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Streszczenie

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem u kobiet. Rocznie na swiecie notuje sie okoto miliona nowych
zachorowari. Zidentyfikowano liczne czynniki ryzyka raka piersi, do ktdrych zalicza sie wczesny wiek pierwszej
miesigczki, pdzny wiek menopauzy, niezachodzenie w cigze oraz przypadki raka piersi u najblizszych krewnych.
Ponadto zidentyfikowano liczne geny wysokiej penetracji, ktorych mutacje wptywajg na ryzyko zachorowania na
raka piersi i jajnika. Do gendw tych zalicza sie przede wszystkim BRCA1 i BRCAZ2.

Ostatnie wyniki badan sugeruja, ze rowniez gen TopBP1 moze wptywac na ryzyko wystgpienia raka piersi i jajni-
ka, jak rowniez moze stanowi¢ istotny czynnik prognostyczny dla ztosliwych nowotwordw piersi. Biatko TopBP1
uczestniczy w wielu istotnych procesach komorkowych, w tym w replikacji DNA, w mitozie i mejozie, a takze w
naprawie uszkodzen DNA. Zaburzenia tych procesow mogg mie¢ bezposredni lub posredni wptyw na proces
transformacji nowotworowey.
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Abstract

Breast cancer is the most common malignancy in women. Its estimated annual incidence is about one million cases
worldwide. A number of risk factor have been identified, among them early menarche, late menopause, nulliparity
and positive family history. Moreover, a number of highly penetrant breast and ovarian cancer susceptibility genes,

such as BRCA1 and BRCAZ2, have been identified.

Recent findings suggest TopBP1 to be a breast and ovarian cancer susceptibility gene. Moreover, TopBP1 protein
may be an important prognostic marker of breast cancer. TopBP1 protein is involved in DNA replication, mitosis
and meiosis, as well as DNA repair. Deregulation of these processes may have pathological implications in cancer.

Key words: breast cancer / ovarian cancer / TopBP1 / DNA replication
mitosis / meiosis / DNA repair

Wstep

Nowotwory ztosliwe stanowia druga co do czgstosci przy-
czyng zgondow w Polsce. Najczesciej wystgpujacym nowotworem
ztos§liwym kobiet w Polsce i na $wiecie jest rak piersi [1]. Rocz-
nie na $wiecie stwierdza si¢ okoto miliona nowych zachorowan
na raka piersi, co stanowi okoto 20% wszystkich zachorowan na
choroby nowotworowe [2-5]. W 2009 roku wedtug danych Kra-
jowego Rejestru Nowotworéw w Polsce stwierdzono 15 752 no-
wych zachorowan na raka piersi, co stanowi 22,8% wszystkich
sposrod 69 178 nowych zachorowan na choroby nowotworowe
kobiet. Powazny problem ginekologii onkologicznej stanowi tak-
ze rak jajnika, ktory jest szostym pod wzgledem czgstosci wyste-
powania, stanowiac piata przyczyng zgondw wsrod kobiet cier-
piacych na choroby nowotworowe [6]. W 2009 roku zanotowano
ponad 3470 nowych zachorowan na raka jajnika. Wciaz trwaja
poszukiwania czynnikdw wptywajacych na ryzyko zachorowa-
nia na raka piersi i/lub jajnika oraz markerow diagnostycznych,
prognostycznych i predykcyjnych uzytecznych w diagnostyce
i terapii tych nowotworow [7, 8].

Karppinen i wsp. (2006) sugeruja, ze jednym z nowych
gendw, ktorego mutacje moga mie¢ wptyw na predyspozycje
do raka piersi i jajnika jest TopBP1 (topoisomerase IIf} binding
protein 1) [9]. Poza tym wykazano, ze biatko TopBP1 moze by¢
waznym czynnikiem prognostycznym dla bardziej zaawansowa-
nych rakow piersi. Kobiety, u ktorych stwierdzono podwyzszony
poziom ekspresji TopBP1 w preparatach rakow piersi, cechowat
krotszy czas przezycia catkowitego oraz krotszy czas przezycia
bez progres;ji [10].

Biatko TopBP1 pelni istotne funkcje w utrzymaniu integral-
nos$ci genomu poprzez udzial w regulacji transkrypcji i replikacji,
naprawie uszkodzenn DNA oraz w procesie podziatu mitotyczne-
go i mejotycznego [11-15].

