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Streszczenie: Bialko UBC9 jest jedynym enzymem koniugujacym E2 w potranslacyjnej modyfik-
acji bialek, zwanej sumoilacja. Modyfikacja ta polega na przytaczeniu niewielkiego, podobnego do
ubikwityny biatka o nazwie SUMO. Badania ostatnich lat wskazuja, ze sumoilacja odgrywa wazna
role w regulacji ekspresji genow i utrzymaniu stabilno$ci genomowej zachodzacej z udziatem biat-
ka BRCAI1. Analiza oddzialywan migdzy biatkami UBC9 i BRCA1 wykazata, ze UBC9 bierze ud-
zial w transporcie jadrowym i wpltywa na aktywnos$¢ ligazy ubikwityny BRCA1. Ponadto, biatko
UBC9 wraz z biatkiem BRCA1 odnajdywane jest w skupiskach jadrowych, w ktorych odbywa si¢
naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA. Co ciekawe, biatko UBC9 oddziatuje z BRCA1 i moduluje
jego aktywnos¢ nie tylko w kontekscie reakcji sumoilacji, ale rowniez niezaleznie od tej modyfik-
acji. Doniesienia na temat interakcji biatek UBC9 i BRCA1 rzucaja nowe $wiatto na ztozony proces
nowotworzenia.

Stowa kluczowe: UBC9, BRCA1, BARDI1, sumoilacja, receptor estrogenowy, naprawa DNA

Summary: UBC9 is an E2 conjugating enzyme that transfers the activated SUMO (small ubiqui-
tin-related modifier) to protein substrates, and thus it plays a key role in sumoylation. The SUMO
modyfication is shown to be involved in BRCAT1 regulation of gene expression and maintenance of
genome stability. BRCA1 is modified by SUMO in response to genotoxic stress and co-localizes at
site of DNA damage with SUMO proteins and UBC9. Analysis of UBC9 and BRCA1 proteins inter-
actions demonstrate that UBC9 is required for BRCA1 ubiquitin ligase activity. Furthermore, UBC9
with BRCAL1 are found in the nuclear foci, where the repair of DNA double-strand breaks is carried
out. Interestingly, UBC9 protein interacts with BRCA1 and affects its activity not only in the con-
text of sumoylation reaction, but also in SUMO-independent manner. Reports on these interactions
between UBC9 and BRCA1 proteins show the new light on the complex process of carcinogenesis.
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WSTEP

Biatka powstajace na rybosomach w procesie translacji sa nieaktywne, i zanim
beda mogly petni¢ swe rozmaite funkcje, a takze osiagnac¢ odpowiednia lokaliza-
cje w komodrce poddawane sg obrobce potranslacyjnej. Mozna wigc powiedzied,
ze modyfikacje potranslacyjne bialek sg kolejnym etapem procesu ekspresji ge-
nomu. Do mechanizméw obrobki potranslacyjnej bialek zalicza sig: fatdowanie,
cigcie proteolityczne, modyfikacje chemiczne i wycinanie intein. Szczegdlnym
typem zmian, ktorym podlegaja biatka, sa modyfikacje polegajace na przylacze-
niu innego biatka. Do tego typu modyfikacji nalezy sumoilacja polegajaca na ko-
walencyjnym przytaczeniu biatek SUMO (ang. Small Ubiquitin-Like Modifier).
Biatka SUMO sa to niewielkie, podobne do ubikwityny polipeptydy, ktére na
drodze enzymatycznej przytaczane sa do biatka docelowego w postaci jednej cza-
steczki lub tancucha czasteczek. Zidentyfikowano je pod koniec lat 90. ubieglego
wieku. Sumoilacja, tak jak ubikwitylacja, zachodzi z udziatem trzech, podobnych
grup enzymow. Obecnie znamy setki substratow dla biatek SUMO. Sg to gldwnie
biatka jadrowe, ktore biorg udziat w podstawowych procesach komoérkowych, ta-
kich jak replikacja i naprawa DNA, regulacja transkrypcji, a takze ksztaltowanie
przestrzennej organizacji chromatyny.

