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Sammandrag

Brostcancer &r den vanligaste cancerformen bland kvinnor i Sverige. Den kan vara sporadisk
eller genetiskt nedarvd. Upp till 10 % av fallen ar genetiskt nedarvda och de flesta beror pa
olika mutationer i en av brgstcancergenerna BRCAL1. En mutation i genen ger inte automatiskt
brostcancer utan den okar risken da BRCAL &r en sa kallad caretakergen. Proteinet, BRCAL,
ar involverat i bade reparation av dubbelstrangat-DNA via homolog rekombination och vid
tva av cellcykelns kontrollpunkter, Go/M och den interna S-faskontrollpunkten. Vid den
homologa rekombinationen bildar BRCA1 tre komplex som ar med i varsitt steg. (1)
Rekrytering av essentiella komplex till skadan, (2) skapa ett 3’-6verhdng som mojliggor
skapandet av (3) holliday junctions. Komplexen som ar involverade i cellcykeln &r delvis
desamma som de som tar del i den homologa rekombinationen. BRCA1s funktion &r viktig
for cellen och vid en mutation kan inte alla komplex som ar essentiella bildas. Nar till
exempel reparationen inte fungerar ger det upphov till mer fel i genomet som i sin tur ger en
storre risk att utveckla cancer. Det stora fragetecknet ar dock varfor det ar just brostcancer
som genen ar kopplad till. Pa vilket satt mutationer i genen ger upphov till cancer &r inte
heller helt sakerstallt men kopplingar till menstruationscykeln och Gstrogen ar svara att bortse
ifran.

Inledning

Ar 2010 var 30,1 % av alla cancerfall bland kvinnor i Sverige, brostcancer (Socialstyrelsen
2011). Brostcancer &r darmed den vanligaste formen av cancer bland kvinnor dar i
genomsnitt 18 kvinnor per dag far diagnosen. Mellan 5 och 10 % av bréstcancerfallen beror
framforallt pa mutationer i bréstcancergenerna BRCA1 (BRGstCAncergenl) och BRCA2
(BRostCAnNcergen2) (Campbell et al. 2008). Utdver bréstcancer ger &ven BRCA mutationerna
en okad risk att utveckla aggstockscancer. Man ser ocksa att kvinnor som bar pa mutationer i
generna och utvecklar brostcancer gor det vid en tidigare alder an de kvinnor som far sa
kallad sporadisk bréstcancer, som inte beror pa bréstcancergenerna.

BRCAL &r en caretaker gen som aterfinns pa kromosom 17 (Hall et al. 1990) och nar den ar
muterad s& ger den en Okad risk att utveckla brostcancer pa upp till 80 % (Cancerfonden
2011). Caretaker gener hjalper till att bibehalla genomets stabilitet. Nar BRCALs genprodukt
inte fungerar som vanligt bidrar det till att cellens alla reparationsmekanismer inte heller
fungerar som vanligt. BRCA1 klonades forsta gangen av Miki et al. (1994). Proteinet,
BRCAL1, ar involverad i reparation av dubbelstrangade (ds) skador pa DNA (Wang et al.
2007) och i aktivering av kontrollpunkter i cellcykeln (Kim et al. 2007b). Homolog
rekombination &r ett utbyte av genetiskt material mellan tva homologa DNA molekyler. Da en
ds-DNA skada uppstar sa kan cellen anvéanda sig av bland annat homolog rekombination med
systerkromatiden (som syntetiseras under S-fasen, se nedan) for att reparera DNA:t.

Med detta arbete vill jag ge en storre insikt i varfér BRCAL ar en gen som ger en forhojd
brostcancerrisk. Vad som ar den friska (vildtyp, wt) genens funktioner och vad som inte

fungerar korrekt nar den ar muterad kommer att beskrivas. Fran detta ska jag forsoka dra
slutsatser till varfor BRCA1 ger en 6kad risk till just brostcancer da det &r en gen som &r
viktig och aktiv i alla celler.



BRCA1

BRCAL é&r en protein kodande caretakergen man hittar pa 17921
(Figur 1). Genen identifierades forst i en publikation 1990 (Hall
et al.) genom att man lokaliserade dess locus pa kromosomen. Ett
lyckat klonande av genen publicerades sedan 4 ar senare (Miki et
al. 1994). Genens funktioner har a andra sidan varit svara att
komma fram till och viss osakerhet rader fortfarande. Man vet att
genen &r involverad i att bibehalla genomets stabilitet och att den
darfor ger en okad risk for cancer nér den ar muterad (Campbell
et al. 2008). Proteinet som BRCA1 kodar for, BRCAL, dr 1863
aminisyror stort. Alla proteiner &r uppbyggda av olika delar som
har olika funktioner och sa ar &ven fallet med BRCA1. De olika
funktionella delarna kallas for doméner, dar varje domén &r en
egen funktionell enhet och kan besta av ett eller flera motiv. | ett
protein &r ett motiv ett karakteristiskt satt for en del av proteinet
att vika sig. For att det ska kallas ett motiv maste veckningen finnas
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Vid proteinets N-terminal har BRCAL en N-terminal RING-doman ~ kromosom 17.

(eng. N-terminus RING-domain) som ér ett zink-finger (Miki et al.

