Poinkubaci 30 min naledu nasledoval tepelny Sok ve 42°C
po dobu 30 s, hned po ném byly buiky vraceny naled a pak k nim bylo pfidano 250 pl
predehiatého SOC média. Nakonec byly buniky inkubovany 1 h na tfepacce pii 225 rpm pfi
37°C. Na piedehtaté misky s LB agarem s ampicilinem bylo vysévano 50 a 100 pl bunééné
suspenze a misky byly umistény pies noc do termostatu do 37°C.

Bunky kmene E.coli TOP10 byly vyuzity pro prvotni transformaci a pfipravu miniprept,
avsak pro samotnou expresi proteinti nejsou vhodné, proto byly transformovany bunky kmene

BL21gold. Postup transformace je stejny jako v ptipadé TOP10 s pouhym rozdilem v dobé

trvani tepelného Soku — u BL21 bunék je zkracena na 20 s.
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Z takto transformovanych a na Petriho misky vysetych bunék byly ptfipraveny tekuté kultury,
ze kterych byly vytvofeny glycerolové zasobni roztoky (vysledna koncentrace glycerolu

¢inila 20 (v/v)%) pro kazdou variantni sekvenci CHEK2.

4.7 PCR na bakteriich

K ovéfeni pfitomnosti plazmidu v buitkdch byla provedena PCR reakce. Z tekuté bakterialni
kultury (v LB mediu) bylo odebrano 10 ul astoceno pii 10 000 g, 3 min. K peleté byly

ptidany slozky reakce do celkového objemu 15 pl dle rozpisu:

FastStart polymeraza (5 U/ul) 0,12 ul
10x reak¢ni pufr 1,5l
dNTP Mix (kazdy 10mM) 0,3 ul
primer forward (30 pmol/ul) 0,2 ul
primer reverse (30 pmol/ul) 0,2 ul
ddH,0 11,68 ul

Do reakce byly zvoleny primery nasedajici za hranice inzertu, aby doSlo k amplifikaci celé

sekvence CHEK?2.

S6r-35 GTGAGCGGATAACAATTCCGGGACC

T7t+ GGCACTGGAGTGGCAACTTCCA

Amplifikace prob&hla ve 30 cyklech (95°C — 30 s; 55°C — 30 s; 72°C — 2 min) s Gvodni

denaturaci (95°C - 5 min) a zavére¢nou elongaci (72°C - 10 min).

Po amplifikaci byl vysledek ovéten elektroforeticky v 0,7% agardze pii 120 V.
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Obr. 13: Oveéfeni piitomnosti plazmidu v bakterialnich bunkach. Modrou Sipkou je oznafena molekulova
hmotnost o¢ekavaného produktu — amplifikované sekvence CHEK2. U vzorky nékterych variant neni viditelny
produkt PCR reakce, pravdépodobné tedy neobsahovaly rekombinantni plazmid nesouci CHEK2 sekvenci. Tyto
varianty byly opakované transformovany do bunék. NK1 = butiky bez plazmidu, NK2 = reakéni mix bez bunék
i bez plazmidu, PK1 = reakéni mix s plazmidem, PK2 = reakéni mix s plazmidem a bunikami, M = marker
molekulovych hmotnosti

4.8 Indukce exprese proteinu v bunkach E.coli BL21gold

4.8.1 Optimalizace indukce exprese proteinu

Pro optimalizaci indukce exprese byly vybrany tfi varianty proteinu Chk2 — WT, 1100delC
a R145Q. Z tekuté kultury bun€k narostlé pies noc bylo odebrano 100 ul a zaockovano do 10
ml ¢erstvého LB média s ampicilinem. Kultura byla inkubovana na ttepacce (37°C, 225 rpm)
do hodnoty ODgyy 0,5 — 0,6, kdy bylo do jednotlivych zkumavek piidano 0,1IM IPTG
(Isopropyl B -D-1-thiogalaktopyranosid) do vysledné koncentrace 50 uM, 100 uM, jedna
zkumavka byla ponechana jako kontrola bez IPTG. Poté byla kultura inkubovana pti 37°C
po dobu 3 h a kazdych 30 min bylo méteno ODgpo. Druhd ¢ast vzorkti byla po ptidani IPTG
inkubovana pii 30°C po dobu 5 h. Po uplynuti doby inkubace byly kultury stoceny pii 4000

rpm, 20 min a zamrazeny v -80 °C.

4.8.2 Indukce exprese proteinli pomoci IPTG

Po optimalizaci indukce exprese proteinti byla zvolena indukce IPTG o finalni koncentraci
50 uM a teplota inkubace 37°C. Kazda varianta proteinu Chk2 (WT Chk2 jako pozitivni

kontrola, 1100delC se ztratou kinazové aktivity jako negativni kontrola, 18 missence variant
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a Chk2 s deleci exonu 6) byla zpracovavana v triplikatech. Z divodu ¢asové naro¢nosti byly
varianty rozdéleny do tfi skupin, pficemz v kazdé skupiné byly varianty WT a 1100delC jako
reference. Kvuli dalsimu kroku izolace byly kultury nékterych variant po indukci IPTG
nechany rist déle nez 3 h, a to do ODggo > 1. Exprese proteinti byla ovéfena pomoci western

blotu (viz 4.9).

4.9 Optimalizace lyzy bunék

Pro 1yzi bylo vyuzito dvou piistupt, prvnim byly bunky E.coli lyzovany sonikaci a lyza¢nim
roztokem s detergentem NP40 a inhibitory proteaz (Schwarz et al., 2003). Pro zachovani

neporusenych proteint byly vzorky uchovavany po celou dobu manipulace na ledu.

Rozpis pro pfipravu 10 ml lyza¢niho roztoku:

5M NaCl 0,3ml
10% NP-40 (Tergitol) 1ml

1M TrisCl, pH 8,0 0,5ml
ddH,0 8,2 ml
inhibotory proteaz cOmplete (Roche) 1 tableta

Vysledné koncentrace jednotlivych slozek v roztoku byly 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 50 mM
TrisCl, pH 8,0. Nakonec byl pfidan lysozym do vysledné koncentrace 1 mg/ml.

Pelety pfipravené v piedeslém kroku, které byly zamrazeny v -80 °C, byly resuspendovany
v NP-40 lyza¢nim roztoku a ponechany 20 min na ledu. Nasledné byly vzorky sonikovany 4x
podobu 10s vzdy spauzou 10s. Poté byly vzorky stoCeny pii4°C po dobu 10 min

pii 13000rpm, nakonec byl oddélen pozadovany supernatant do ¢isté zkumavky.

V druhém piistupu byl vyuzit komeréni kit cOmplete Lysis-B (Roche) a to pfedevsim proto,
aby mohlo byt zpracovano vice vzorkll nardz a vyvarovalo se zbyteCnym prostojim pii praci
S nativnimi proteiny. Postup byl dodrZen dle protokolu vyrobce, kdy byl oproti ptiivodnimu
pristupu eliminovan krok sonikace a Kk 1yzi bylo vyuzito pouze vortexovani a centrifugace.