Jednym z bialek ulegajacych sumoilacji jest BRCAT1 (ang. Breast Cancer type
1 susceptibility protein). Opisane w pracy wyniki badan wskazuja, ze mutacje
w genie BRCAI moga wpltywac na aktywno$¢ transkrypcyjng receptora estroge-
nowego ER-a w komorkach raka piersi, zaleznie badz niezaleznie od sumoilacji
[35, 46]. Zaburzenia aktywnosci biatka BRCA1 moga prowadzi¢ do powstania
dwoch typow nowotworéw — ER-a-negatywnego lub ER-a-pozytywnego raka
piersi. Rak piersi jest jedng z najczgstszych przyczyn umieralnosci kobiet z powo-
du choroby nowotworowej. W Polsce co roku diagnozuje si¢ okoto 15 tys. nowych
zachorowan na ten typ raka. U 80-90% kobiet, u ktorych stwierdza si¢ mutacje
germinalne w genie BRCA rozpoznawany jest potrojnie negatywny rak piersi
(ang. Triple Negative Breast Cancer, TNBC). Ten typ raka piersi odnosi si¢ do
guzow, w przypadku ktorych nie stwierdza si¢ ekspresji receptorow estrogenow,
receptora progesteronu oraz receptora naskorkowego czynnika wzrostu HER2
(ang. Human Epidermal growth factor Receptor 2) w analizach immunohistoche-
micznych [32]. Potréjnie negatywny rak piersi cechuje si¢ agresywnym przebie-
giem i ztym rokowaniem. Rozpoznaje si¢ go u pacjentek w wieku ponizej 50 roku
zycia. Zrozumienie znaczenia sumoilacji biatek bioracych udzial w sygnalizacji
estrogenowej moze przyczyni¢ si¢ do powstania nowych terapii leczenia ré6znych
postaci raka piersi, w tym szczegdlnie niebezpiecznego raka o fenotypie TNBC.
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SUMOILACJA

Grupa biatek SUMO obejmuje niewielkie czgsteczki (masa czasteczkowa
okoto 10 kDa), wykazujace strukturalne podobienstwo do ubikwityny. U cztowie-
ka zidentyfikowano cztery izoformy biatka SUMO — SUMO-1, SUMO-2, SUMO-
31 SUMO-4, z ktérych SUMO-2 i SUMO-3 cechuja si¢ 97% podobienstwem se-
kwencji. Udzial biatkka SUMO-4 w procesie sumoilacji jest wcigz przedmiotem
badan, jego struktura zdaje si¢ uniemozliwia¢ tworzenie wigzania z czasteczka
potencjalnego substratu [14, 33].

Cykl sumoilacji poprzedzony jest aktywacja biatka SUMO, ktora polega na
usuni¢ciu C-konca biatka i odstonieciu dwoch czasteczek glicyny. Aktywacje
te przeprowadzaja proteazy SENP (ang. Sentrin/SUMO-specific Protease). Na-
stepnie biatko SUMO ulega zwiazaniu przez heterodimeryczny enzym E1 — SAE
(ang. SUMO-Activating Enzyme), sktadajacy si¢ z podjednostek SAEI i SAE2.
Z udzialem ATP powstaje kompleks SUMO-E1, w ktorym cysteina w pozycji 173
(Cys173) podjednostki SAE2 wigze si¢ wigzaniem tioestrowym z glicyng w po-
zycji 97 (Gly97) w C-koncu biatka SUMO. Kolejny etap stanowi przeniesienie
biatka SUMO na enzym koniugujacy E2, tj. biatko UBC9 (ang. SUMO-E2-con-
jugating enzyme). Powstaje kompleks SUMO-UBC9 dzigki wigzaniu tioestrowe-
mu migdzy Gly97 w biatku SUMO i Cys93 w zachowanym ewolucyjnie motywie
w N-koncu biatka UBC9. Enzym ten katalizuje utworzenie wigzania izopeptydo-
wego miedzy grupa karboksylowg glicyny na C-koncu biatka SUMO i grupa e-a-
minowg lizyny w biatku docelowym [13]. Biatko UBC9 przylacza biatko SUMO
takze za posrednictwem wiazan niekowalencyjnych [15]. W tego typu interakcji
biatko SUMO przytacza si¢ do miejsca lezacego naprzeciwko Cys93 w UBC9.
W oddzialywaniu niekowalencyjnym UBC9 z SUMO wazna rol¢ odgrywaja na-
stepujace aminokwasy UBC9: Argl3, Argl7, Phe22 i Gly23 [5, 15]. W warun-
kach in vitro szlak sumoilacji moze opiera¢ si¢ wytacznie na enzymach E1 1 E2; in
vivo cz¢sto niezbedny jest udzial czynnika E3, pelnigcego funkcje ligazy. W roli
E3 najczesciej wystepuja biatka PIAS (ang. Protein Inhibitor of Activated STAT),
biatko RanBP2 (Nup358) (ang. Ran-Binding Protein 2) i biatko Pc-2 nalezace do
rodziny biatek Polycomb.

Klasyczng sekwencja, w obregbie ktorej dochodzi do sumoilacji jest sekwencja:
YLysXGlu/Asp (WKXE/D), gdzie ¥ oznacza aminokwas hydrofobowy, taki jak izo-
leucyna, leucyna czy walina, w miejscu X moze wystepowaé dowolny aminokwas.
Wyrodznia si¢ rowniez odwrocony motyw sumoilacji: Glu/AspXLys¥ (E/DXKY)
oraz motywy rozszerzone: ujemnie natadowany motyw: WLysXGluXX(Glu/Asp)_
(PKXEXX(E/D), (ang. negatively charged amino acid-dependent small ubiquitin-li-
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ke modifier (SUMO)-conjugation motif, NDSM) lub motyw zalezny od fosfory-
lacji: WLysXGluXXSer/Thr (PKXEXXS/T), zawierajacy podatna na fosforylacje
czasteczke seryny lub treoniny (ang. Phosphorylation-Dependent Sumoylation
Motifs, PDSM) [47].