1994). Proteinet har darefter en nukleérlokaliserande sekvens da det ar i kdrnan som proteinet
behovs. Efter det kommer ett coiled-coil motiv och sedan ett serin-glutamin (Ser-GlIn, dven
kallat SQ) kluster doman (eng. SQ cluster domain) (Cortez et al. 1999). Vid C-terminalen
finns tvda BRCA1 C-terminal repetitioner (BRCT) (Figur 2). BRCT-domanen utgor en
fosfopeptid igenkanningsdoméan som binder in peptider (Rodriguez et al. 2003, Menke et al.
2003, Yu et al. 2003). De peptider som binder in till BRCT-domanen och &r essentiella for
tumorsuppressionen har ett pSXXF-motiv dar p star for fosforylering, S for aminosyran serin
(Ser), X @r en varierande aminosyra och F & aminosyran fenylalanin (Phe).
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Figur 2. BRCA1 och dess doméner. Vid N-terminalen finns RING-doménen, dérefter finns en
nukleérlokaliserande sekvens (NLS). Mellan NLS och coiled-coil finner man S988, ett fosforyleringsstéalle som
fosforyleras av CHK2. Ett coiled-coil motiv, ett SQ/TQ Kkluster domén (SCD) som har ATM
fosforyleringsstallen och langst ut vid C-terminalen finns BRCT-domanen som bestér av tvd BRCT repetitioner.
Omrritad fran Roy et al. 2011.



RING och ubikvitin

BRCA1s RING-domén interagerar med ett annat RING-protein som heter BARD1 (BRCAL-
associerat RING-domén protein 1) (Wu et al. 1996). Denna interaktion ger upphov till
bildandet av en RING-heterodimer. RING-heterodimeren ger E3 ligasaktivitet (Hashizume et
al. 2001, Brzovic et al. 2003). E3 &r en del av ett tredelat ubikvitinsystem dar E3 star for
ubikvitin ligas. E3 katalyserar formationen av polyubikvitin som blivit aktiverade av de andra
tva delarna i systemet, E1 och E2. E1 star for ubikvitin-aktiverande enzym och E2 for
ubikvitin-konjugerande enzym. RING ér ett vanligt E2 bindande motiv som man finner i E3
ligas och sa ar aven fallet i BRCAL (Brzovic et al. 2003). Det finns flera olika E2 som binder
in till E3 och & med i BRCA1-BARD1 komplexets autoubikvitinering (Christensen et al.
2007). BARDL1 anses stabilisera BRCA1 och BRCA1-BARD1 RING-heterodimeren kan
ubikvitinera proteiner eftersom den har E3 ligasaktivitet (Hashizume et al. 2001). Ubikvitin
har fler funktioner &n dess proteolysstimulerande effekt som man annars oftast forknippar
med ubikvitin. Exakt vilka effekter den har vet man inte riktigt men senare i texten beskrivs
protein som binder in till BRCA1s BRCT doman, for dessa interaktioner &r BARDL1 viktig.

Proteinet och dess funktioner

BRCA1 har manga funktioner och forskare hittar fortfarande fler omraden dar proteinet &r
involverat eftersom alla funktioner inte ar helt klarlagda. Dar man hittat BRCALs funktion
(som kommer bli beskrivna i detta arbete) ar dock inte alla molekyléra processer och
interaktioner faststallda. Att cellcykelregleringen och reparationen av DNA skador ar viktig
kan ingen forneka. Det man daremot inte vet ar vilken eller vilka funktioner som dar viktigast
for genomets stabilitet och framst i cancerutvecklingen. En annan viktig del i detta ar att
BRCAL1 bildar manga komplex och &r darfor involverad i manga processer. Bildandet av
dessa komplex &r viktiga av olika anledningar som initieringen av homolog rekombination.

Homolog rekombination

ds-DNA skador kan intraffa av cellular metabolism eller av pafrestningar utifran sasom
joniserande stralning (IR). Nar en skada pa ds-DNA uppstar behover cellen snabbt reparera
sitt genom. Detta ar viktigt for cellen da en ds-DNA skada annars kan leda till genetiska
forandringar eller till och med celldod. Ett sétt att reparera en sadan skada ar genom homolog
rekombination. Homolog rekombination ar ett mycket effektivt sétt att reparera skador pa
eftersom det ar valdigt specifikt. Det som gor den sa specifik ar att den anvander en homolog
sekvens pa en systerkromatid eller en homolog kromosom som referens nér skadan
reparareras.

BRCAL1 &r en sa kallad formedlare i reparationen av ds-DNA skador med hjélp av homolog
rekombination. Det &r flera BRCA1-komplex med olika funktioner involverade i reparationen
av ds-DNA skador (Tabell 1). De forsta att pavisa att BRCAL ar med och kontrollerar
reparationer via homolog rekombination var Moynahan et al. (1999). Detta pavisades genom
att de celler som var BRCAL fattiga visade sig ha en foérsémrad mojlighet att reparera ds-DNA
skador med hjélp av homolog rekombination. Fran detta har man hittat fler och fler proteiner
som &r involverade i reparationen. Man har dessutom kommit fram till mer specifikt vilka
domaner pd BRCA1 som ar involverade.



Tabell 1. BRCA1-komplexens funktion och i vilken av de olika delarna av reparation via homolog
rekombination som de &r involverade i. De olika proteinernas bindning till BRCAL, huruvida de binder direkt
eller indirekt och var pd BRCA1 de binder in visas ocksa.

