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Streszczenie
Rak piersi i jajnika nalezg na swiecie do najczesciej diagnozowanych nowotwordw ztosliwych u kobiet i okoto 5 —
10% z nich ma charakter rodzinny.
Mutacje w genach BRCA1 i BRCA2 znacznie podnoszg ryzyko rozwoju raka piersi i/lub jajnika, niemniej mutacje
w dotychczas poznanych genach, wptywajgcych na predyspozycje do rozwoju tych schorzen, takich jak BRCAT,
BRCA2, ATM, Chk2, PALB2 i BRIP1 stanowig przyczyne wystepowania mniej niz 25% diagnozowanych przypadkow.
Prawdopodobnie inne geny, w tym TopBP1 mogg miec¢ zwigzek z rodzinng predyspozycja do rozwoju raka piersi i/
lub jajnika.
Biatko TopBP1 wykazuje strukturalne i funkcjonalne podobienstwo do BRCA1. TopBP1 petni istotne funkcje
w naprawie DNA i regulacji punktow kontrolnych cyklu komorkowego. Poza tym TopBP1 oddziatuje z czynnikami
transkrypcyjnymi, takimi jak E2F1, p53, Miz-1 oraz HPV'16 E2 i reguluje ich aktywnosc transkrypcyjna.
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Abstract

Breast and ovarian cancer are among the most common malignancies of women in the world. About 5 — 10% of

the cases are considered familial.

Germline mutations in the BRCA1 and BRCAZ2 genes are strong predictors of breast and/or ovarian cancer
development. However, currently known susceptibility genes including BRCA1, BRCA2, ATM, Chk2, PALB2, and
BRIP1 explain less than 25% of familial breast and/ovarian cancers.

Other genes, such as TopBP1 are also likely to be involved in hereditary predisposition to breast and/or ovarian
cancer. TopBP1 protein displays structural and functional similarities with BRCA1, and these two proteins have
been suggested to function partially in the same cellular processes. TopBP1 protein is involved in DNA repair and
cell cycle checkpoint control. Moreover, TopBP1 interacts with transcription factors, such as E2F1, p53, Miz-1,

HPV16 E2, and regulates their activity.

Key words: TopBP1 / breast cancer / ovarian cancer / transcription regulation
E2F1/ p53 / Miz-1/ HPV16 E2

Wstep

Nowotwory piersi naleza do najczgsciej wystgpujacych no-
wotworow ztosliwych w krajach wysokorozwinigtych [1-4]. Na-
tomiast rak jajnika jest powaznym problemem w ginekologii on-
kologicznej i nadal stanowi wyzwanie dla medycyny. W Polsce
nowotwor ten jest piaty pod wzgledem czgstosci wystgpowania
oraz stanowi pierwsza przyczyng zgondw wsrod kobiet z nowo-
tworami narzadu rodnego [5].

Zgodnie z danymi pochodzacymi z badan genetycznych,
okoto 30% wszystkich nowotwordéw powstaje wskutek uwarun-
kowanych genetycznie predyspozycji [5, 6].

Ztosliwe nowotwory piersi i jajnika dzieli si¢ na sporadycz-
ne i rodzinne. W grupie chorych ze sporadycznym rakiem piersi
i/lub jajnika, w przeciwienstwie do pacjentek z rodzinna postacia
tych nowotwordw, nie obserwuje si¢ zachorowan na raka piersi i/
lub jajnika u innych cztonkdéw rodziny oraz nie udaje si¢ wykazac
obecnosci mutacji w dotychczas poznanych genach, wpltywaja-
cych na predyspozycje do zachorowania na raka piersi i jajnika
[7]. Okoto 5 — 10% wszystkich rakow piersi i jajnika zalicza si¢
do nowotworow rodzinnych [2, 5, 8].

W polowie lat dziewigcédziesiatych XX wieku wykazano
dziedziczna, jednogenowa etiologi¢ rodzinnych nowotworéw
piersi i jajnika, zwiazang z mutacjami w genach BRCA1I (breast
cancer gene 1) 1 BRCA2 (breast cancer gene 2) [9-12]. Biatka
kodowane przez te geny pehnia istotne funkcje w utrzymaniu sta-
bilnosci genomu poprzez udzial w naprawie uszkodzen DNA,
regulacji cyklu komoérkowego i przebudowie chromatyny [4, 13-
16]. Etiologia okolo 40% rodzinnych rakow piersi i jajnika nie
jest znana [2, 17, 18].