Proteazy SENP, istotne na etapie aktywacji prekursorowego biatka SUMO,
biorg rowniez udziat w desumoilacji, pozwalajgc na szybkie odwrdocenie modyfi-
kacji substratu i odtaczenie czasteczki SUMO. Enzymy SENP réznig si¢ miedzy
sobg struktura, powinowactwem do konkretnych izoform biatka SUMO 1 lokali-
zacja w komorce [48].

BIALKO UBC9

Kluczowym enzymem cyklu SUMO jest biatko UBC9, stanowigce niezbedny
element kaskady enzymatycznej. U czlowieka gen kodujacy biatko UBC9 zloka-
lizowany jest na chromosomie 16, na krotkim ramieniu w prazku 16p13.3. Jest
to nieduzy gen sktadajacy si¢ z 10 eksonow i 6 introndw. Produktem genu UBCY
jest biatko zlozone z 158 aminokwasow o masie czasteczkowej 18 kDa. W biatku
UBC9 wyrozniamy dwa rodzaje struktur drugorzgdowych: cztery a-helisy i czte-
ry B-harmonijki. Pierwsza a-helisa utworzona jest przez aminokwasy od 1-18,
druga 109-121, trzecia 131-139 i czwarta 141-154. Cztery struktury B-harmonij-
ki utworzone sg przez aminokwasy: 25-30, 36-46, 57-63 i1 74-77 i znajdujg si¢
w N-koncu biatka [44].

Badania dazace do identyfikacji promotora i czynnikéw transkrypcyjnych dla
genu UBCY9 pozwolity stwierdzi¢, ze w komoérkach raka piersi MCF-7 w roli re-
gulatoréw wystepuja receptor estrogenowy ER-a (ang. Estrogen Receptor alpha)
i biatko NF-Y (ang. Nuclear Factor Y), wiazace si¢ do cis-elementéw (odpowied-
nio: ERE idwodch sekwencji CCAAT-box). Dodatkowo aktywno$¢ promotora
UBCY aktywujel7p-estradiol [49].

Biatko UBC9 cztowieka i drozdzy ulega autosumoilacji, ale w roznych miej-
scach; u cztowieka modyfikacji ulega Lys14, udrozdzy Lys153 [16]. Autosu-
moilacja nie hamuje aktywnos$ci enzymatycznej UBC9, ma natomiast wptyw na
przebieg sumoilacji innych biatek. Badania wskazuja, ze autosumoilacja UBC9
silnie wzmaga sumoilacj¢ antygenu jadrowego Sp100 (ang. Speckled protein of
100 kDa), ktory m.in. bierze udziat w odpowiedzi antywirusowej.

Enzym UBC9 jest czasteczka wielofunkcyjna. Jest jedynym biatkiem petnig-
cym funkcje¢ enzymu koniugujacego E2 w reakcji sumoilacji. Wyciszenie ekspresji
genu Ubc9 u myszy, a co za tym idzie uposledzenie procesu sumoilacji, prowadzi
do wielu zaburzen na poziomie komoérkowym — niewlasciwej struktury jadra i ja-
derka, bledow podczas kondensacji chromatyny i segregacji chromosomoéw czy
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zaburzen transportu miedzy jadrem komorkowym a cytoplazmg. W przypadku
drozdzy obserwowano zahamowanie cyklu komorkowego na etapie G2/M i zmie-
niong morfologi¢ komorki. Roéwniez w przypadku zmutowanych osobnikow D.
melanogaster 1 C. elegans pozbawionych genu Ubc9 rozwoj byt zaburzony, co
prowadzito m.in. do niewlasciwej budowy larw. Na mysim modelu wykazano
ponadto wazng role Ubc9 w rozwoju zarodkowym na etapie tworzenia tozyska,
implantacji zarodka i utrzymania rozwijajacego si¢ embrionu [17, 30]. Doswiad-
czenia oparte na zastosowaniu siRNA potwierdzity istotno§¢ UBC9 w epigene-
tycznym wyciszaniu genéw. Brak sumoilacji deacetylazy histonow HDACI1 (ang.
Histone Deacetylase 1) czy biatka wiazacego si¢ do wysp CpG — MBDI1 (ang.
Methyl-Binding Domain protein 1) prowadzi do nieefektywnego procesu ich wy-
ciszenia i w konsekwencji do reaktywacji ekspresji genow [34].

Liczne badania wykazaty, ze biatko UBC9 ulega nadekspresji w nowotwo-
rach, w raku jajnika [24, 36], piersi [35], ptuc [21], glowy i szyi [37] oraz w czer-
niaku [28]. Nadekspresja UBC9 moze wskazywac na znaczacg role tego biatka
w biologii komorki nowotworowej. Potwierdzaja to liczne badania, w ktérych
wykazano m.in. udzial biatka UBC9 w progresji nowotwordow i opornosci na che-
mioterapi¢ [6, 19, 23, 29, 37, 50].