. Doman pa Binder till
Funktion BRCAL (direkt, indirekty  Rererenser
Rekrytering till BRCT Abraxas, RAP80 Kim et al. 2007b,
ds-DNA skadan Yan et al. 2007b
3’-6verhéng BRCT och CtiP, MRN Yu et al. 2006,

RING Chen et al. 2008

Homolog Coiled-coil PALB2, BRCA2 Sy et al. 2009,
rekombination Zhang Fe. et al. 2009

Rekrytering till ds-DNA skadan

For att kunna reparera en ds-DNA skada som uppstatt behover rétt protein rekryteras till
skadan for att initiera och sedan reparera skadan. BRCAL ar med i denna process genom att
det bildar ett komplex med tva andra proteiner. Ett protein vid namn abraxas (dven kallat
CCDC98) binder specifikt till (wt) BRCA1s BRCT repetitioner med hjalp av fosforylering via
pSXXF-motivet. pPSXXF-motivet behdver proteiner som binder in till BRCT (Kim et al.
2007b). De aminosyrorna som X:en star for i just abraxas ar prolin (P) och threonin (T).
Utdver bindningen till abraxas sa binder BRCAL, indirekt, till ett protein vid namn RAP80
(Receptor-Associated Protein 80) (Yan et al. 2007b, Liu Z. et al. 2007). Abraxas binder in till
RAP80 oberoende av BRCA1 och alltsa dven nar BRCAL1 inte finns (Wang et al. 2007). Man
tror att BRCAL inte binder direkt till RAP80 for att RAP8O0 inte har ett pPSXXF-motiv.

RAP80 har ubikvitin-interagerande motiv (UIM), det vill sdga en doman som binder in
proteinet ubikvitin. Studien utford av Wang et al. (2007) visade att celler som saknade RAP80
eller abraxas var IR-kéansligare an de med. Dessutom var bland annat reparation via homolog
rekombination defekt. Férsdmringen i den homologa rekombinationen visade sig dven vara
mindre kraftig an med celler som saknade BRCAL. Detta indikerar att BRCAL ar mer
essentiell for reparationsmekanismen. Utan att BRCAL ackumuleras vid skadan kan inte
reparationsvagen som ar BRCAL beroende initieras. RAP80s UIMs &r specifika och
essentiella for BRCA1s ackumulering vid fokuspunkten (eng. foci) av ds-DNA skadan (Kim
et al. 2007a). Aven om RAPSO ar viktig for processen ar anda BRCA1 viktigare da den
negativa effekten pa den homologa rekombinationen &r storre nar BRCAL saknas. Vid en ds-
DNA skada rekryteras komplexet av polyubikvitinkedjor (Sobhian et al. 2007, Kim et al.
2007a).

Skapa 3 ’-6verhang

For att homolog rekombination ska kunna ske via holliday junctions sa kravs det ett 3°-
overhing. 3’-6verhinget skapas genom att 5°-dnden bryts ned (eng. end resection). Aven i
denna process &r ett BRCAL-komplex involverat. BRCAL binder direkt till ett protein, CtIP
(CtBP-interagerande protein), via BRCT-domanen med hjélp av fosforylering av ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) (Yu & Chen 2004). ATM é&r ett kinas som fosforylerar tre
stycken Ser (51387, S1423 och S1457, (Figur 2)) i SCD pa BRCA1 (Gatei et al. 2000).
BRCAZ1-CtIP ar med och initierar reparation av ds-DNA skador genom att skapa (CtIP
medierat) 3°-0verhang vid skadan (Yun & Hiom 2009). Det har ocksa visats att CtIP utéver
fosforylering dven ubikvitineras av BRCA1 (Sartori et al. 2007). FOr denna ubikvitinering av
CtIP sa kravs (wt) BRCAL (Yu et al. 2006).



BRCAL1 binder indirekt till ett komplex, MRN, som bestar av tre proteiner: MRE11, RAD50
och NBSL1. Den indirekta bindningen till komplexet &r via BRCA1s bindning till CtIP dar
CtIP rekryterar MRN till BRCA1 genom dess bindning till NBS1 (Sartori et al. 2007, Chen et
al. 2008). Tillsammans bildar BRCA1, CtIP och MRN ett komplex. For att komplexet ska
bildas kravs cyklin-beroende kinas (CDK) aktivitet vilket betyder att det &r reglerat av
cellcykeln (Chen et al. 2008). Aven om MRN-komplexet binder in indirekt till BRCAL via
CtIP (som binder till BRCT-doménen) sa tror man att det finns en interaktion mellan MRN-
komplexet och BRCA1s RING-doméan. MRN ir alltsé viktigt for att kunna skapa 3’-
overhanget vid en ds-DNA skada och MRNs bindning till CtIP visar att hela komplexet ar
viktigt for funktionen (Sartori et al. 2007).