Ze wzgledu na genetyczna heterogenno$¢ nowotworow
piersi i jajnika wciaz trwaja poszukiwania gendw, ktorych mu-
tacje moga wplywaé na predyspozycj¢ do zachorowania na te
schorzenia. Wigkszo$¢ znanych gendw podatnosci na raka piersi
1jajnika o wysokiej i §redniej penetracji, koduje biatka petniace,
wraz z biatkkami BRCA1 i BRCA2, funkcje w zachowaniu in-
tegralnosci genomu. Do tej grupy gendéw zalicza si¢ m.in. ATM
(ataxia telangiectasia mutated), Chk2 (checkpoint kinase 2),
BRIP1 (BRCAI-interacting protein 1) i PALB2 (partner and lo-
calizer of BRCA2) [2, 19].

Sugeruje sig, ze jednym z nowych gendw, ktorego muta-
cje moga mie¢ wpltyw na predyspozycje¢ do raka piersi i jajnika,
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a ktorego produkt biatkowy wykazuje strukturalne i funkcjonal-
ne podobienstwo do BRCA1 oraz uczestniczy w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA i regulacji cyklu komoérkowego jest TopBPI
(topoisomerase IIf binding protein 1) [2].

Gen i biatko TopBP1

Gen TopBP1 cztowieka sktada si¢ z 28 eksondw i jest zlo-
kalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 3 (3q22.1) [2, 20,
21]. TopBPI koduje biatko o masie czasteczkowej okoto 180
kDa, ztozone z 1 522 aminokwas6w [2, 22-24]. Biatko to zostato
po raz pierwszy zidentyfikowane jako czynnik oddziatujacy in
vitro z topoizomeraza I1f [21]. Cecha charakterystyczna biatka
TopBP1 jest obecnos¢ o§miu domen BRCT (BRCAI C-terminal
domain), ktore zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane w C-kon-
cowym regionie bialtka BRCA1 [21, 25-28]. Domeny BRCT
maja charakter hydrofobowy i zawieraja 80 — 100 aminokwa-
sow. Odpowiadaja one za oddziatywania typu biatko-biatko oraz
wykazuja zdolnos$¢ wiazania fosforylowanych peptydow, a takze
jedno- i dwuniciowych fragmentow DNA [25, 27, 29, 30]. Obec-
no$¢ domen BRCT wykazano w wielu bialkach uczestniczacych
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, do ktorych zaliczamy m.in.
BRCAI1 i TopBP1 [25, 28, 31-34]. W strukturze biatka TopBP1
wyroznia sig¢ rowniez dwie sekwencje NLS (nuclear localization
signal). Zlokalizowane sa one w C-koncowym regionie biatka
i odpowiadaja za jadrowa lokalizacjg TopBP1 [21].

W N-koncowym regionie bialka TopBP1 znajduje si¢ do-
mena aktywujaca transkrypcjg, ktora otoczona jest przez dwie
domeny repres;ji transkrypcji [35, 36]. W C-koncowym regionie
TopBP1 znajduje si¢ natomiast domena AAD (4ATR activation
domain) [32]. Podczas odpowiedzi komoérki na uszkodzenia
DNA, domena ta uczestniczy w aktywacji kinazy ATR (ATM and
Rad3-related kinase) [37-40].

Udziat TopBP1 w regulacji transkrypciji

Biatko TopBP1 oddziatuje z czynnikami transkrypcyjnymi
i moze pehi¢ funkcje¢ zarowno koaktywatora, jak i korepresora.
TopBP1 reguluje aktywnos¢ takich czynnikéw transkrypcyjnych
jak E2F1 (E2F transcriptiom factor 1), pS3 (protein 53 kDa),
Miz-1 (Myc interacting zinc finger protein 1), HPV16E2 (human
papillomavirus 16 transcription/replication factor E2) [35, 36,
41-45].
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E2F1