Porovnénim vzorki zpracovanych obéma piistupy byly zjistény stejné vysledky.
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Koncentrace buné¢nych lyzati byly zméfeny pomoci Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Life

Technologies) dle protokolu vyrobce na piistroji NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) .

4.10 Proteinova elektroforéza SDS-PAGE, western-blotting a imunodetekce

K ovéfeni exprese proteinu bylo pouzito imunodetekce. Nejprve byly proteiny v bunééném
lyzatu separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Jednotlivé bunécné lyzaty byly
nafedény lyza¢nim roztokem tak, aby v nanasce o objemu 25 ul bylo 5 ng celkového proteinu
a byl pfidan 6x koncentrovany SDS vzorkovy pufr. Pied nanesenim na gel byly vzorky
denaturovany 5 min pii 95°C. Proseparaci bylo pouzito dvou geli — separacniho

a zaosttovaciho, slozeni dle rozpisu:

a) 8% separacni gel:

30% akrylamid/ 0,8% bisakrylamid 1,875 ml
4x Tris-CI/SDS 1,5M, pH 8,8 1,875 ml
dH,0 3,75 ml
10% persiran amonny 25 ul
TEMED 4 ul

b) zaostrovaci gel

30% akrylamid/ 0,8% bisakrylamid 325 ul
4x Tris-CI/SDS 0,5M, pH 6,8 625 pl
dH,0 1525 pl
10% persiran amonny 12,5 pl
TEMED 2,5ul

Separace probihala pfi konstantnim napéti 150 V v 1xTrisGlycinovém pufru (Bio-Rad),
pro ur¢eni molekulovych hmotnosti byl pouzit marker Precision Plus Protein Dual Color
Standard (Bio-Rad).
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Proteiny z gelu byly poté ptenaseny na PVDF (polyvinylidene difluorid) membranu (Hybond,
Amersham Biosciences). Tento druh membrany musi byt pied pouzitim aktivovan namocenim do
100% metanolu, poté je membrana omyta destilovanou vodou a namocena do transferového pufru
s 10% metanolem. Pienos probihal v tzv. ,,wet™ uspotfadani pti napéti 100 V v transferovém pufru

pii 4°C. Uspé&snost pienosu byla ovéfena pomoci barveni Ponceaus staining solution (Sigma).

PVDF membrana s pfenesenymi proteiny byla déale blokovana v PBS s 3% suSenym mlékem
a0,1% Tween20 po dobu 30 min pfi pokojové teploté na tfepace. Membrana byla omyta 3x
podobu 10 min vPBS 0,1% Tween20. Nasledné¢ byla membrana inkubovana S primarni
protilatkou (Anti-FLAG, mysi, 3000x) v PBS s 1% suSenym mlékem a 0,1% Tween20 ve 4°C
pfes noc. Membrana byla opét oplachnuta v PBS s0,1% Tween20. Inkubace se sekundarni
protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou (Anti-mouse,lgG-HRP, kozi, 200000x) v PBS
S 1% susenym mlékem a 0,1% Tween20 probihala po dobu 1h pii pokojové teploté. Nakonec byla
membrana omyta v PBS s 0,1% Tween20. Signal byl detekovan chemiluminiscen¢né po ptidani
substratu peroxidaze (Super Signal West Pico Substrate Chemiluminiscent, Thermoscientific)
na radiograficky film (Amersham HyperﬁlmwI MP).

4.11 Funkcni analyza kinazové aktivity

Pro analyzu samotné kinazové aktivity jednotlivych variantnich proteini Chk2 byl zvolen
komeréni kit Omnia® S/T Peptide 3 Kinase assay kit (Life Technologies). Pro reakci neni
potieba izolovat zkoumany protein a jeho aktivitu lze méfit v bunééném lyzatu (Shults, Janes,
Lauffenburger, & Imperiali, 2005). Principem je méfeni zmény fluorescence, ktera je piimo
zavisla na fosforylaci substratu danou kinazou, atudiz jeji aktivité. Substratem je peptid
specificky rozeznavan kinazou, ke kterému je ptipojen fluorofor Sox (8-hydroxy-5-(N,N-
dimethylsulfonamid)-2-methylchinolin) (Shults & Imperiali, 2003). Po fosforylaci dojde
k propojeni Sox snové pripojenym fosfatem, na specifickém threoninovém zbytku diky
chelatovanym M,g2+ iontim. Po nasledné excitaci pii 360 nm lze pozorovat vyrazny narlst
emise fluorescence s maximem pii 485 nm. Tato reakce je natolik specificka a citliva, ze ji 1ze

provadét 1 v hrubém bunééném lyzatu.
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Obr. 14: Princip kinazové analyzy. Ptevzato a upraveno dle http://www.lifetechnologies.com.

Mnozstvi zkoumané kinazy, které bude pouzito do reakce musi byt stanoveno empiricky,
pficemz optimalni je, aby zéavislost relativnich fluorescencnich jednotek (odpovidajicich
aktivité kinazy) vynesena do grafu oproti ¢asu, vykazovala pfiblizné linearni pribéh. Pro tyto
ucely byla zvolena varianta WT Chk2, u které byla ptedpokladana nejvyssi aktivita, a varianta
1100delC, jenz nevykazuje aktivitu zddnou. Byly zméfeny koncentrace proteind v bunéénych
lyzatech téchto dvou variant afedénim dvojkovou fadou bylo dosazeno nasledujicich

mnozstvi celkového proteinu davanych do reakei: 65,4 ug; 32,7 ug; 16,4 ug; 8,2 ug; 4,1 ug;

V piipadé, kdy by bylo enzymu v reakci mnoho, doslo by k rychlému spotfebovani substratu
a saturaci enzymu, a vysledné kiivky by byly pfili§ strmé. V opacném piipadé by enzym
nestihal substrat fosforylovat, reakce by probihala sice déle, ale pribéh kiivek by opét
nevyhovoval. Linearni zavislost byla Zadouci pro moznost porovnani prubéhu reakce
u jednotlivych variantnich enzymti, kdy bylo pfedpokladano, Ze nejvyssi aktivity, a tim 1 miry
fluorescence, bude dosahovat varianta WT Chk2 a fluorescence ostatnich se bude pohybovat
V nizSich hodnotach. Toto mnozstvi bylo urc¢eno u varianty WT Chk2 na 1ug celkového

bakterialniho proteinu. Obdobné mnozstvi (1,5 ug) pouzili do reakce Desrichard et al. (2011).
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Slozeni reakce o objemu 20 pl:

10x kinazovy reakéni pufr 2 ul
10x Omnia® Peptide Substrate 2 ul
10x ATP roztok 2 ul
10x DTT roztok 2 ul
dH,0O 7 ul
celkovy bakterialni protein Sul (~1 pg)

Vsechny varianty proteinu byly vyhotoveny ve tiech biologickych replikatech, z nichz kazdy
mél svij technicky duplikat. Mnozstvi celkového proteinu, které bylo ptidavano do reakce
bylo pro kazdy vzorek 1 al,5 pug vobjemu 5 pl. Reakce byla pfipravena v ¢erné 384-
jamkové desticce (Corning 3676) a métena na piistroji FLUOstar Omega Microplate Reader
(BMG Labtech). Mira fluorescence byla zaznamenavana kazdych 90 s po dobu 1 h.