Holliday junctions

Nir 3°-6verhanget bildats sa bildas holliday junctions som pabdrjar den homologa
rekombinationen och sedan reparerar skadan. Aven vid sjalva rekombinationen & BRCA1
involverad. Genom coiled-coil doménen binder BRCAL specifikt till PALB2 (partner och
lokaliserare av BRCA?2) vilket kréver att BRCAL fosforyleras av CHK2 (ett proteinkinas) (Sy
et al. 2009, Zhang Fe. et al. 2009). CHK2 har ocksa visat sig vara viktig da dess fosforylering
av S988 (Ser 988, Figur 2) i BRCAL behovs for att behalla kromosomstabiliteten (Stolz et al.
2010). Interaktionen mellan PALB2 och BRCAL é&r inte beroende av att det finns en DNA
skada utan de binder till varandra oberoende (Zhang Fe. et al. 2009). Genom PALB2 binder
de tva brostcancergenerna indirekt till varandra. PALB2 binder vid N-terminalen till BRCA1
och vid C-terminalen till BRCA2 (Zhang Fa. et al. 2009). N&r PALB2s bindning till BRCA1
inte fungerar som den ska sa stors den homologa rekombinationen visade Sy et al. (2009).
BRCA1-PALB2-BRCA2 komplexet ar aven viktigt for initieringen av RAD51 férmedlad
homolog rekombination.
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Figur 3. BRCAIs roll i processen fran ds-DNA skada till holliday junction. (a) BRCA1-abraxas-RAP80
komplexet rekryterar andra ndédvéandiga proteiner till skadan. (b) 3’-6verhéng skapas av BRCAL-CtIP-MRN
komplexet for reparation ska kunna ske. (c) Visar hur holliday junctions ser ut. BRCA1-PALB2-BRCA2
komplexet & med och skapar holliday junctions och darefter kan den homologa rekombinationen starta och
reparera skadan.

BRCAL1 ér alltsa via tre olika komplex med vid initieringen av homolog rekombination (Figur
3). Alla molekyléra detaljer kring BRCA1s roll i initieringen av homolog rekombination &r,
som namnts, inte helt klarlagda &xnu men det finns en god grund och mycket information att
ta stallning till. Aven om mer forskning vantar har man dock kunnat klarldgga att BRCA1 har
en viktig roll for den homologa rekombination som blivit beskriven ovan. N&r genprodukten
inte fungerar som den ska dkar skadorna pa DNA. | kombination med gener som &ven de &r
viktiga for att behalla genomets stabilitet fas en 6kad risk att utveckla cancer i brostets
epitelceller som pabdrijas tidigare dn sporadisk brostcancer.
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Cellcykelreglering

Cellcykeln har fyra olika faser; tillvaxtfasen (G1), DNA:ts férdubbling (S), DNA:ts integritet
sékerstélls (G) och celldelningen, mitosen, (M) (Alberts et al. 2008). Meningen med
cellcykeln ar att duplicera DNA:t och genom celldelning skapa tva identiska dotterceller.
Miljon inne i cellen och utanfor ar viktiga for att cellcykeln ska fortsétta. Vid olika delar i
cellcykeln finns det kontrollpunkter for att se till att foregaende steg slutforts och utforts pa ett
korrekt satt. BRCAL ar med och reglerar vid tva sadana kontrollpunkter, Go/M-
kontrollpunkten och den interna S-fas kontrollpunkten (Tabell 2).

Tabell 2. BRCAL-komplexen involverade i cellcykelns kontrollpunktsaktiveringar. De olika proteinernas
bindning till BRCAL, huruvida de binder direkt eller indirekt och var pA BRCA1 de binder in visas ocksa.

Binder till

Funktion Doman pa BRCA1 (direkt, indirekt) Referenser
G,/IM BRCT Abraxas, RAP80 Kim et al. 2007a
Kontrollpunkt Kim et al. 2007b
BRCT CtIP, MRN Yu et al. 2006
SCD ATM, MRN Cortez et al. 1999
S-fas SCD ATM, MRN Xu et al. 2002
Kontrollpunkt BRCT BRIP1, TOPBP1 Greenberg et al. 2006

G,/M-kontrollpunkt

Innan cellcykeln kan fortsatta in i M-fasen sa finns en kontrollpunkt, Go/M. Vid G,/M
kontrollpunkten sa detekteras skador som uppkommit pa DNA och de maste repareras innan
cellcykeln kan fortsatta fran Go-fasen till M-fasen. Vid denna kontrollpunkt ar tre BRCAL1
komplex involverade (Yarden et al. 2002). Som tidigare namnts binder BRCA1 direkt till
abraxas och indirekt (via abraxas) till RAP80. Detta komplex ar ocksa med vid G,/M
kontrollpunkten i cellcykeln (Kim et al. 2007a, b). Vid denna kontrollpunkt &r komplexet
involverat vid responsen att stoppa vid DNA skador. Utan komplexet stannar inte cellcykeln
efter IR-inducerad skada vid G2/M kontrollpunkten som den annars gor (Liu Z. et al. 2007).

BRCAU1-CtIP &r ocksa involverad i G,/M-kontrollpunktens aktivitet. Ubikvitineringen av CtIP
ar kopplad till kontrollpunkten genom att den associeras till kromatin efter en DNA skada (Yu
et al. 2006). BRCAU1s bindning till CtIP &r essentiell for att cellcykeln ska kunna fortsétta in i
M-fasen efter en DNA skada (Yu & Chen 2004). CtIP binder &ven har in MRN komplexet.
Komplexets funktion vid just Go/M kontrollpunkten tycks &ven vara kopplad till den hdga
expressionen av CtIP under denna del av cellcykeln. Det tredje komplexet som &r involverat
ar BRCA1-ATM-MRN (Cortez et al. 1999, Gatei et al. 2000).