Podobienstwa biatka TopBP1 do BRCAL1

Biatko TopBP1 wykazuje liczne podobienstwa do BRCALI
(breast cancer gene 1). C-koncowy region biatka TopBP1 zawie-
ra dwie tandemowo utozone domeny BRCT i wykazuje znaczace
podobienstwo do analogicznego regionu biatka BRCAT1 [9, 16-
20].

374

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Oproécz podobienstwa strukturalnego biatko TopBP1 wyka-
zuje réwniez podobienstwo funkcjonalne z BRCAI1. Ekspresja
obu biatek najwyzszy poziom osiaga w fazie S cyklu komorko-
wego. Zarowno TopBP1, jak i BRCAL1 sa fosforylowane przez
kinaz¢ ATM w czasie odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA.
W odpowiedzi na stres replikacyjny oba biatka, wraz z PCNA
(proliferating cell nuclear antygen), gromadza si¢ w miejscu
zatrzymania widetek replikacyjnych [17, 20]. TopBP1 i BRCA1
wykazuja wspodlnag lokalizacjg w komorce podczas péznej mitozy
oraz w czasie profazy I podzialu mejotycznego [9, 13].

TopBP1 i BRCA1 wydaja si¢ pelni¢ podobne funkcje
w punkcie kontrolnym G2/M cyklu komérkowego [9]. Wykaza-
no, ze w komorkach z obnizona ekspresja TopBP1 lub zawiera-
jacych zmutowane biatko BRCA1 dochodzito do czgsciowego
zniesienia funkcji punktu kontrolnego G2/M. Jeéli wyzej wymie-
nione warunki zachodzily jednoczes$nie to w komorkach tych ob-
serwowano calkowite zniesienie punktu kontrolnego G2/M [20].

Poza tym, w odpowiedzi na dzialanie promieniowania jo-
nizujacego biatka TopBP1 i BRCA1 gromadza si¢ w ogniskach
jadrowych wraz z innymi bialkami zaangazowanymi w sygnali-
zacj¢ i naprawe dwuniciowych peknig¢ DNA, takimi jak Rad50,
ATM (ataxia telangiectasia mutated), Rad9, BLM (Bloom s syn-
drome protein), PCNA, Nbsl (Nijmegen breakage syndrome 1)
1YH2AX [21, 22].

Udzial TopBP1 w replikacji DNA

Liczne badania funkcji biatka TopBP1 wykazaty, ze biatko
to petni istotna rolg w czasie przejécia G1/S oraz w przebiegu
fazy S cyklu komoérkowego i replikacji DNA, a takze proliferacji
komoérek [17, 23-31].

Biatko TopBP1 jest niezbgdne dla proliferacji komorek
we wczesnej embriogenezie. Embriony myszy pozbawione
genu TopBPI1 rozwijaty si¢ tylko do stadium blastocysty, nato-
miast embriony z niepetna inaktywacja genu TopBPI zamieraly
w okresie preimplantacyjnym. Obnizenie ekspresji TopBP1 przy
uzyciu interferencji RNA prowadzilo do starzenia si¢ prawidto-
wych komorek cztowieka w hodowlach pierwotnych, natomiast
w przypadku komoérek nowotworowych wyciszenie ekspresji
TopBP1 indukowato apoptozg [26].
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Badania z wykorzystaniem siRNA (small interfering RNA)
wykazaty, ze brak ekspresji bialka TopBP1 w komoérkach pro-
wadzi do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G1 w wy-
niku obnizenia aktywnosci kompleksu cyklina E/CDK2 (cyclin
dependent kinase 2) pelniacego istotna funkcj¢ w czasie przej-
$cia komorki z fazy G1 do S. Przyczyna spadku aktywnosci tego
kompleksu byt wzrost poziomu biatek p21 i p27, bedacych inhi-
bitorami kinaz zaleznych od cyklin [25].

Najwyzszy poziom ekspresji biatka TopBP1 obserwuje si¢
w fazie S cyklu komérkowego, co sugeruje jego udzial rowniez
w replikacji DNA. Zastosowanie przeciwcial skierowanych
przeciwko domenie BRCT6 biatka TopBP1 hamowalo replika-
cj¢ DNA w jadrach komérkowych wyizolowanych z komoérek
HeLa [17]. Analogiczny efekt uzyskano poprzez zastosowanie
przeciwciat skierowanych przeciwko polimerazie DNA a oraz &,
z ktora oddzialuje biatko TopBP1 [17, 32].