4.12 In silico predikce

Interpretace mutaci vedoucich k prfedcasnému ukonceni ¢teciho ramce, kdy vzniké zkraceny
proteinovy produkt je pomérné jednoducha, obzvlaste pokud chybi zna¢nad Cast kindzové
domény a enzym je tak nefunkéni. Naproti tomu u fady missense mutaci, jejichz vlivem doslo
k zamén¢ jedné aminokyseliny v proteinovém fetézci, nelze vliv této zamény piedem
jednoduse vylozit. Programy SIFT, PolyPhen2 a Align-GVGD jsou nastroje, které hodnoti,

zda ma urcita aminokyselinova zaména na fuknci proteinu vliv.

Nastroj SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant), dostupny na http://sift.jcvi.org/, pracuje

na zékladé sekvencni homologie a podobnosti fyzikalné-chemickych vlastnosti aminokyselin
— pokud je aminokyselina v urcité pozici vysoce konzervovana, je jeji zaména vyhodnocena
jako intolerantni, naopak piiniz§im stupni konzervovanosti je zaména spiSe tolerovana.
(Kumar, 2009) Vysledkem je skore, které urcuje pravdépodobnost, Ze je zména je tolerovana,
tudiz vysledky blize k 0 znac¢i negativni vliv dané zamény. Varianty s hodnotami <0,05 jsou

oznacovany za zhoubné, ostatni za tolerované.

PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2) se narozdil od SIFT nezaméfuje jen
na sekvenc¢ni homologii, ale také na 3D strukturu proteinu pfistupnou z databazi jakou je

napt. PDB (Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). PolyPhen2 je

dostupny na adrese http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml. Vystupem je hodnota
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udavajici pravdépodobnost, ze je substituce zhoubna, a tak na rozdil od SIFT, jsou hodnoty
blize 0 povazovany za tolerované. Ptipojena je také kvalitativni predikce v podob¢ Ctyt trovni

— ,pravdépodobné¢ zhoubna®, ,,mozna zhoubna®, ,,benigni* a ,,neuréeno*. (Adzhubei, 2010)

Align-GVGD (Grantham Variation, Grantham Deviation), pracuje se sekven¢ni homologii
a zamény ve vysoce konzervovanych mistech hodnoti dle fyzikalné-chemickych vlastnosti
aminokyselin (Tavtigian et al., 2008). Pravdépodobnost, Ze substituce je zhoubna vyjadiuje
skala od,,CO*“ do,,C65“ kde tfida ,,C65“ znaCi nejvysSi pravdépodobnost. Nastroj je

dostupny z http://agvgd.iarc.fr, kde ma uzivatel moznost srovnani své sekvence zajmu

s nékterym z dilezitych predizpozi¢nich geni (napt. BRCAL, CHEK?2) a lze volit i ,,hloubku‘
pro srovnavani konzervovanosti, napt. u CHEK2 od ¢lovéka po Drosophila melanogaster

nebo Danio rerio.

Vsechny vySe zminéné nastroje pracuji s kodujicimi sekvencemi geni. CADD (Combined

Annotation Dependent Depletion, http://cadd.gs.washington.edu/) je schopen vyhodnotit

riziko substituce i v nekodujicich oblastech, jakozto netolerantni zamény nejsou omezeny
pouze naexonové sekvence genu (Kircher, 2014). Vysledné skoére u missense variant
dosahuje maximalni hodnoty 35, pfi¢emz substituce s hodnotou >15 jsou povazovany

za netolerované.
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5 Vysledky

5.1 Konstrukce plazmidut s variantnimi sekvencemi CHEK2

5.1.1 Priprava varianty 1100delC CHEK2 a missense variant

Pomoci site-directed mutageneze byly pfipraveny vektory nesouci variantni sekvence genu
CHEK2, které byly transformovany do bakterialnich bunék. Uspésnost transformace byla
viditelna pii vysevu na Petriho misky s LB agarem s ampicilinem, kdy vyrostly pouze kolonie
obsahujici plazmid nesouci ampicilinovou rezistenci. Z téchto kolonii bylo vybrano pét,
ze kterych byly pfipraveny tekuté kultury a nésledné miniprepy. Spravnost sekvence inzertu

byla ovéfena sekvenaci.
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Obr. 15: Sekvence varianty CHEK2 1100delC. Pavodni WT sekvence obsahujici cytosin v pozici 1100 kodujici
sekvence (A). Stejna pozice v sekvenci, kde je po site-directed mutagenezi nukleotid deletovan (B).
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Obr. 16: Piiklad sekvence missense varianty CHEK2 —I157T. Pavodni WT sekvence obsahujici thymin v pozici
470 kédujici sekvence v tripletu ATT (A). Sekvence s jednonukleotidovou zadménou za cytosin na triplet ACT
vedouci k nekonzervativni zaméné aminokyselin p.1157T (B).

5.1.2 Ptiprava varianty c.846 + 4_ 7del CHEK2

Varianta ¢.846 + 4 7del CHEK2 znamena in frame deleci 54 nukleotidi odpovidajici
vypadku 17 aminokyselin. Tato varianta byla ptipravena metodou PCR sestiihu, kdy pomoci
dvou parG primerti doSlo k odstranéni sekvence odpovidajici exonu 6. Pfiprvnich PCR
reakcich byly amplifikovany dva Gseky (oznaceny A a B), jenz byly k sobé¢ komplementarni
v ¢asti odpovidajici primerim. Tyto tseky byly v dalsi PCR reakci spojeny ve vysledny
fragment jiz bez sekvence exonu 6. PCR reakce probihala v teplotnim gradientu, kdy zvolené
teploty elongacni faze byly v rozmezi 60 — 72°C. DNA 0 odpovidajici molekulové hmotnosti

byla z gelu extrahovana a pouzita v dal§im kroku.
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Obr. 17: Elektroforeticky gel PCR v teplotnim gradientu. A, B = produkty PCR reakce ptedeslého kroku
amplifikat A, B (viz text vySe nebo oddil 5.4.3.), M = marker molekulovych hmotnosti; Dominantni bandy znaci
fragmenty A (560 bp) a B (610 bp), u kterych nedoslo ke vzajemnému spojeni. Velikost zadaného produktu, kdy
jsou oba fragmenty spojeny v jeden je oznac¢ena modrou Sipkou.

Dale byly pomoci restrikénich enzymi BamHI-HF a Apal Stépeny sekvence piipraveného
fragmentu aplazmidu, ¢imz bylo docileno vytvofeni pfesahujicich usekti na koncich
pro orientované vlozeni fragmentu do vektoru. Usp&nost tohoto kroku byla ovéfena

elektroforetickou separaci.

Obr. 18: Restrikce enzymy Apal a BamHI-HF.