S-fas kontrollpunkt

Under S-fasen replikerar cellen sitt DNA for att fa en dubbel uppséttning av genomet innan
celldelningen. Det &r viktigt att denna process ar felfri da syftet ar att skapa tva identiska
celler. I S-fasen finns det dérfor en intern kontrollpunkt dar BRCAL dr inblandad. Cellcykeln
stannar upp vid denna interna kontrollpunkt om replikationsgaffeln stannar upp eller om den
kollapsar. Det ar tva BRCA1-komplex som &r involverade i denna respons. Det ena
komplexet &r det dar BRCA1 binder direkt till ATM via SCD i BRCAL och indirekt till
MRN-komplexet (Xu et al. 2002).



Det andra komplexet som bildas med BRCAL vid kontrollpunkten &r ett dar BRIP1 (BRCA1-
interagerande protein C-terminal helikas 1, dven kallat BACH1) binder direkt till BRCA1 via
dess BRCT-doman (Greenberg et al. 2006). BRIP1 binder sedan in TOPBP1 (DNA
topoisomeras 2-bindande protein 1) och tillsammans bildar de tre det andra komplexet som &r
involverat i S-faskontrollpunkten. Utdver BRCA1-BRIP1-TOPBP1 komplexets funktion i
responsen av S-faskontrollpunkten har det ocksa visats att det har en funktion i sjalva
reparationen av skador som uppkommer under replikationen (Cantor et al. 2001). Man har
ocksa sett en koppling till BRCA1 och S-faskontrollpunkten via p21 (en cellcykelinhibitor)
och att BRCA1 pa sa satt ar med och stannar upp cellcykeln i S-fasen (Somasundaram et al.
1997).

Ovriga funktioner

De tva funktioner som tagits upp &r inte de enda och man tror att det kan finnas fler annu
oupptackta omraden dar BRCA1 kan ha en funktion. Ett sadant omrade &r lipidsyntes
(Moreau et al. 2005). Via BRCT doménen binder BRCAL till ACCA (acetyl coenzym A
karboxylas o) som uttrycks i brostcancer och det komplexet tycks ha en roll i lipidsyntesen.
Studien styrker pa sa satt teorin om att BRCAL kan paverka lipogenesen (acetyl-CoA
omvandlas till lipider) i brostets epitelceller. Ubikvitineringen av andra protein har namnts
och denna aktivitet ar ocksa en funktion som proteinet har genom heterodimeren den skapar
med BARD1. Som senare kommer beskrivas interagerar &ven BRCA1 med Ostrogenreceptor
(ER) a.

Mutationer

En gen kan mutera pa flera sétt. En mutation leder i manga fall till en forandrad genprodukt
och dven en forandring i proteinets struktur. Nar genprodukten forandras sa ar
konsekvenserna olika beroende pa produktens funktion och interaktion med andra
komponenter. N&r BRCAL, som &r en caretaker gen, muterar kan inte langre BRCA1 binda in
till andra protein som den ska da strukturen forandrats och bindningar omajliggors eller inte
binder in pa ratt satt. Mutationer kan som kant ocksa leda till att man far ett stopkodon
tidigare &n annars vilket ger ett kortare protein som i sin tur ger samma konsekvenser. Vilka
interaktioner som inte fungerar och darmed forhindrar bildandet av essentiella komplex beror
pa var i genen mutationen uppstar. Det avgor ocksa hur mycket andra skador som genomet
samlar pa sig och om man darifran far cancer eller inte. Vilken roll mutationer i BRCAL spelar
i cancerutvecklingen ar inte heller helt sakert. Det finns ett hundratal olika mutationer som
identifierats som bestar av bland annat sma insertioner och deletioner vilket ger en forandrad
lasram som i sin tur leder till ett protein som inte fungerar (Miki et al. 1994, Simard et al.
1994).

BRCAL och brostcancer

Konsekvenserna som foljer pa en mutation i BRCA1 &r att den homologa rekombinationen
inte fungerar som den ska samt att kontrollpunktsregleringen inte heller fungerar dir BRCA1
ar inblandat. En mutation i BRCA1 i sig leder inte till brostcancer utan den ger som ndmnts en
Okad risk. Exakt hur mutationer i genen ger denna 6kade risk vet man inte helt sakert men
man tror att genens funktion i reparation av skador i genomet ar viktig. Nar BRCAL inte kan
binda in till alla komponenter som &r essentiella for dess aktivitet kan det ge upphov till en
storre andel fel som inte upptécks och/eller repareras. Det har visats att i celler da&r BRCAL
forlorat sin funktion far man epitelceller i brostet som delar sig ovanligt mycket (Furuta et al.
2005). Nar celler delar pa sig ofta ger det en storre risk for skador i genomet som sedan
ackumuleras.