BIALKO BRCA1

Biatko BRCA1 czlowieka kodowane jest przez gen BRCAI zlokalizowany na
chromosomie 17. Gen ten zawiera 24 eksony, z ktorych 22 to eksony kodujace.
Gen BRCAI koduje biatko o masie czasteczkowej okoto 220 kDa ztozone z 1863
aminokwasow [31]. Zidentyfikowano kilka naturalnie wystepujacych izoform biat-
ka BRCAI, wsrod ktorych wyrdznia si¢ dwie gldowne izoformy, tj. BRCAla/p110
1 BRCA1b/p100. Izoformy te r6znig si¢ od biatka BRCA1 brakiem znacznej czesci
najdhuzszego kodujacego eksonu 11 (miedzy aminokwasami 263-1365) (BRCAla)
i dodatkowo eksonow 91 10 (BRCAT1b) [20].

BRCALI jest biatkiem supresorowym, kodowanym przez gen nalezacy do grupy
tzw. genow opiekunczych (ang. caretaker gene) [38]. Nieprawidlowosci zwigza-
ne z funkcjonowaniem BRCA1 wigze si¢ ze wzrostem prawdopodobienstwa wy-
stapienia nowotwordow piersi, jajnikow, prostaty, jelita grubego i trzustki. Na po-
ziomie molekularnym biatko BRCA1 przejawia kilka aktywno$ci. Wykazano, ze
oddziatuje ono z biatkiem p53, czynnikiem transkrypcyjnym o witasciwosciach
supresorowych, co przektada si¢ na wptyw biatka BRCA1 na indukcje apoptozy,
napraw¢ DNA oraz kontrolg cyklu komoérkowego [39, 45]. Najszerzej zbadang
funkcja biatka BRCA1 w naprawie DNA jest rola w naprawie dwuniciowych pek-
nig¢ DNA. W przypadku peknie¢ dwuniciowych mozliwe sa dwie $ciezki naprawy
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— naprawa przez rekombinacje homologiczng (ang. Homologous Recombination
Repair, HRR) lub naprawa przez faczenie niehomologicznych koncow (ang. Non
Homologous End-Joining, NHEJ). Wybor mechanizmu naprawy zalezy m.in. od
fazy cyklu komorkowego. Udzial biatka BRCA1 implikuje proces rekombinacji
homologicznej. W trakcie reakcji komorki na uszkodzenia DNA biatko BRCA1
zaangazowane jest w trzy kompleksy biatkowe o réznych funkcjach, tj. kontro-
le punktu kontrolnego G2/M cyklu komorkowego, lokalizacje uszkodzenia przez
biatka BARDI1 (ang. BRCAI-Associated RING Domain protein 1), BRCA2 (ang.
Breast Cancer type 2 susceptibility protein) i RADS1 (ang. Rad51 S. cerevisiae,
RecA E. coli homolog) oraz aktywacje miejsca startu replikacji [11]. W oddzia-
tywaniach BRCA1 z innymi biatkami wazng role odgrywa domena RING zawie-
rajaca zachowany ewolucyjnie motyw palca cynkowego C3HC4 typu pierScie-
niowego, w ktérym wystepuja dwa miejsca wigzania cynku. Domena ta pozwala
na interakcj¢ BRCA1 m. in. z biatkiem BARDI1 (réwniez posiadajacym domenge
RING). Utworzenie heterodimeru zapewnia wicksza stabilno$¢ i umozliwia trans-
port kompleksu do miejsca pgknigcia nici DNA [18].

ROLA BIALKA UBC9 W TRANSPORCIE BRCA1
DO JADRA KOMORKOWEGO

Biatko UBC9 jest istotnym, a w niektorych przypadkach niezbgdnym elemen-
tem umozliwiajacym transport BRCA1 do jadra komoérkowego. Biatko BRCA1 to
przede wszystkim biatko jadrowe, ale moze ono takze wystgpowac w cytoplazmie
i mitochondriach [4]. W niektorych typach nowotwordéw piersi stwierdzono gro-
madzenie si¢ tego biatka w cytoplazmie [3]. Obserwacje te sugerujg, ze zaburze-
nie transportu BRCA1 do jadra komérkowego moze by¢ czynnikiem zwigzanym
z rozwojem raka.