Vzorek ¢.1: 1 ul plazmidu sWT CHEK2
sekvenci (c = 1520 ng/ul); 2: 0,5ul plazmidu

3000bp —— s WT CHEK2 sekvenci (c=1520 ng/pl); 3: je 10
pl plazmidu po restrikci; 4: 10 pul PCR eluatu
(c = 5 ng/ul) po restrtikci; 5: 2,5 ul PCR eluatu;
- . 6: 5 ul PCR eludtu; 7: 3 pl pavodni PCR
1000bp ——> [
500bp ——
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Nasledné byl fragment vlozen do vektoru pomoci ligaéniho enzymu a Spravnost sekvence

celého inzertu byla opét ovéiena sekvenaci.

exonb
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Obr. 19: Sekvence varianty CHEK2 c.846+4_7del. Puvodni WT sekvence s vyznadenym exonem 6 (A).
Sekvence s deleci ¢.846+4 7del, vedouci k vypadku exonu 6 a zkraceni proteinového produktu p.D265_H282del
0 18 aminokyselin (B).

5.2 Transformace bunék E.coli

Uspé&snost transformace bungk byla ovéfena vysetim na LB agar s ampicilinem, kdy buiiky
nesouci plazmid byly k tomuto antibiotiku rezistentni. Transformovany byly dva kmeny
bun¢k E.coli — TOP10, kdy byla uspésna transformace plazmidi se v§emi variantnimi
sekvencemi CHEK2, a BL21 ukterého se nepodafilo zanést plazmid koédujici variantu
R346H.
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5.3 Exprese proteint

5.3.1 Optimalizace indukce exprese proteint

Pro uréeni optimalnich podminek indukce exprese proteinu byly tekuté kultury bunék E. coli
BL21 v exponencialni fazi jejich ristu (ODgoo Okolo 0,6) indukovany dvéma objemy IPTG
ato do kone¢nych koncentraci 50 a 100 uM. Bunky pak rostly po dobu dalsich 3 h v 37°C,
kdy bylo mé&feno ODggo a sledovan jejich rist. Naméfené hodnoty byly vyneseny do grafu
Vv zavislosti na Case. Z kiivek lze pozorovat rozdilné prubéhy rastu bunécnych kolonii

nesoucich plazmidy s odliSnymi variantami kinazy Chk2.
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Obr. 20: Ristové kiivky bakterii exprimujici variantni Chk2 kinazu pti 37°C po indukci riznou koncentraci
IPTG (50uM IPTG =,, 50% 100uM IPTG =,100“), ptipadné¢ neindukované (=,, 0°). Ruast bunék se
zpomaloval se vzristajici koncentraci IPTG, resp. expresi kinazy Chk2.

Protein Chk2 se normalné u bakterii nevyskytuje, pro buitku tedy exprese této kindzy neni
pravdépodobné nijak Zddouci, jelikoz Chk2 muze fosforylovat proteiny dilezité pro jeji
funkci. V piipadech, kdy je proteinovy produkt pro buiiku toxicky nebo vyrazné omezuje jeji
funkci arist, je volena nizsi teplota kultivace buné€k po indukci exprese, napf. kultivace
pii 16°C pies noc. V piipadé Chk2 byla pro srovnani zvolena indukce exprese pii sniZzené

teploté 30°C.
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U bunék nesoucich plazmid s variantou 1100delC, ktera kinazovou aktivitu postrada, nebylo
patrné omezeni rychlosti jejich rGstu. Naopak plazmid s variantou WT Chk2, z né¢hoz
probihala exprese aktivni kinazy, zpisoboval u bunék zpomaleni ristu. Z missense variant
byla vybrana R145Q, jenz taktéz zpomalovala rast bunck, avSak ne v takové mire jako WT

varianta.
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Obr. 21: Graf znazorfiujici rast bunék exprimujicich riizné varianty Chk2 (WT, 1100delC, R145Q) pii teplotach
37°C (=,,_ 37) a30°C (=“_30“). Zprubéhu kiivek je patrné, Zze buriky s plazmidem nesoucim katalyticky
neaktivni variantu 1100delC rostou nejrychleji, a to pfi obou teplotach. Nejpomaleji rostou buniky exprimujici
WT Chk2.

Narostlé bun&tné kolonie byly lyzovany, poté byla zméfena celkova koncentrace proteinti
V hrubém bunééném lyzatu a koncentrace jednotlivych vzorkt sjednoceny. Vzorky byly poté
nanaSeny na SDS-PAGE elektroforézu v mnozstvi 20 pg, pfipadné 5 pg.. Poté nasledoval
western blotting; kvantita nanasky celkového proteinu na SDS-PAGE elektroforézu byla
zjistovana z barveni roztokem Ponceau (Obr. 22 a23). Z vysledk bylo patrné, Zze mezi
jednotlivymi vzroky nejsou vyznamné rozdily v celkovém mnozstvi bunéénych proteint

V lyzatu a nasledném postupu pfti sjednocovani koncentraci.
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Obr. 22: Obrazek SDS-PAGE hrubého lyzatu bunék E. coli BL21 exprimujicich variantu ¢.1100delC (C), WT
formu Chk2 (W) a variantu R145W (R) po barveni Ponceau ukazuje stejnomérnou nanasku celkového proteinu
pfi kontrole stanoveni koncentrace proteind v lyzatu pfed méfenim kinazové aktivity. Indukce exprese proteint
Vv bakteriich pomoci IPTG pti 37°C po dobu 3 h Vzorky oznacené ,,0“ jsou bunééné lyzaty z neindukovanych
bunék. Oznaceni ,,50%, respektive ,,100° znamena, ze bunky byly indukovany IPTG ve vysledné koncentraci 50
uM, respektive 100 pM.
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Obr. 23: Obrazek SDS-PAGE hrubého lyzatu bunék E. coli BL21 exprimujicich variantu ¢.1100delC (C), WT
formu Chk2 (W) a variantu R145W (R) po barveni Ponceau ukazuje stejnomé&rnou nanasku celkového proteinu
pii kontrole stanoveni koncentrace proteind v lyzatu pfed méfenim kinazové aktivity. Indukce exprese proteint
Vv bakteriich pomoci IPTG pti 30°C po dobu 5 h Vzorky oznacené ,,0° jsou bunécné lyzaty z neindukovanych
bun¢k. Oznaceni ,,50%, respektive ,,100° znamena, ze buiky byly indukovany IPTG ve vysledné koncentraci 50
uM, respektive 100 uM.

Exprese Chk2 byla specificky zjistovana pomoci western blottingu s protilatkou proti epitopu
FLAG. V tomto ptipadé jiz bylo mozné pozorovat o¢ekavané rozdily, jelikoz exprese Chk2
probihala z plazmidu, jenz byl indukovan riznymi koncentracemi IPTG, piipadné

neindukovén. U vSech vzorki bylo detekovano alespont malé mnozstvi Ch2, a to i u vzork,
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k nimz nebylo pfidano IPTG, coz zna¢i bazalni expresi z plazmidu ibez indukce. Mezi
vzorky indukovanymi 50 ¢i 100uM koncentraci IPTG nebyl patrny vyznamny rozdil
v mnozstvi exprimovaného Chk2. Stejné tak nebyla pozorovatelnd vyrazna zména ani

u riznych teplot (30°C nebo 37°C) po indukci.

ggggu S ®
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Obr. 24: Indukce exprese Chk2 v bakteriich pomoci IPTG pii 37°C po dobu 3 h (A), pii 30°C po dobu 5 h (B).
Vzorky varianty ¢.1100delC jsou kratsi, jelikoz tato mutace zplsobuje piedCasnou terminaci translace
a proteinovy produkt je tak zkracen o zna¢nou ¢ast kinazové domény, a tudiz na gelu putuje rychleji.; C =
1100delC, R = R145Q; Vzorky oznacené ,,0° jsou z neindukovanych bunék. Oznadeni ,,50%, respektive ,,100“
znamena, ze butiky byly indukovany IPTG ve vysledné koncentraci 50 uM, respektive 100 uM.