Med avseende pa cancer dar BRCA1 och BRCA2 &r inblandande forlorar man heterozygotin.
Det var lange allmant accepterat att man alltid forlorade wt allelen i bade BRCA1 och BRCA2
kopplad cancer. | en studie som publicerades 2007 visade man dock att detta kanske inte var
fallet (King et al. 2007). I studien anvande man sig av vavnadsprov fran 23 kvinnor. 14 av de
23 hade BRCAL kopplad brostcancer och de évriga hade BRCA2 kopplad brostcancer. | 11 av
de 23 fallen visade det sig att det var mutanten som forlorades istallet for wt som man tidigare
antog. Av dessa var det 7 av dem som var BRCA1 kopplade. Studien visade med det att det
inte alls behover vara wt allelen som forloras i tumérer i brostvavnaden. En mojlig forklaring
till detta som presenteras i studien ar att mutanten behovs vid initieringen av tumdéren men
inte sedan i utvecklandet. Vad dessa resultat egentligen séger far vidare forskning dock visa.
Det visar ocksa hur mycket som fortfarande finns att ta reda pa kring bréstcancer och BRCAL.

Som det beskrevs i borjan sa bildar BRCA1 och BARD1 en RING heterodimer som ger
BRCALI dess E3 ligasaktivitet. Utdver E3 ligasaktivitetens ubikvitinerande funktion har man
lange trott att BRCALs E3 ligasaktivitet har varit viktig for proteinets stabiliserande funktion.
Det har dock visat sig att den inte ar essentiell. Aven om BRCA1/BARD1 komplexet &r
viktigt for proteinkomplexen som binder in till BRCT domanen (Shakya et al. 2011). | mdss
visades det att mutationer som forstérde BRCT doménens igenk&nnande av fosfopeptider inte
alls hade samma tumaorsuppresserande aktivitet som wt BRCA1. Eftersom man sag detta
kunde man dra slutsatser kring BRCT domanen. Domanen é&r alltsa véldigt viktig for
proteinets aktivitet.

BRCAL och p53

Som tidigare namnts sa ar det inte mutationer i BRCAL i sig som per automatik ger
brostcancer utan det ger en 6kad risk. Nar mutationer i BRCAL uppkommer leder det ofta till
att andra gener muterar pa grund av den 6kade risken for ds-DNA skador som inte repareras.
En gen som ar inblandad i manga cancerfall & TP53 som kodar for proteinet p53 (Alberts et
al. 2008). p53 &r viktig for genomets stabilitet for att det exempelvis kan aktivera protein som
behdvs vid reparation av skador pd DNA och initiera apoptos. Nar man férlorar funktionen i
BRCAL &r det ofta kopplat till en forlorad funktion av p53 i de fall som leder till
tumarbildning (Liu X. et al. 2007). Liu X. et al. (2007) visade att de flesta BRCAL och p53
muterade cellerna var ER-negativa karcinom (cancer i epitelceller) i méssen som visade
tydliga tecken pa likheter med ménsklig brostcancer. Man har ocksa sett att i tumorer med en
muterad BRCA1 gen kan ATM-uttrycket vara lagre och ibland &ven vara helt forlorat vilket
man inte ser i tumdrer som har wt BRCAL som i sporadisk brostcancer (Tommiska et al.
2008). Tillsammans med p53 sa ar ATM och CHK2 med i signaleringen for apoptos. Om
nagon av dessa gener inte ar funktionella ser man samma samband som man gor med p53, om
an inte i samma utstréckning (Cao et al. 2006).

Det man inte heller vet med full sakerhet ar hur mutationer i BRCA1 faktiskt bidrar till
brostcancer. Tidigare i texten har processen beskrivits pa ett sadant satt att en mutation leder
till fler skador som kan ge upphov till cancer. Man kan ocksa se processen fran ett annat hall,
att det &r en férandring i vdvnaden som gor att den forlorar sin ursprungliga differentierade
identitet (dysplasi) som uppkommer forst, och inte som en direkt konsekvens av en mutation i
genen. Fran detta 6kar DNA-skadorna som gor att reparationsvagarna blir viktigare och far ett
hogre tryck an tidigare. Med en mutation i BRCAL som gor att proteinet inte fungerar som wt
fungerar inte reparationen och pa sa satt gar det snabbare att dysplasin utvecklas till cancer
(Figur 4).
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Figur 4. Hur brostcancer kan uppkomma pa grund av mutationer i BRCAL. (a) wt BRCAL. Fréan det att man har
dysplasi* (forandring i vavnaden, kan vara ett forstadium till cancer) &r tiden till att man far sporadisk
brostcancer normalt sett l&ngre eftersom reparationen av DNA-skador &r intakt. (b) Med en mutation i BRCA1
kan skador ackumuleras och déarmed ge upphov till dysplasi som i sin tur kan utvecklas till cancer som gar
snabbare an med wt. (c) Mutation i BRCA1 gor att nar man vél har fatt dysplasi och behovet av
reparationssystemet 6kar gar det snabbare att fa cancer dd BRCA1 inte fungerar som det ska.