Przemieszczanie si¢ biatka BRCA1 migdzy jadrem komorkowym i cytopla-
zmg mozliwe jest za posrednictwem dwoch sygnatow lokalizacji jadrowej NLS
(ang. Nuclear Localization Signal) i sygnatu eksportu z jadra NES (ang. Nucle-
ar Export Signal). Sygnaty NLS 1 NES zlokalizowane sg miedzy nastepujacymi
resztami aminokwasowymi: NLS1 501-507, NLS2 607-614, NES1 22-30 i NES2
81-99 [43]. Biatko BRCA1 wnika do jadra komorkowego poprzez zwigzanie im-
portyny a, ktora nastepnie przytacza importyne . W transporcie BRCAT1 do jg-
dra komoérkowego bierze udziat takze biatkko BARDI1 [7, 43]. Izoformy BRCA1
nie posiadajgce sygnatow NLS mogg by¢ transportowane do jadra komoérkowego
dzigki przytaczeniu si¢ do biatka BARD1 poprzez domene RING [7]. Alternatyw-
na droga transportu prowadzi przez importyne 13, nalezacg do rodziny importyn
B, ktorej substratem jest m.in. biatko UBC9 [22]. Poprzez zwigzanie BRCA1 do
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RYCINA 1. Hipotetyczny model przedstawiajacy funkcjonalne znaczenie interakcji biatek UBC9
i BRCAL. Przytaczenie UBC9 do BRCA1 powoduje m.in. represj¢ aktywnosci receptora ER-a i zaha-
mowanie wzrostu komorek (A). Nieprawidlowe biatko BRCA1 nie wiaze si¢ z UBC9, co prowadzi do
aktywacji receptora ER-0, lokalizacji cytoplazmatycznej i w konsekwencji do raka (B)

FIGURE 1. Hypothetical model showing how BRCA1, by binding to UBC9 regulates ER-a activity

resulting in tumor suppression (A). Mutant BRCA is unable to interact with UBC9 resulting in dere-
gulated levels of UBC9, which activates ER-a resulting in cancer (B)

UBC9 mozliwy jest import kompleksu do jadra komorkowego — w przypadku
izoform BRCAla i BRCAID jest to prawdopodobnie jedyny sposob transportu.
Qin i wsp. (2011) wykazali, ze w komorkach COS-1 transfekowanych fragmen-
tami kodujgcymi bialko BRCA1 oraz jego izoform¢ BRCAla lub zawierajgcymi
zmutowane geny BRCAI1/la i BRCAl/la (Cys61Gly) wystepuje istotna rdznica
w lokalizacji badanych biatek [35]. W komorkach transfekowanych BRCAI/la
(Lys109Arg) lub BRCA1/la (Cys61Gly) obserwowano znacznie wigksze ilosci
biatka w cytoplazmie w poréwnaniu do lokalizacji jadrowej. Prawidlowe biatko
BRCAI1, jak rowniez jego izoforma BRCAla wyst¢gpowaty zarowno w jadrze,
jak 1w cytoplazmie. Ten sam zespdt przeprowadzil takze doswiadczenie z ko-
moérkami COS-1, w ktorych dochodzito do ekspresji genu BRCAI bez sekwencji
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NLS (BRCAI1/NLS") [35]. W komorkach tych okoto 53% nieprawidlowego bial-
ka BRCA1/NLS- odnajdywano w cytoplazmie. Co wiecej wykazano, ze w tych
samych komorkach, w ktorych dochodzito do koekspresji biatka UBC9, poziom
BRCA1/NLS-w cytoplazmie wynosit zaledwie 11%. Wyciszesznie ekspersji genu
UBC9 w komoérkach MCF-7 prowadzito do akumulacji biatka BRCA1 oraz jego
izoform BRCAla i BRCA1b w cytoplazmie. Dane te jednoznacznie wskazuja,
ze biatko UBC9 bierze udziat w transporcie BRCA1 do jadra komoérkowego.
W przypadku izoform BRCA1, ktére nie maja sygnatow NLS, transport z udzia-
lem UBC9 jest jedynym mozliwym sposobem dotarcia do jadra. Wskazuja one
takze na podobna do roli biatka BARDI1, role UBC9 w transporcie jadrowym
BRCAT1 zaleznym jedynie od domeny RING. Wyniki przytoczonych badan zo-
staly potwierdzone w badaniach na réznych liniach komérkowych, tj. MCF-10A
(prawidtowe komorki nabtonkowe piersi), MCF-7 (komorki raka piersi), LNCaP
i PC-3 (komorki raka prostaty), NIHOVCAR3 (komorki raka jajnika) i HCC-70
komorki raka piersi o fenotypie TNBC [35].

Biatka BRCA1 i BRCA la indukuja apoptoze i hamujg wzrost komorek raka pier-
si w obecnosci estrogenu [42]. Przeciwny efekt polegajacy na promowaniu wzrostu
1 przezycia komorek raka piersi zaobserwowano w przypadku braku interakcji z bial-
kiem UBC9 (ryc. 1). Wyniki eksperymentéw dotyczacych wptywu na transformacje
i wzrost komorek nowotworowych wskazuja jednoznacznie, ze biatka BRCAl/la
(Lys109Arg) i BRCA1/1a (Cys61Gly) promujg transformacje komorek MCF-7 in
vitro, zwigkszaja przecietny rozmiar kolonii komoérkowych i zwickszaja przezycie
komorek w warunkach ograniczonej dostepnosci sktadnikéw odzywcezych. W komor-
kach z ekspresjg mutantow BRCAla, liniach komorkowych raka piersi i w komor-
kach pochodzacych z guzoéw piersi stwierdzono ponadto zwigkszony poziom biatek
UBC9 i ER-a [35].