R100
RO
R50
C100
Cc50
(8 1)

Na zaklad¢ vysledkt optimalizaci jsme uréili podminky indukce exprese Chk2 pti koncentaci
IPTG 50uM, za teploty 37°C po dobu 3 h.

5.4 Stanoveni kindzové aktivity

5.4.1 Optimalizace vstupniho mnoZstvi enzymu

Aktivitu studovanych izoforem Chk2 kinaz bylo mozné méfit v hrubém bunééném lyzatu.
Mnozstvi kindzy do reakce bylo ur€eno mnoZstvim celkového bakteridlniho proteinu, které
bylo nutné ur¢it experimentaln¢. Pro rizna mnozstvi proteini byl fedén lyzat s variantou

Chk2 dvojkovou fadou. Fluorescence probihajici reakce byla méfena v intervalu 30 s po dobu
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1 h. Naméfené hodnoty (relativni fluorescen¢ni jednotky) byly vyneseny do grafu v zavislosti

na ¢ase. Z ktivek bylo ur¢eno vstupni mnozstvi celkového proteinu do reakce na 1 pg.

65,4 pg
32,7 pg
16,4 pg
8,2 g
4,1pg
2,0 ug
1,0 ug
0,5 ug
NK
NK
150000
140000
130000
120000
110000 [F
100000
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40000
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20000
10000
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cas

Obr. 25: Vystup z méfeni kinazové aktivity WT Chk2 v riiznych koncentracich. Mira fluorescence je uréena
RFU (= relativni fluorescen¢ni jednotka). NK — negativni kontroly bez proteinu

5.4.2 Meéfeni kinazové aktivity variantnich proteini Chk2

Krokem optimalizace bylo ureno vstupni mnozstvi celkového proteinu na 1 pg. V praci

Desrichard et al. (2011) pouzili 1,5 pg, a proto bylo toto mnoZzstvi pro ptipadné srovnani

taktéz paralelné pouZito.
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Aby byl piistroj FLUOstar Omega Microplate Reader (BMG Labtech) schopen proméiit
vSechny jamky se vzorky v 384-jamkové desticce, byla fluorescence méfena v intervalech
90s podobu 1 h. Ziskana hruba data byla zpracovana (pocitan primér hodnot dvou
technickych duplikatd kazdého ze tfi biologickych triplikati abyla provedena linearni
regrese) azobrazena pomoci programu STATISTICA 12. Vysledné kiivky jednotlivych
variantnich kindz jsou rozdéleny do grafii dle domén, ve kterych se mutace nachazi.
V kazdém grafu jsou zobrazeny varianty wt Chk2 kindzy a katalyticky neucinné varianty

€.1100delC jako reference pro plnou a nulovou kinazovou aktivitu Chk2.
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Obr. 26: Graf kinazové aktivity variant R3W a E64K.
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Obr. 27: Graf aktivity variantnich Chk2 kinaz s missense mutaci v FHA doméné — R180C, R180H, R181C,
R181H.
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Obr. 28: Graf aktivity variantnich Chk2 kinaz s missense mutaci v FHA doméné — R180C, R180H, R181C,
R181H.
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Kinazova doména
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Obr. 29: Graf hodnot fluorescence pro variantni proteiny Chk2 s mutaci v kinazové doméné — G306A, Y424H,
R474H a T476M.
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Obr. 30: Graf kinazové aktivity varianty 846+4 7del znamenajici deleci exonu 6 a zkraceni proteinu o 18
aminokyselinovych zbytkda.
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Obr.31: Srovnani kindzové aktivity rekombinantnich proteini s jednotlivymi izoformami Chk2. Smérnici
pfimky linearni regrese varianty WT Chk2 byla pfifazena hodnota 1, vyjadfujici plnou kindzovou aktivitu.
Netransformované buiky (NK) avarianta 1100delC slouzi jako negativni kontrola. Smérnicim piimek
variantnich proteint byly pfifazeny hodnoty dle schopnosti fosforylovat substrat.

5.5 Predikce in silico

Pomoci in silico predikénich nastroju SIFT, PolyPhen2, Align-GVDG a CADD byly
zhodnoceny aminokyselinové substituce a jejich vliv nafunkci proteinu. Vystupy

jednotlivych nastroji jsou uvedeny v tabulkach nize.

Substituce | Vstupni format SIFT skore Predikce

R3W ENSP00000329178,R3W 0.04 DAMAGING
E64K ENSP00000329178,E64K 0.12 TOLERATED
R145Q ENSP00000329178,R145Q 0.16 TOLERATED
1157T ENSP00000329178,1157T 0.07 TOLERATED
Y159H ENSP00000329178,Y159H 0.05 DAMAGING
T172A ENSP00000329178,T172A 0.27 TOLERATED
L174F ENSP00000329178,L174F 0.7 TOLERATED
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R180C ENSP00000329178,R180C 0.01 DAMAGING
R180H ENSP00000329178,R180H 0.05 DAMAGING
R181C ENSP00000329178,R181C 0.19 TOLERATED
R181H ENSP00000329178,R181H 0.55 TOLERATED
G306A ENSP00000329178,G306A 0.09 TOLERATED
Y424H ENSP00000329178,Y424H 0.06 TOLERATED
R474H ENSP00000329178,R474H 0 DAMAGING
T476M ENSP00000329178,T476M 0 DAMAGING

Tab. 2: SIFT skore dosahuje hodnot 0 — 1, pfi¢emZ udava miru tolerance. Hodnoty niZsi nez

0,05 SIFT vyhodnocuje za netolerované (¢ervené vyznaceny).