E2F1 nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych E2F
(E2F1-E2F8), ktore reguluja ekspresj¢ genow kodujacych biat-
ka zaangazowane w replikacj¢ DNA i cykl komoérkowy. W od-
powiedzi na dziatanie czynnikoéw wzrostu, aktywne w fazie G1
kinazy zalezne od cyklin (CDK, cyclin dependent kinase) fo-
sforyluja biatko Rb (retinoblastoma), co powoduje uwolnienie
czynnik6éw transkrypcyjnych E2F z kompleksu Rb-E2F. Proces
ten ma zasadnicze znaczenie dla przej$cia komorki z fazy Gl
do S. Sposrdd biatek nalezacych do rodziny E2F, czynniki tran-
skrypcyjne E2F1, E2F2 i E2F3 pehia funkcjg aktywatoréw tran-
skrypcji 1 sa aktywowane w odpowiedzi na sygnat do podziatu
komorki. Biatka te maja zasadnicze znaczenie dla proliferacji
komorek, a mutacje w kodujacych je genach prowadza do cat-
kowitego zablokowania podziatdéw komodrkowych. Natomiast
czynniki transkrypcyjne E2F4 1 E2F5 petnia glownie funkcje re-
presorow transkrypcji [44, 46, 47].

TopBP1 za posrednictwem domeny BRCT6 oddziatuje
z N-koncowym fragmentem biatka E2F1 i hamuje jego aktyw-
nos$¢ transkrypcyjng oraz zapobiega zaleznej od E2F1 apoptozie
w fazie S [36, 44]. Obnizenie ekspresji TopBP1 poprzez zasto-
sowanie siRNA (small interfering RNA) prowadzito do wzrostu
aktywno$ci czynnika transkrypcyjnego E2F1, nie wplywato na-
tomiast na aktywno$¢ innych czynnikoéw nalezacych do tej ro-
dziny, co sugeruje, ze biatko TopBP1 petni funkcje regulacyjne
jedynie wzgledem E2F1 [36]. W prawidtowych komorkach czto-
wieka niepoddanych dziataniu czynnikow uszkadzajacych DNA,
TopBP1 oddziatuje z E2F1 glownie w czasie przejscia komorki
z fazy G1 do S. Nie stwierdzono natomiast obecno$ci komplek-
su TopBP1-E2F1 w punkcie G2/M cyklu komoérkowego, mimo
ze obserwowano ekspresje obu biatek [36]. TopBP1 w wyniku
fosforylacji seryny w pozycji 1159 przez kinaz¢ Akt ulega oli-
gomeryzacji 1 wiaze si¢ z E2F1. Najwyzszy poziom ufosforylo-
wanego przez kinaz¢ Akt biatka TopBP1 obserwuje si¢ w czasie
przejscia G1/S [48]. Obnizenie aktywnosci transkrypceyjnej E2F 1
w wyniku oddziatywania z TopBP1 prowadzi do obnizenia eks-
presji m.in. takich gendéw jak p73, Apaf-1 (apoptotic peptidase
activation factor 1), kaspaza 3, cyklina E, TK (thymidine kinase
1)ipl07[36, 49].

TopBP1 wptywa na zalezng od E2F1 ekspresj¢ genow po-
przez rekrutowanie biatek Brgl (Brahma-related gene 1) i BRM
(Brahma protein), stanowiacych podstawowa jednostke kom-
pleksu SWI/SNF (SWitch/sucrose nonfermentable), do promo-
torow gendw, ktorych transkrypcja regulowana jest przez E2F1.
Kompleks SWI/SNF sktada si¢ z 10-12 biatek i odpowiada za
przebudowe struktury nukleosomow poprzez zalezng od ATP
zmiang oddzialywan migdzy histonami a DNA [36, 50].

TopBP1 wiaze si¢ z Brgl/BRM i wzmacnia oddziatywanie
pomigdzy E2F1 i gldownymi biatkami kompleksu SWI/SNF w re-
gionach promotorowych genoéw, co prowadzi do represji tran-
skrypcji tych genow [36, 51]. Biatko E2F1 zaangazowane jest
w regulacje ekspresji wielu genow kodujacych biatka proapop-
totyczne, w tym Apaf-1, NOXA 1 PUMA (p53 up-regulated mo-
dulator of apoptosis) 1 dlatego obnizenie jego aktywnosci tran-
skrypcyjnej hamuje apoptoze komoérek zarowno w fazie S, jaki
i w czasie odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA [33, 36,
52]. Yu i wsp. wykazali, ze nadekspresja biatka TopBP1 chroni
komérki myszy przed apoptoza indukowana dziataniem cisplaty-
ny, co moze miec¢ istotne znaczenie w terapii nowotworow [53].
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p53