Biatko TopBP1 jest bezposrednio zaangazowane w tworze-
nie kompleksu inicjacyjnego replikacji poprzez oddziatywanie
z biatkiem Cdc45 (cell division cycle 45) [29]. Biatko Cdc45
zaangazowane jest w proces replikacji DNA zaréwno na etapie
inicjacji, jak i elongacji [29, 33]. Wykazano, ze biatko TopBP1
za posrednictwem domen BRCT1, 2 i 6 oddziatuje z biatkiem
Cdc45, co prowadzi do zablokowania domeny aktywujacej tran-
skrypcj¢ w bialtku TopBP1. Oddziatywanie migdzy biatkiem
TopBP1 i Cdc45 obserwowano wylacznie w czasie przejscia
komorki z fazy G1 do S. Wyniki te sugeruja, ze bialko TopBP1
jest zaangazowane w tworzenie replikacyjnego kompleksu ini-
cjacyjnego poprzez rekrutacjg biatka Cdc45 do miejsca inicjacji
replikacji [29]. Rowniez liczne badania homologéw TopBP1
potwierdzily, ze petnia one istotne funkcje w inicjacji replikacji,
jednakze, doktadny mechanizm oddziatywania TopBP1 z repli-
kacyjnym kompleksem inicjacyjnym nie zostal jeszcze doktadnie
poznany [23, 24, 30, 34-36]. Liczne doniesienia sugeruja udziat
dodatkowych biatek posredniczacych w zaleznej od CDK2 rekru-
tacji Cdc45 do miejsca inicjacji replikacji przez biatko TopBP1
[37-40]. Biatkiem, ktore oddziatuje z TopBP1 i wptywa na proces
replikacji DNA jest TICRR (TopBPI-interacting, checkpoint, and
replication regulator). Brak ekspresji biatka TICRR w komorce
prowadzi do silnego zahamowania replikacji DNA oraz uniemoz-
liwia oddziatywanie biatka Cdc45 z chromatyna [38]. Wyniki te
wskazuja, ze TopBP1 i TICRR wspotdziataja w rekrutacji biatka
Cdc45 do kompleksu inicjacyjnego replikacji [38, 40].

TopBP1 w mitozie i mejozie

Wiele bialek odpowiedzialnych za utrzymanie integralno$ci
genomu odgrywa rowniez istotna funkcj¢ w czasie podzialu mi-
totycznego i mejotycznego. Do tej grupy biatek zalicza si¢ m.in.
BRCALI, p53, ATM i ATR (ATM and Rad3-related kinase). Naj-
nowsze badania sugeruja, ze rowniez biatko TopBP1 jest zaan-
gazowane w przebieg zar6wno mitozy, jak i mejozy [13-15, 41].

Wykazano obecno$¢ TopBP1 w obrgbie wrzeciona podzia-
lowego w metafazie i anafazie podziatu mitotycznego, natomiast
w czasie metafazy biatka TopBP1 i BRCAl znajdowaly sig¢
w centrosomach [13]. W profazie podziatu mitotycznego stwier-
dzono kolokalizacj¢ biatka TopBP1 i tubuliny y w centrosomach.
W telofazie natomiast, TopBP1 oddysocjowuje od centrosomow
i znajduje si¢ w jadrach komoérek potomnych. C-koncowy frag-
ment TopBP1 obejmujacy domeng BRCT?7, jest niezbgdny dla
lokalizacji tego bialka w centrosomach. Mutacje w regionie genu
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TopBPI kodujacym domen¢ BRCT7 moga prowadzi¢ do zabu-
rzenia lokalizacji biatka TopBP1 w centrosomach i powodowac
znaczne wydluzenie czasu trwania prometafazy i metafazy. Fakt
ten sugeruje, ze biatko TopBP1 niezbgdne jest dla prawidlowego
przebiegu podziatu mitotycznego i szczegdlnie wplywa na pro-
metafazg oraz metafazg mitozy [41].