Substituce | Vstupni format Pph2 skore Predikce

R3W 096017 R3W 0.975 probably damaging
E64K 096017 E64K 0.181 benign

R145Q 096017 R145Q 0.999 probably damaging
Y159H 096017 Y159H 0.993 probably damaging
T172A 096017 T172A 0.004 benign

L174F 096017 L174F 0.961 probably damaging
R180H 096017 R180H 0.125 benign

R181C 096017 R181C 0.002 benign

R181H 096017 R181H 0.008 benign

G306A 096017 G306A 1 probably damaging
R474H 096017 R474H 1 probably damaging
T476M 096017 T476M 1 probably damaging

Tab.3: Nastroj PolyPhen2 taktéz udava vysledek nastupnici 0 — 1, kdy udava
pravdépodobnost, Ze mutace je netolerovani.Cervend jsou oznadeny substituce, jez byly
pomoci PolyPhen2 vyhodnoceny s vysokou pravdépodobnosti jako netolerované, oranzové

varianty se zvySenou pravdépodobnosti s dopadem na funkci proteinu.
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Substituce | GV GD Predikce
R3W 56.71 98.36 Class C25
E64K 44.60 56.87 Class C15
0.00 42.81
1157T 30.92 69.84 Class C25
Y159H 0.00 83.33 Class C65
T172A 123.69 33.50 Class CO
L174F 224.94 13.17 Class CO
R180C 72.74 137.37 Class C25
R180H 72.74 4.81 Class CO
R181C 229.27 0.00 Class CO
R181H 229.27 0.00 Class CO
G306A 0.00 60.00 Class C55
Y424H 0.00 83.33 Class C65
R474H 0.00 28.82 Class C25
T476M 57.75 81.04 Class C15

Tab.4: Align-GVGD spojuje dvé vysledné hodnoty — GV udavajici miru konzervovanosti
a DG vystihujici danou odchylku. Vysledek pak tadi do tiid CO — C65, kdy niz§i ttida
vyjadiuje vys$si pravddpodobnost tolerance zamény. Cervend jsou vyznadeny substituce
zatazeny do tiid C45 a vySe, oranzov¢ je znaCena hrani¢ni tfida C35. Vstupnim formatem
substituci pro Align-GVGD jsou, po zvoleni genu (CHEK2), jednopismenné zkratky

aminokyselin a pozice zamény v proteinovém fetézci (napi. R3W).

Substituce | Vstupni format Skore Predikce
R3W chr22_29130703_ G_A 7,125711 34
E64K chr22 29130520 C T 3,472552 23
R145Q chr22 29121241 C T 7,233593 34
1157T chr22_29121087_A G 2,759819 21,1
Y159H chr22_29121082_A_G 6,065728 28,1
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T172A chr22_29121043 T_C 1,447463 13,04
L174F chr22_29121037_ G_A 3,246258 22,8
R180C chr22_29121019_G_A 3,573675 232
R180H chr22_29121018 C T 2,902652 21,9
R181C chr22_29121016_G_A 2,088484 22,2
R181H chr22_29121015 C_ T 1,997856 16,2
G306A chr22_29095917 C_G 6,261346 28,9
Y424H chr22_29091220_A_G 6,203969 287
R474H chr22_29090060 C_T 7,901675 35

T476M chr22_29090054_G_A 6,516582 31

Tab.5: Jelikoz CADD pracuje isnekodujici oblasti, je vstupnim formatem genomova
koordinata, kde se nachazi zménény nukleotid. Hodnoty vétsi nez 15 (Cervené vyznaceny)

jsou povazovany za netolerované.

Substituce | SIFT PolyPhen2 Align-GVGD | CADD | Celkova
predikce

R3W

E64K

R145Q Class C35
1157T possibly damaging

Y 159H
T172A
L174F
R180H
R181C
R181H

G306A
R474H
T476M

Tab. 6: Piehled vysledka predikci ze vSech pouzitych programi pro jednotlivé substituce. Tlustou ¢arou jsou

od sebe oddé€leny varianty nalezejici do riznych domén.
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In silico predikéni programy piedstavuji uzite¢ny nastroj pro predbézné zhodnoceni dopadu
aminokyselinovych zamén na funkci proteinu a predev§im pro vybér kandidatnich variant pro
funkéni analyzy ziskanych pfi vySetteni rozsahlych souborii pacientti. Z vysledku je patrné, ze
predikce zpracované riiznymi programy se mezi sebou u nékterych substituci znacné 1isi. Toto
je pravdépodobné dusledkem rizné vahy hodnocenych parametrti u jednotlivych predikénich
algoritmt. Tento efekt je vyrazny ptfedevSim u Align-GVGD, ktery je predevS§im zaméfen
(a optimalizovan) na hodnoceni variant nejasného vyznamu v hlavnich predispozi¢nich
genech BRCA1 a BRCA2 (Tavtigian et al. 2008). Podobné je tomu u CADD skore, jehoz
neobvykle vysoké hodnoty spiSe naznacuji, ze se jedna o vzacné varianty. VSechny programy
se vSak shoduji ve vysledcich pro variantu Chk2 Y159H, ktera je hodnocena jako
netolerovand zdmeéna s negativnim vlivem. Dal$im jednoznaénym vysledkem je zhodnoceni

varianty T172A jako benigni bez vyrazného dopadu na funkci proteinu.
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6 Diskuze

Ve své diplomové praci

jsem analyzovala vliv vzacnych variant

CHEK2,

identifikovanych jako hereditarni mutace u vysoce rizikovych pacientek s karcinomem prsu,

na enzymovou funkci jimi kodovanych mutantnich izoforem Chk2 kinazy. Pfi své praci jsem

kombinovala vysledky predikei in silico s vysledky in vitro analyzy kinazové aktivity.

Substituce In silico vysledek In vitro aktivita Shoda
R3W netolerovano intermediarni ano
E64K tolerovano intermediarni ano
R145Q netolerovano nulova ano
1157T tolerovano normalni ano
Y159H netolerovano intermediarni ano
T172A tolerovano intermediarni ano
L174F tolerovano nulova ne
R180C netolerovano normalni ne
R180H tolerovano nulova ne
R181C tolerovano intermediarni ano
R181H tolerovano normalni ano
G306A netolerovano nulova ano
Y424H netolerovano nulova ano
R474H netolerovano nulova ano
T476M netolerovano nulova ano

Tab. 7: Tabulka srovnani vysledki in silico a in vitro analyz. Aktivita variantni kinazy byla hodnocena 3 stupni

— ,hormalni“ aktivita byla srovnatelna s aktivitou WT proteinu, nulova aktivita znamenala ztratu schopnosti

fosforylace, intermediarni se odliSovala od obou projevi. Pokud se ve vysledcich objevila hodnota intermediarni

aktivity, bylo to povazovano za shodu. Tu¢né jsou vyznaceny Gplné shody.

Aktivita variantni kinazy se substituci R3W in vitro byla oproti WT kinadze snizena ptiblizné

na polovinu. Predikénimi nastroji byla tato zaména hodnocena jako netolerovana, ikdyz

aktivitu neztratila. Zaména R3W byla spojovana od zacatku s Li-Fraumeni syndromem (Lee

et al., 2001), pozd¢ji predevsim s karcinomem prsu et al., 2007; Roeb et al., 2012).
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Jedina varianta SCD domény - E64K byla in silico predikovana jako benigni, s vyjimkou
CADD. V in vitro analyze vykazoval variantni protein pouze mirn¢ snizenou aktivitu oproti
WT Chk2 a celkové tato zaména tedy byla zhodnocena jako tolerovana. Experimenty Roeb et
al. (2012), ktefi studovali aktivitu variantnich Chk2 proteini v kvasinkach v8ak ukazaly, ze
protein nebyl schopen tucastnit se odpovédi na poskozeni DNA. Glu64 se nachazi v tésné
blizkosti Ser62, ktery je spolu se Ser73 fosforylovan kinazou Plk3a tato fosforylace poté
usnadnuje kinaze ATM fosforylovat Thr68 (Bahassi et al., 2006). Je mozné, ze zaména
glutamatu za lysin znemozni fosforylaci kinazou P1k3 a naslednou aktivaci pomoci ATM, coz

by mohlo mit za nasledek ztratu ucasti na signalizaci pti detekci poskozené DNA.