BRCAL och éstrogenreceptor a

Under menstruationscykeln véxer brosten. ERa ér viktig da den reglerar ett komplext nétverk
av vagar som behdvs for prolifereringen och differentieringen av bade brost- och
aggstocksvavnad. Bada typerna av vavnader dr hormonellt reglerade. Tidiga slutsatser kring
wt BRCA1 som drogs var att det skulle ha en hammande effekt pa dstrogenberoende
transkriptionella vagar i brostepitelcellernas tillvaxt (Fan et al. 1999). Det har utdver detta
ocksa visat sig att BRCA1 kan blockera ligand-oberoende ERa-formedlad transkriptionell
aktivitet (Zheng et al. 2001). Detta sker med hjalp av en dstrogen-oberoende interaktion som
man hittade vid N-terminalen av BRCAL och C-terminal aktiverings funktion (AF-2)
dominen p& ERo (Fan et al. 2001). Man har sett att RING doméanen pa BRCAL inte ar
nodvandigt for bindningen men ar viktigt for den himmande effekten av ERa (Ma et al.
2005). Vidare foreslas att det ar vid tva kontaktpunkter som bindningen sker men att hela
BRCA1 behovs for maximalt hiammande av ERo. Om BARDI1 har en funktion i interaktionen
aterstar att se.

| motsats till de inhiberande resultaten som BRCA1 har visat sig ha av ERa ér att de flesta
cancerassocierade mutationerna i BRCA1 saknar mojlighet att hdmma ERa-signalering (Fan et
al. 1999). Det ar en viktig upptackt som pekar pa att wt BRCA1 har en inbromsande effekt pa
ERa-driven proliferering och differentiering. Mutationer i genen gor att den forlorar de
egenskaperna. Det innebar att prolifereringen kan 6ka och pa sa satt skapa en bra miljo for
bildandet av tumdrer. Differentieringen &r viktig for vavnaden och om den inte fungerar som



den ska tappar cellerna sina specifika egenskaper vilket ocksa gor det till en battre miljo for
tumorbildande. I moss visades det att ERa uttrycks mycket i forstadiet till BRCAL associerad
cancer men att uttrycket senare forloras (Li et al. 2007). Studien visade att med
ostrogenbehandling 6kade proliferering av BRCA1-muterade celler in vitro och in vivo visade
studien ett 6kat antal brosttumorer. Ungeféar 90 % av BRCA1-kopplade tumoérer dr ERa-
negativa (Lakhani et al. 2002). Det skulle kunna forklaras av resultaten i studien av Li et al.
(2007) dér alla tumdrer i méssen med BRCA1-mutationer var ERa-positiva till en bdrjan men
blev senare ERa-negativa.

BRCAL och évriga cancerfall

Som namnts kan mutationer i BRCA1 bidra till brostcancer men det &r inte den enda
kopplingen men sett &ven om den ar den vanligaste. Genen kan ocksa vara kopplad till
Aggstockscancer och kombinerad brost- och dggstockscancer. Aggstockscancer hittas ofta
ganska sent i cancerutvecklingen pa grund av att symptomen &r svaga och de dessutom inte
borjar forran ganska sent. Personer med mutationer i genen har utver detta ocksa pastatts ha
en okad risk att utveckla cancer i tjocktarmen. Detta samband &r det dock inte manga som har
hittat (Strewing et al. 1997). Istallet har man senare dragit slutsatser att det inte finns en
koppling mellan BRCAL och cancer i tjocktarmen (Peelen et al. 2000). Hos mén har genen
visat sig ge en 6kad risk att drabbas av prostatacancer (Strewing et al. 1997, Thompson &
Easton 2002). En ny studie visar dock att dessa slutsatser ar dragna pa felaktiga grunder
(Fachal et al. 2011). De menar att data i studierna ar baserade pa populationer dar man har
grundareffekt, alltsa att de kan sparas tillbaka till en gemensam forfader och att den genetiska
variationen darfor ar 1dg i BRCAL. Det kan man se i vissa judiska populationer vilket gor att
den pavisade effekten far hogre association till mutationerna &n den skulle i andra
populationer.

Dessutom finns det ytterligare motsédgande resultat om BRCAL. De innefattar dess eventuella
koppling till pankreascancer (cancer i bukspottskorteln). En studie bekréftade teorin om att
det skulle finnas en koppling till pankreascancer (Kim et al. 2009) medan en annan havdade
motsatsen (Axilbund et al. 2009). Bada dessa studier ar publicerade samma ar men kom trots
det till diametralt olika slutsatser. Kim et al. (2009) visar pa att det finns en ganska stor
koppling mellan mutationer i badde BRCA1 och BRCA2 och dar man kan vara mer utsatta da
de inte testas for mutationer i genen i samma utstrackning. Axilbund et al. (2009) gjorde
studien pa endast BRCA1 mutationer och det visade sig ha en valdigt liten effekt i deras studie
da genen inte verkade vara kopplad till merparten av pankreascancerfallen i studien.

Diskussion

Som beskrivits & BRCAL viktig for att genomet ska halla sig stabilt och mutationer i BRCA1
leder till okade skador i genomet. Aven om inte alla processer och BRCALs involvering i alla
dessa ar kartlagda till fullo ar den stora fragan anda kopplingen till brostcancer. Vilka av
BRCA1s funktioner som &r de viktigaste att inte forlora ar inte heller klarlagt. Det man ser i
brostcancerfallen som &r kopplade till BRCAL &r att kvinnor I6per en 6kad risk att drabbas och
da tidigare an vid sporadisk brostcancer. Att utveckla cancer i bada brosten oberoende av
varandra ar ocksa vanligare. Det dr inte heller klart pa vilket satt BRCA1s funktioner ger tkad
risk for cancer och i vilket steg nar genen ar muterad. Varfor ar det just bréstcancer som
mutationer i genen ar framst associerade att ge en 6kad risk att drabbas av? BRCAL ar anda
viktig i alla celltyper men mutationer verkar mest vara kopplade till hormonellt reglerade
vavnader som brost och aggstockar. Cancerceller &r generellt drivna att véxa och dela sig sa
att man forlorat BRCAU1s funktion &r i sig ingen anledning till tumorutveckling. Hade det varit
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en gen som endast uttrycks i den vavnaden hade kopplingen varit nastintill sjalvklar men da
det inte &r fallet blir det mycket svarare att besvara men det finns ett antal hypoteser.