Czynnik transkrypcyjny p53 uczestniczy w odpowiedzi ko-
morki m.in. na uszkodzenia DNA, aktywacjg¢ onkogenow i hipok-
sj¢ [54, 55]. W komorkach niepoddanych dzialaniu czynnikow
wywolujacych stres komdrkowy, biatko p53 jest ubikwitylowane
przez ligazg ubikiwityny MDM?2 i ulega degradacji w proteaso-
mach. W wyniku dziatania czynnikéw stresujacych dochodzi do
wzrostu stabilno$ci biatka p53 na skutek zahamowania ubikwi-
tynozaleznej degradacji p53 i jego modyfikacji potranslacyjnych.
Aktywacja p53 moze prowadzi¢ do zatrzymania cyklu komoérko-
wego, starzenia i apoptozy [45, 55, 56].

Jednym z czynnikéw regulujacych aktywno$¢ czynnika
transkrypcyjnego p53 jest TopBP1 [45]. Za posrednictwem do-
men BRCT7 i BRCT8 wiaze si¢ ono z domeng DBD (DNA bin-
ding domain) p53, co uniemozliwia biatku p53 oddzialywanie
z DNA. Wiazanie migdzy p53 a TopBP1 nie wymaga fosforylacji
TopBP1 przez Akt i jego oligomeryzacji [45]. TopBP1 jest spe-
cyficznym regulatorem p53 i nie oddziatuje z innymi biatkami
nalezacymi do rodziny biatek p53, tj. p63 i p73, pomimo ze do-
meny DBD tych biatek wykazuja 60% podobienstwo do domeny
DBD p53 [45, 57].

Biatko TopBP1 hamuje aktywno$¢ transkrypcyjna p53, co
prowadzi do braku ekspresji wielu biatek, w tym NOXA, BAX
(BCL2-associated X protein), GADDA4S5 (growth arrest and DNA
damage 45), p21, MDM2, HIC1 (hypermethylated in cancer 1),
CABCI (chaperone activity of bcl complex-like, mitochondrial )
i IGFBP3 (insulin-like growth factor binding protein 3) [45].

W odpowiedzi na uszkodzenia DNA biatko p53 aktywujg
ekspresj¢ p21, co prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego
w fazie G1 i daje komorce czas na naprawg uszkodzen DNA.
Jesli uszkodzenia DNA sa zbyt rozlegte, biatko p53 kieruje ko-
morke na drogg apoptozy, poprzez aktywacj¢ gendw proapopto-
tycznych takich jak PUMA, BAX i NOXA [45, 54].

Represja regulowanej przez p53 ekspresji genéw proapop-
totycznych w wyniku oddziatywania p53 z TopBP1 moze pro-
wadzi¢ do zatrzymania zaleznej od p53 apoptozy. Moze to miec¢
istotne znaczenie w chemioterapii nowotworow [45].

Miz-1

Czynnik transkrypcyjny Miz-1 zostal po raz pierwszy opisa-
ny jako biatko oddzialujace z C-koncowym fragmentem biatka
Myc. Biatko Miz-1 aktywuje transkrypcj¢ gendéw kodujacych
biatka inhibitorowe cyklu komoérkowego, tj. p15 i p21, co pro-
wadzi do zatrzymania cyklu komoérkowego. Miz-1 moze réwniez
pemi¢ funkcje represora transkrypcji poprzez oddziatywanie
z Myc oraz innymi czynnikami transkrypcyjnymi [42, 43, 58].

W komorkach niepoddanych dzialaniu czynnikéw wywotu-
jacych stres komorkowy, biatko Miz-1 wiaze si¢ z TopBP1 za
posrednictwem domeny BRCT6 I BRCT7 tego biatka. TopBP1
pelni funkcj¢ korepresora dla czynnika transkrypcyjnego Miz-
1. W wyniku dzialania promieniowania UV kompleks Miz-1-
TopBP1 ulega rozpadowi, co prowadzi do aktywacji ekspresji
p21 i zatrzymania cyklu komorkowego [42, 43, 58].