FHA doména ma roli fosfoproteinového interakéniho modulu, kdy =zajistuje interakce
S upstream proteiny dilezitymi pro aktivaci Chk2 (ATM), jakoZzto s naslednymi interakénimi
partnery Chk2 v dalsim ptenosu signalu a efektory (p53, BRCA1, Cdc25C).

Porovnanim in silico predikci u variant Y159H a T172A s analyzou kinazové aktivity in vitro,
lze posoudit, ze se vysledky shoduji. Variantni kinaza Chk2 Y 159H vykazuje nizkou aktivitu,
s ¢imz koreluje predikce o netolerované substituci. Cai et al. (2009) uvadi, ze se Tyrl59
v FHA doméné podili na vazbé kinazové domény druhé molekuly Chk2 a substituce v této
pozici by tyto vazby mohla naruSovat. Tato mutace nemusi mit vliv pouze na dimerizaci
Chk2, ale i pfi vazbé substratii podobné jako 1157T, kdy se obé zamény nachazeji v mistech
dulezitych pro interakci FHA domény s jinymi proteiny (Durocher & Jackson, 2002). T172A
je dle predikci zaména nemajici negativni vliv na funkci proteinu, coz funkéni analyza
potvrzuje — aktivita Chk2 T172A je viaci WT mirné sniZzena. Substituce v mén¢ konzervované
pozici, kdy je zménén polarni threonin za alanin tak ziejmé nema v kontextu celé molekuly

Chk2 velky vyznam.

In silico predikce i in vitro kindzova analyza se shoduji, ze substituce I157T by neméla mit
na funkci proteinu vliv. Varianta 1157T je vSak spojovana s fadou nadorovych onemocnéni,
zejména karcinomu prsu a kolorekta (Han, Guo, & Liu, 2013). Piesny dopad substituce
na funkci proteinu je vSak sporny, nékteré prace tvrdi, ze Chk2 I157T je schopen normalni
aktivace po indukci ioniza¢nim zafenim (Lee, et al., 2001; Wu et al, 2001). Analyza kinazové
aktivity 1157T provedena Roeb et al. (2012), ktefi vyuzili schopnost lidského CHEK?2
komplementovat nefunkéni kvasinkovy homolog rad53, vsak zjistila, ze Chk2 1157T tuto
schopnost ztratil a nedokaze zajistit odpoveéd’ na poskozeni DNA. Dale tvrdi, ze pozorovana
aktivita srovnatelnd s WT variantou kindzy byla nejspiSe zplisobena pritomnosti WT proteinu

ve studovanych bunkach. Pfi pohledu na strukturu proteinu Chk2 je lle 157 v FHA doméné¢

62



soucasti hydrofobniho prostfedi a podili se na vazb¢ s Casti kindzové domény. Zaména Ile
za Thr neméni celkovou konformaci proteinu, ale zna¢né snizuje hydrofobicitu v daném
useku FHA domény, a redukuje tak intermolekuldrni van der Waalsovy kontakty s kindzovou
doménou druhé molekuly (Cai et al., 2009; Lee et al., 2001). Chk2 I1157T je jako protein
stabilni, je v ramci bunééné odpovédi na ionizaéni zafeni fosforylovan, a je schopen tvofit
dimery i s WT Chk2, v ¢emz miize spocivat jeho negativni efekt (Kilpivaara et al., 2004; Lee
et al., 2001).

V pozici 145 aminokyselinového fetézce je znama substituce Arg za Trp, ktera byla objevena
ve spojeni s Li-Fraumeni syndromem (Bell, 1999). Tato nekonzervativni zaména ma
zanasledek Spatné slozeni proteinu, ktery je pak cilen k degradaci do proteazomu a jeho
polocas je zkracen z vice jak 120 min u WT Chk2 na 30 min (Lee et al., 2001). V FHA
doméné se nachazi fosfoThr vazebné misto které sestava z 1lantiparalelnich B-listt. Pravé
substituce v pozici 145 naru$i mistni vazby a snad indukuje vznik dal$i B-struktury, ktera
narusi smycky dulezité pro vazbu fosfoproteint. (Lee et al., 2001) Néktera data nasvédcu;ji
faktu, ze zdménou R145W je naruSena schopnost podstupovat autofosforylaci aktivac¢nich
zbytkl T383 a T387 v aktivaéni smycce (Lee & Chung, 2001). V této praci nebyla studovana
varianta R145W ale varianta zndmé doposud pouze z ¢eské populace R145Q, ktera byla ndmi
predikovana jako netolerovana a variantni kindza vykazovala vyrazné snizenou enzymovou
aktivitu. Lze tedy uvazovat, ze v této pozici nejsou zameény tolerovany, jelikoz i U pacientil
s karcinomem prostaty byla identifikovana varianta R145P (Dong et al., 2003) Nami
studovand zaména argininu 145 za glutamin, v§ak nemusi mit tak vyrazny funkéni dopad jako

je tomu v piipadé aromatického zbytku tryptofanu.

U tii variant Chk2 se neshoduje in silico predikce s vysledkem analyzy kinazové aktivity.
Jednu z nich je L174F, kdy pies predikci benigni substituce, protein Chk2 nevykazoval
zaddnou kindzovou aktivitu. Tato varianta je doposud popsdna pouze v Ceské populaci
u pacientek se sporadickym karcinomem prsu (Kleibl et al., 2008). Je tak pravdépodobné, ze

se jedna o populac¢né-specifickou variantu.

V FHA doméné se nachazi také mutace R180C, R180H, R181C a R181H, které byly popsany
v souvislosti s karcinomem prostaty (Dong et al., 2003). Tyto alterace mohou zasahovat
strukturu ¢i stabilitu domény na rozhrani jejiho styku s druhou molekulou Chk2 (Cai et al.,
2009). Tii z téchto ¢tyi zamén byly vyhodnoceny in silico nastroji jako tolerované, coz se
uplné neshodovalo s vystupem kinazové analyzy.Varianta R180C vykazovala aktivitu

srovnatelnou s WT kinazou, i kdyz je zaména predikovana jako netolerovana.
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Naopak varianta R180H s predikci benigni zamény nedokazala substrat fosforylovat.
Ve vétsing pripadi se hodnoti schopnost fosforylovat specificky substrat, kterym je Cdc25C
(Matsuoka, 1998), je vsak mozné, ze interakce s jinymi substraity mohou byt naruSeny
a aktivita by v tomto pfipad¢ byla odlisna. Sodha et al. (2006) ve své praci uvadi, ze Chk2
R180H neni tak stabilni jako WT, nicméné jeho aktivita v odpovédi na poSkozeni genomové
DNA etoposidem neni od WT pozménéna a celkové tuto variantu zhodnotili jako neutralni.
Pfi porovnani vysledkd kindzové analyzy s praci Desrichard et al. (2011), je patrny rozdil
Vv mife fosforylace varianty R180H, ktera v jejich pfipadé neni natolik snizena. Variantni
izoformy Chk2 se zaménami v pozici 181 (RI181C, R181H) jsou povazovany za schopné
funkce a vykazuji mirné snizenou aktivitu, pfipadné normalni, vici substratu ve srovnani

s WT variantou.