Analiza ekspresji TopBP1 u myszy wykazala, ze biatko to
ulega ekspresji gtéwnie w tkankach zawierajacych proliferujace
komorki. Wysoki poziom TopBP1 stwierdzono w jelicie cienkim,
ptucach, grasicy i $ledzionie, podczas gdy w watrobie i nerkach
jego ekspresja nie zostata wykryta. Szczego6lnie wysoki poziom
TopBP1 zanotowano w jadrach myszy, co moze sugerowac udziat
tego biatka w procesie spermatogenezy [13]. TopBP1 zostato wy-
kryte w spermatocytach i oocytach myszy w profazie I podziatu
mejotycznego. Doktadna analiza wykazata obecnos¢ tego biatka
w centralnej czgséci taczacej autosomalne chromosomy homolo-
giczne zarowno w oocytach i spermatocytach we wczesnej pro-
fazie I, tj. w leptotenie i zygotenie, a takze w centralnej czgsci
potaczonych chromosomoéow X-Y w spermatocytach w pdznej
profazie I (pachyten). Natomiast w parze chromosomoéw X nie
wykryto obecnosci biatka TopBP1 w zadnej fazie podziatu me-
jotycznego [13, 14]. Ponadto wykazano, ze biatko TopBP1 wraz
z kinaza ATR 1 histonem yYH2AX gromadzi si¢ w miejscach dwu-
niciowych pgknig¢ DNA powstajacych w poczatkowych etapach
rekombinacji DNA w profazie I podzialu mejotycznego. Suge-
ruje to, ze biatko TopBP1 i ATR uczestnicza w monitorowaniu
przebiegu rekombinacji DNA w profazie I i aktywacji punktu
kontrolnego w pachytenie [15].

Udzial TopBP1 w naprawie uszkodzen DNA

Istotna funkcj¢ w odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA
odgrywaja kinaza ATM, ktéra aktywowana jest przez dwunicio-
we peknigcia DNA oraz kinaza ATR aktywowana w odpowiedzi
na stres replikacyjny, ktéry obejmuje m.in. zatrzymanie widetek
replikacyjnych [42-44]. Do aktywacji kinazy ATR wymagana
jest obecnos¢ biatka TopBP1, ktore rekrutowane jest do miejsca
uszkodzenia przez kompleks 9-1-1 (Rad9-Hus1-Radl) [12, 17,
45]. W aktywacjg kinazy ATR zaangazowana jest domena AAD
(ATR activating domain) biatka TopBP1 zlokalizowana pomig-
dzy domena BRCT6 i BRCT7 [12, 46-48]. Doktadny mechanizm
aktywacji ATR przez TopBP1 nie zostal poznany, jednakze su-
geruje sig, ze moze polega¢ na zmianie domeny kinazowej, co
ulatwia substratom dostgp do tego enzymu, czego wyrazem jest
obnizenie wartosci statej Michaelisa [47]. Ponadto, TopBP1 jest
biatkiem, ktore pehi istotng funkcje w szlaku transmisji sygnatu,
ktory taczy szlak zalezny od ATM ze szlakiem ATR, w odpowie-
dzi na dwuniciowe pgknigcia DNA [49]. Dwuniciowe peknig-
cia DNA rozpoznawane sa przez kompleks MRN (Mrell-Rad-
50-Nbs1). Kompleks MRN nie tylko promuje aktywacjg ATM,
ale takze uczestniczy w modyfikacji koncéw DNA niezbgdnej do
naprawy uszkodzen przez rekombinacj¢ homologiczna [50, 51].
W wyniku modyfikacji koncow DNA w obrgbie dwuniciowych
peknig¢ DNA przez biatko CtIP (C-terminal binding protein
(CtBP) interacting protein), Exol (exonuclease 1) i BLM gene-
rowane sa jednoniciowe fragmenty DNA (ssDNA) rozpoznawa-
ne nastegpnie przez RPA. Powstanie kompleksu RPA-ssDNA jest
pierwszym etapem szlaku sygnalizacyjnego prowadzacego do
aktywacji kinazy ATR przy udziale biatka TopBP1 [12].
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Podsumowanie

Biatko TopBP1 petni istotna funkcjg w proliferacji komorek

poprzez udziat w replikacji DNA oraz w czasie podziatu mito-
tycznego i mejotycznego. Ponadto poprzez udzial w naprawie
uszkodzen DNA wplywa na zachowanie integralnosci genomu.
Mutacje genu TopBPI i zmiany ekspresji moga prowadzi¢ do
zaburzenia proceséw komorkowych, ktore to biatko reguluje, co
moze wptywac na proces karcynogenezy.
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