ODDZIALYWANIE BIALEK UBC9 I BRCA1 W SYGNALIZACJI
ESTROGENOWEJ

Temat interakcji UBC9 z BRCA1 w kontekscie estrogenozaleznego raka pier-
si poruszony zostat w badaniach Xu i wsp. (2009) [46]. Zespot ten zidentyfikowat
konsensusowg sekwencje YLysXGlu (PKXE) w N-koncu biatek BRCA1/1a/1b,
umozliwiajaca ich sumoilacje. Dowiedziono istotnosci lizyny w pozycji 109
(Lys109), poprzez poréwnanie zdolnosci wigzania UBC9 przez BRCA1 oraz izo-
formy BRCAlai BRCA1b w poréwnaniu z biatkiem, w ktérym Lys109 zastapio-
no argining (Lys109Arg). Tylko prawidtowe biatka BRCA1/1a/1b wiazaly UBC9.
Inna z badanych mutacji BRCAI (Cys61Gly) wystepujaca u pacjentek z rakiem
piersi powoduje utrate zarowno aktywnosci ligazy ubikwityny, jak i zdolnosci
BRCA1 do hamowania aktywnos$ci receptora ER-a [9]. Zaobserwowano ponad-



UBC9 - NOWY PARTNER BIALKOWY BRCA1 735

to, ze mutacja ta uniemozliwia wigzanie biatka UBC9. Dalsze analizy wykazaly,
ze dla interakcji biatek BRCA1/1a/1b z UBC9 i z receptorem ER-a wystarczajacy
jest N-koncowy fragment BRCA1 o dtugosci 182 aminokwasow. Fragment ten
obejmujacy eksony 2-8 jest zachowany we wszystkich izoformach BRCA1. Przy-
toczone dane wskazuja na zwigzek migdzy utratg aktywnosci ligazy ubikwityny
i zdolnosécig do hamowania aktywnosci receptora ER-o biatkka BRCA1 a mozli-
woscig wigzania UBC9. Obserwacja ta prowadzi do hipotezy o wspotzawodnic-
twie pomiedzy ER-a i UBC9 w przylaczaniu si¢ do regionu aminokwasowego
1-182 biatka BRCAI. Kolejne eksperymenty potwierdzily, ze zaréwno biatko
UBC9 jak i UBC9 (Cys93Ser) hamujg interakcje miedzy BRCA1 (aa 1-182) a re-
ceptorem ER-a (aa 338-379), a co za tym idzie zmniejszaja hamowanie aktywno-
sci ER-a przez BRCA1 [46].

Receptor ER-a jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry ulega roznym mody-
fikacjom potranslacyjnym, m. in. fosforylacji, acetylacji i sumoilacji, ktore regu-
luja jego aktywnos¢. Badania przeprowadzone na komoérkach HelLa wykazaty, ze
sumoilacja receptora ER-a ijego kofaktorow prowadzi do represji aktywnos$ci
[40]. Podobny wyniki zaobserwowali Xu i wsp. (2009) w komorkach raka pier-
si T47D wykazujacych ekspresj¢ receptora ER-a. Koekspresja bialek SUMO-1
1 UBC9 skutkowata represja receptora, natomiast koekspresja z biatkiem UBC9
Cys93Ser, niezdolnym do wiazania biatka SUMO-1, nie wptywala w istotny spo-
sob na aktywno$c¢ receptora ER-a. Wynik ten $wiadczy o udziale procesu sumo-
ilacji w hamowaniu aktywnosci receptora ER-a [46].

Biatko BRCA1 hamuje aktywnos¢ receptora ER-a indukowang przez estrogen
[8]. Jednakze w obecnosci biatek UBC9 i SUMO-1, BRCA1 moze zmniejszac efekt
represji receptora ER-a spowodowany jego sumoilacjg. Wyciszenie ekspresji genu
UBC9 prowadzi do braku represji BRCA1 w stosunku do receptora ER-a [35].