Oddziatywanie migdzy biatkiem Miz-1 i TopBP1 regulowa-
ne jest przez ADP-rybozylacj¢ TopBP1, ktora zachodzi w obrg-
bie domeny BRCT6 i prowadzi do rozpadu kompleksu Miz-1-
TopBP1 [21, 28, 59].

Biatko Miz-1 pehi istotng funkcj¢ w stabilizacji TopBP1.
Czynnik transkrypcyjny Miz-1 jest niezbedny do oddziatywania
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biatka TopBP1 z chromatyna. TopBP1 niezwiazane z chromaty-
na jest ubikwitylowane przez ligazg ubikwityny HUWE1 (HECT,
UBA and WWE domain containing 1) [43]. Wykazano, ze biatko
Myc wypiera TopBP1 z kompleksu z Miz-1, w wyniku czego
biatko TopBP1 ulega oddysocjowaniu od chromatyny i degrada-
cji. Spadek poziomu zwiazanego z chromatyna biatka TopBP1
moze prowadzi¢ do zaburzenia odpowiedzi komorki na stres
replikacyjny [43]. TopBP1 jest rowniez ubikwitylowane przez
ligaz¢ ubikwityny EDD/hHYD (E3 identified by differential dis-
play/human hyperplastic discs), z ktora oddziatuje poprzez frag-
ment zawierajacy domeng BRCTS i BRCT6 [60, 61].

TopBP1 w warunkach prawidtowych ulega ubikwitylacji
i degradacji, natomiast w wyniku dzialania promieniowania jo-
nizujacego obserwuje si¢ wzrost stabilnosci tego biatka poprzez
obnizenie poziomu jego degradacji i tworzenie kompleksow
z biatkami zaangazowanymi w napraw¢ DNA [60].

HPV16 E2

Biatko TopBP1 pehi funkcje¢ koaktywatora czynnika tran-
skrypcyjnego/replikacyjnego HPV16E2 [35], jednakze obecnos¢
TopBP1 nie jest niezbgdna dla aktywno$ci tego biatka [35, 41].

Wirusy brodawczaka ludzkiego wywotuja liczne choroby,
w tym nowotwory szyjki macicy. W ponad 95% przypadkow
tego schorzenia wykrywa si¢ obecno$¢ materiatu genetycznego
HPV (human papillomavirus), przy czym najpowszechniej wy-
stepuje wirus HPV16 [35, 62-64].

HPV16E?2 jest fosfoproteing o masie czasteczkowej 43 kDa
1 wiaze si¢ jako homodimer z sekwencjami palindromowymi
w genomie wirusa. W biatku HPV16E2 wyrdznia sig trzy do-
meny, tj. N-konicowa domeng aktywujaca transkrypcjeg i replika-
cje¢, C-koncowa odpowiadajaca za homodimeryzacjg i wiazanie
z DNA oraz region zawiasu taczacy wyzej wymienione domeny.
HPV16E2 moze petni¢ zardwno funkcj¢ aktywatora jak i repre-
sora transkrypcji zaleznie od typu zainfekowanych komorek.
HPV16E2 uczestniczy rowniez w replikacji, poprzez rekrutacjg
wirusowego czynnika replikacyjnego E1 do miejsca inicjacji re-
plikacji w genomie wirusa [35, 62].

TopBP1 taczy si¢ za posrednictwem C-konca z biatkiem
HPV16 E2, jednakze usunigcie N-koncowej domeny TopBP1
aktywujacej transkrypcje obnizato aktywacje HPV16E2. Od-
dziatywanie TopBP1 z HPV16E2 moze mie¢ wptyw na przebieg
cyklu zyciowego wirusa brodawczaka ludzkiego, ale doktadne
okreslenie roli TopBP1 wymaga dalszych badan [35].

Podsumowanie

Biatko TopBP1 poprzez oddziatywanie z licznymi czynni-
kami transkrypcyjnymi, moze wpltywac¢ na regulacj¢ cyklu ko-
morkowego, naprawg uszkodzen DNA i apoptozg, co moze mie¢
istotne znaczenie w chemioterapii rakow piersi i jajnika.
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