Vsechny proteiny variantni v kindzové doméné (G306A, Y424H, R474H a T476M)
nevykazovaly zadnou aktivitu viéi substratu, s ¢imz se shodovaly i predikce in silico.
S ohledem na fakt, Zze kinazova doména zajistuje vykonnou funkci enzymu, ve které jsou
aminokyselinové zbytky komplexné usporadany, neni piekvapivé, ze substituce v této
doméné znamenaly ztratu kindzové aktivity. Vazebné misto pro nukleotid se v kinazové
doméné nachazi mezi dvéma laloky (viz 2.2.1.), které jsou propojeny zbytky v pozicich 303 —
321, kde se nachazi pravé Gly306. Vazbu nukleotidu pak zprostiedkovavaji zbytky Glu302,
Met304 a Glu308. (Cai et al., 2009) Je tedy mozné, ze i zaména Ala namisto Gly je nezadouci

a ma vliv na funkci kinazy.

Rekombinantni protein Y424H nevykazoval zadnou kinazovou aktivitu, dle predikei in silico,
kdy spada do konzervované oblasti Chk2 u obratlovct. Tato varianta byla nalezena U muzt
S nddorovym onemocnénim prostaty, avSak nésledné studie neprokdzaly predikce o ztraté
funkce proteinu (Tischkowitz et al., 2008). Funk¢ni analyza u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae nezjistila zménu na funkci proteinu a varianté¢ Y424H nebyl pfipsan vliv na vznik
nadoru prostaty (Tischkowitz et al., 2008). V dalsi studii bylo zjisténo, Ze varianta Y424H
segreguje V postizenych rodinach s vyskytem karcinomu prsu (Roeb et al., 2012). Zde
vysledek funkéni analyzy udava, Ze kindza Chk2 Y424H nebyla schopna komplementovat
ztratu homologniho proteinu Rad53 u Saccharomyces cerevisiae. Vliv variantniho proteinu
muze byt ovlivnén prostiedim, ve kterém se v organizmu nachazi, jako je tomu u varianty
I1157T v ptipadé¢ karcinomu plic, kde tato mutace vykazuje protektivni uc¢inek, na rozdil

od prostiedi karcinomu prsu ¢i prostaty (Brennan et al., 2007).
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Argd74 je konzervovan v kindzové doméng, jelikoz se podili na aktivaci proteinu fosforylaci
in trans, kdy dochéazi k vyméné aktivacnich smycek monomerid a Glu394 v APE motivu
kontaktuje pravé Argd74 (Oliver et al., 2006). Je tedy mozné, ze je v ptipadé substituce

ovlivnéna schopnost efektivné fosforylovat aktiva¢ni smycku druhé molekuly Chk?2.

V C-koncové casti kindzové domény se nachazi zdmeéna T476M, jez byla spolu s T476K
nalezena u rizikovych pacientti s karcinomem prsu (Roeb et al., 2012). Na rozdil od T476K,
kterd vykazovala alesponi n¢jakou odpovéd’ na poskozeni DNA, byla varianta T476M
katalyticky neucinna (Roeb et al., 2012). Tyto vysledky jsou shodné s vysledky analyzy
kinazové aktivity v této praci iV praci Desrichard et al. (2011), ktefi taktéZz nezaznamenali

schopnost fosforylace substratu Chk2.

Studovanou variantou byla imutace vedouci k deleci exonu 6, coz naurovni proteinu
znamena ztratu 18 aminokyselinovych zbytkli v kindzové doméné. Dle vysledki kindzové

analyzy je tato varianta nefunk¢ni, 1 pfesto, Ze je ¢ast katalytické domény zachovana.

V této praci byla analyza zaméfena na vliv mutaci na schopnost kindzy fosforylovat sviij
specificky substrat. Proteiny Chk2 byly produkované v bakteriich, v nichz chybi aktiva¢ni
kindza ATM posttranslacné modifikujici Chk2 fosforylaci Thr68, pies ktery poté dochdzi
k vazbé druhé molekuly Chk2 pomoci SCD domény a nasledné aktivaci (Matsuoka et al.,
2000). Bylo zjisténo, ze kaktivaci dochazi taktéz v bakteridlnich bunkach, ato
pii nadprodukci proteinu Chk2 (Schwarz et al., 2003). Cai et al. (2009) uvadi, ze aktivacni
Thr68 neni nezbytny, pfechodna dimerizace postacujici k aktivaci kindzy neni zavisla na SCD

doméné.

Analyza funk¢ni aktivity Chk2 in vitro je nejspise vhodna pro studium variant v kinazové
doméné, jakozto se vysledky nejvice shodovaly s analyzou in silico. Predev§im v piipadé
FHA domény se vysledky u nékterych variant liSily vyrazné (L174F, R180C, R180H).Neda se
v8ak fici, ze shoda in silico predikei s in vitro analyzou znamena, ze je hodnoceni koneéné,
coz ilustruje varianta I157T, které byla vyhodnocena jako tolerantni, avSak je prokazatelné
patogenni. Pfestoze se variantni protein choval v in vitro kinazové analyze jako WT, nelze
fici, ze mutace nema na funkci kinazy vliv, jelikoz ten mtze spocivat pravé ve schopnosti
interakce se signalné nadfazenymi partnery jako napf. s kinazou ATM a naslednou aktivacni
fosforylaci. Varianty s nepozménénou kinazovou aktivitou tedy mohou byt v tomto ohledu
funk¢ni, avSak v kontextu odpovédi buiiky na poskozeni genomové DNA mohou byt defektni,

jelikoz praveé pies kinazu ATM k reakci dochazi.

65



Pfinosem pro zjisténi vlivu substituce v sekvenci proteinu jsou jisté komplementacni testy
na kvasinkach, jakozto jak v Saccharomyces cerevisiae tak v Schizosaccharomyces pombe lze
nalézt homologni proteiny Chk2 — Rad53, respektive Cdsl, jejichz ztratu je Chk2 schopen
nahradit (Matsuoka, 1998). DalSim moznym piistupem je studium funkce variantnich Chk2

proteinil v sav¢ich buitkach v odpovédi na ionizujici zaieni.

Spojenim segregacni analyzy avysledkt analyz in silico ain vitro bychom ziskali
komplexnéjsi predstavu o vyznamu nalezenych variant. Bohuzel vSak ne vzdy je moznost
provést analyzu rodokmenu a zjistit tak, zda nalezend varianta segreguje s nadorovym
onemocnénim v rodin€. Identifikace potencialné¢ klinicky vyznamnych dédicnych variant
genu CHEK2 je dualezitym ptedpokladem pro hodnoceni rizika vzniku nédorového

onemocnéni, zejména karcinomu prsu.
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