Biatko BRCA1 tworzgc poprzez domen¢ RING kompleks z biatkiem BARDI,
wykazuje aktywnos¢ ligazy ubikwityny [12]. Substratem dla kompleksu BRCA1/
BARDI jest receptor ER-a. Mutacje predysponujace do raka, ktdre wystepuja
w domenie RING biatka BRCA1 uniemozliwiaja ubikwitylacj¢ receptora ER-a
przez kompleks BRCA1-BARDI, jak rowniez hamuja jego transkrypcyjna repre-
sje. Xu i wsp. (2009) przeprowadzili badania majgce na celu zbadanie wplywu
biatka UBC9 na degradacje¢ receptora ER-a [46]. Do badan tych wykorzystano
komorki COS-1 transfekowane fragmentami kodujgcymi receptor ER-a oraz bial-
ka SUMO-1, UBC9 lub UBC9 (Cys93Ser), BRCAla lub BRCAla (Lys109Arg).
Istotnie niski poziom receptora ER-a stwierdzono w komoérkach, w ktorych do-
chodzilo do jednoczesnej ekspresji SUMO-1, biatkka BRCAla i dowolnej formy
UBC9. Wyniki tych badan sugerujg istnienie nowego mechanizmu angazujgce-
go BRCA1/1a/1b, jako ligaze ubikwityny, i biatko UBC9 w proces ubikwitylacji
i degradacji receptora ER-a. Poniewaz UBC9 wykazuje dwoista aktywnos$¢, za-
lezna badz niezalezng od reakcji sumoilacji, zaburzenie aktywno$ci BRCA1 moze
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prowadzi¢ do powstania dwoch typoéw nowotworow piersi. W przypadku aktyw-
nosci UBC9 zwigzanej z sumoilacja dysfunkcja BRCA1 prowadzi do ER-a-nega-
tywnego raka piersi. Brak aktywnosci BRCA1 w tej sytuacji przektada si¢ na brak
sygnatu do ubikwitylacji i degradacji czasteczek ER-a. Z drugiej strony biatko
UBC9 w obecnosci estrogenu moze dziatac¢ jako koaktywator ER-o. Zaburzenia
aktywnosci biatka BRCAT1, funkcjonujgcego jako represor, moga skutkowac¢ ER-
-a-pozytywnym rakiem piersi [35, 46]. Zestawienie réznic funkcjonalnych mie-
dzy prawidtowym biatkiem BRCA1/la i jego dwiema zmienionymi czasteczkami
BRCATl/1a (Lys109Arg) i BRCA1/1a (Cys61Gly) przedstawiono w tabeli 1.

TABELA 1. Zestawienie roznic funkcjonalnych migdzy prawidlowym biatkiem BRCA1/1a i jego
dwiema zmienionymi czasteczkami BRCA1/1a (Lys109Arg) i BRCA1/1a (Cys61Gly) [35]

TABLE 1. Summary of functional differences between wild-type and mutant BRCA1/BRCA1a prote-
ins (Lys109Arg) and (Cys61Gly) [35]

BRCA1/1a BRCA1/1a .
BRCAl/1a (Lys109Arg) (Cys61Gly) Literatura
Wiazanie biatka UBC9 + - - [46]
Wiazanie receptora ER-o
+ —_— —
(aa 337-379) [39, 46]
Represja aktywnosci _ B
receptora ER-a - [39, 461
Wiazanie biatka UBC9
+ - —
(Cys93Ser) (461
Hamowanie represji
receptora ER-a. w obecnosci + - - [46]

biatka UBC9

Represja aktywnosci
receptora ER-o w obecnosci + - - [46]
biatka UBC9 (Cys93Ser)

Aktywno$c¢ ligazy
+ — —
ubikwityny [12,46]
Hamowanie proliferacji
+ — —
komérek [35]
Jadro Wzmozona/ Wzmozona/
Lokalizacja komorkowa . 2 Wytacznie Wytacznie [35]
i cytoplazma
cytoplazma cytoplazma
Promowanie proliferacji _ N N [35]

komorek
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ROLA SUMOILACJI W NAPRAWIE DNA ZACHODZACEJ
7. UDZIALEM BIALKA BRCA1

Dwuniciowe peknigcia DNA naleza do najgrozniejszych uszkodzen DNA.
Moga by¢ indukowane endogennie przez np. wolnorodnikowe produkty metabo-
lizmu komorki lub na skutek zatrzymania widetek replikacyjnych. Dwuniciowe
peknigcia DNA moga powstawaé takze spontanicznie w obrebie przestrzennych
struktur DNA, odmiennych od kanonicznej struktury B-DNA [2]. Do czynnikow
pochodzenia zewngtrznego indukujacych ten typ uszkodzen DNA zalicza si¢ m.
in. promieniowanie jonizujace, inhibitory topoizomeraz oraz bleomycyng¢. Niena-
prawione dwuniciowe pgknigcia DNA mogg prowadzi¢ do transformacji nowotwo-
rowej przez aktywacje onkogenow, inaktywacje genow supresorowych lub utrate
heterozygotycznosci.

Naprawa dwuniciowych peknig¢ DNA odbywa si¢ za posrednictwem dwoch
r6znych procesow — rekombinacji homologicznej i nichomologicznego taczenia
koncow. Bialko BRCAT1 za posrednictwem biatka BRCA2 przez reszty aminokwa-
sowe w pozycjach 758-1064, oddziatuje z biatkiem RADS1, ktore jest glownym
biatkiem naprawy DNA przez rekombinacj¢ homologiczng. Obok udziatu w napra-
wie dwuniciowych peknig¢ DNA przez rekombinacje¢ homologiczng, biatko BRCA 1
oddziatuje w kompleksie BASC (ang. BRCAI-Associated genome Surveillance
Complex) takze z biatkami innego systemu naprawy DNA, tj. naprawy btednie spa-
rowanych zasad azotowych (ang. Mismatch Repair, MMR). Naprawa dwunicio-
wych peknie¢ DNA jest procesem regulowanym przez fosforylacje i ubikwitylacje
uczestniczacych w niej bialek. W reakcji na uszkodzenie DNA biatko BRCA1 jest
fosforylowane przez kinazy ATM (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (ang.
Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein) i CHK2 (ang. cell cycle Checkpo-
int Kinase 2). W ten sposob sygnat o uszkodzeniu DNA jest przekazywany innym
biatkom naprawczym [31]. Ponadto, jak juz wspomniano wcze$niej, biatko BRCA1
tworzac poprzez domene RING kompleks z biatkiem BARD1, wykazuje aktyw-
nos$¢ ligazy ubikwityny [12]. Aktywnos¢ ta pozwala na przylaczenie czgsteczek ubi-
kwityny do biatek znajdujacych si¢ w miejscu dwuniciowego pekniecia DNA [25].
Utrata aktywnosci ligazy ubikwityny przez biatko BRCA1 wiaze si¢ ze zwigkszong
predyspozycja do zachorowania na raka piersi [26].

W pierwszym etapie naprawy dwuniciowych pgknie¢ DNA dochodzi do przyla-
czenia biatka MDCI1 (ang. Mediator of DNA damage Checkpoint 1) do ufosforylo-
wanego histonu H2AX (y-H2AX). Biatko MDCI1 rekrutuje do miejsca uszkodzenia
ligazg RNF8 (ang. RING Finger protein 8), ktdra generuje fragment poliubikwityno-
wy przytaczajac go do kompleksu biatek RAP80 (ang. Receptor-Associated Protein
80)/ABRAXAS (ang. BRCAI-BRCT domain-interacting protein). Aktywnos$¢ dru-
giej ligazy ubikwityny, tj. biatka RNF168 (ang. RING Finger protein 168) stabilizuje
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tancuch ubikwitynowy i pomaga w rekrutacji BRCAT1. Tak wigc, BRCA1 jest trzecia
w kolejnosci ligaza ubikwityny rekrutowang do miejsca uszkodzenia DNA [27].

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze w procesie napra-
wy DNA z udziatem biatka BRCAI istotng rolg, obok innych modyfikacji biatek,
odgrywa takze sumoilacja. Stwierdzono, ze przylaczenie biatka SUMO zwigksza
aktywnos¢ BRCAI jako ligazy ubikwityny, co pozwala uzna¢ BRCA1 za biatko
regulowane przez SUMO — SRUbL (ang. SUMO-Regulated Ubiquitin ligase) [27].
Badania wykazaty ponadto, ze biatka SUMO-1, SUMO-2/3 oraz UBC9 koloka-
lizuja z BRCA1 w miejscu dwuniciowego peknigcia DNA. Istotna jest rowniez
rola ligaz SUMO — PIAS1 i PIAS4, ktére odnajdywane sa w miejscu uszkodzenia
DNA. Modulujg one aktywno$¢ BRCAI1 i sg niezbedne dla prawidlowej lokaliza-
cji BRCA1 w miejscu uszkodzenia DNA. Ich brak powoduje obnizenie poziomu
naprawy DNA, zaré6wno przez rekombinacj¢ homologiczng, jak itgczenie nieho-
mologicznych koncow [10, 27]. Niedawno wykazano takze, ze biatka SUMO-1,
UBC9 oraz ligazy SUMO — PIAS1 i PIAS4 sg niezbgdne do przylaczenia si¢ biatka
RADS1 w miejscu dwuniciowego pegknigcia DNA [41].

PODSUMOWANIE

W pracy przedstawiono doniesienia z ostatnich kilku lat na temat oddziatywania
biatka UBC9 z biatkiem BRCA1. Biatko UBC9, ktore ulega nadekspresji w wielu
typach nowotworow wptywa na aktywno$¢ BRCA1 zaréwno, jako enzym koniugu-
jacy w reakcji sumoilacji, jak rowniez niezaleznie od tej reakcji. Badania wskazuja,
ze zaburzenia interakcji migdzy tymi biatkami, wynikajgce na przyktad z mutacji
w genie BRCA1, moja znaczenie w przebiegu raka piersi.

Zrozumienie interakcji miedzy biatkami UBC9 i BRCA1 moze przyczynié si¢
do opracowania testow pomocnych w terapii nowotworéw. Pierwsze kroki w tym
kierunku poczyniono juz w USA, gdzie opracowano test prognostyczny oparty na
badaniu interakcji biatek UBC9 i BRCA1 (ang. BRCAI function-based cellular as-
say) (Patent nr US 8 372 580) [1].
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