En teori ar att kopplingen till bréstcancer har med menstruationscykeln och den hormonellt
drivna tillvaxten att gora. Da vavnaden i brosten (och &ggstockarna) ar mal for denna
hormonella reglering &r det troligt att kopplingen finns dér. Menstruationscykeln bidrar till
forandringar i brosten. Detta leder till hogre metabolism som i sin tur betyder mer syre som
kan ge oxidativa skador. Under menstruationscykelns hormonella reglering har man kunnat
pavisa en 6kning av oxidativa DNA-skador (Lavigne et al. 2001). Dessa skador kraver
reparation via BRCAL1 (och aven BRCA?2) formedlad homolog rekombination. Nér genen da
ar muterad och behovet av reparationen 0kar och inte kan tillgodoses till fullo kan skadorna i
genomet 0ka. Dessa skador kan i sin tur leda till cancer. Utéver denna teori kring
menstruationscykeln finns det ocksé studier som har visat pA BRCA1s koppling till ERa. Den
inbromsande effekten som wt BRCA1 verkar ha ér viktig for att halla den ERa-drivna
prolifereringen i brostepitel under kontroll. Nar den inbromsningen inte fungerar, pa grund av
mutationer i genen, kan det leda till tumdrbildning i brésten som en konsekvens av den dkade
prolifereringen.

Yan et al. (2007a) visade att RAP80 (bildar komplex med BRCA1 under bade homolog
rekombination och vid G,/M kontrollpunkten) &r ett protein som binder till 6strogenreceptor
a. De diskuterar de méjliga kopplingarna mellan RAP80s ER och kopplingen mellan BRCA1
och brostcancer, genom genens dstrogensignalering. En annan koppling som har diskuterats
mellan brdstcancer och mutationer i BRCAL dr att ungeféar 90 % av cellerna inte uttrycker
ERa, paradoxalt nog (Lakhani et al. 2002). ERa negativitet har blivit foreslaget som en
indikation pa att hitta tumorer med mutationer i BRCAL, ett samband man inte sag bland
personer som bar pa mutationer i BRCA2 (Lakhani et al. 2005). Det é4r dven mojligt att ERa-
negativiteten kan forklaras av resultat som visat att cellerna i borjan ar ERa-positiva men blir
ERa-negativa senare (Li et al. 2007). Varfor det ar pa det sattet vet man inte riktigt men det
skulle kunna bero pa till exempel epigenetiska forandringar som leder till ett forlorat uttryck
av ERa vilket foreslas i studien. Med vidare studier kanske ERa.:s roll i tumorbildandet i
BRCA1-kopplad cancer kan 16sas och ge svar pé varfor ERa-negativitet ar observerat i sa hog
utstrackning.

De processer som BRCAL ar involverad i eller som man tror att den har en funktion i blir fler.
E3 ubikvitin ligasaktiviteten har tidigare ndmnts. Det ger en polyubikvitiniering som &r viktig
for responsen for DNA reparation. Den ar viktig for reparation via homolog rekombination
och for cellcykelns kontrollpunkter. Det finns ocksa teorier om att BRCAL skulle vara
involverad i transkriptionell aktivitet men dessa teorier &r inte lika starka langre. Det har
ocksa visats att BRCALs ubikvitin ligasaktivitet ar viktig for att uppratthalla heterokromatin i
bade moss och celler fran brostcancervavnad (Zhu et al. 2011). Heterokromatin &r
kromosomsegment som ar hart packade och inte har nagon transkriptionell aktivitet. De
visade ocksa att dar BRCA1 saknades (i moss) kunde man genom att uttrycka histon (2A) som
man monoubikvitinerade aterfa den effekt som man visat att genen hade.

Det &r inte heller helt klart hur BRCA1 ger en 0kad risk till cancer. Det man vet &r att genen &r
viktig for genomets stabilitet men pa vilket satt det sker och exakt vilken roll BRCA1 har ar
lite oklart. Det skulle kunna vara sa att nar BRCAL1 inte fungerar riktigt ackumuleras
mutationer i gener som till exempel p53. Det kan i sin tur ge upphov till cancer. Ett alternativ
till detta ar att nar forandringar sker i vavnaden som annars skulle kunna hallas tillbaka och
inte ge cancer forran valdigt sent inte fungerar riktigt som det ska pa grund av mutation i

11



BRCAL gor det att det inte gar att halla tillbaka och pa sa satt kan forandringen utvecklas till
en tumor mycket tidigare an det annars skulle. Hur det verkligen ligger till i detta fall &r svart
att saga och svart att ta reda pa. Men om man fick reda pa vilken roll BRCA1 spelar i detta fall
skulle man kanske kunna losa gatan.

De teorier om association till tjocktarmscancer, prostatacancer och pankreascancer som
beskrivna ovan visar pa ér att vidare studier behéver goras. Inte bara inom dessa omraden
utan dven mot bréstcancer och dggstockscancer. For att ta reda pa om sambanden finns dar
eller ej behover storre studier genomféras och eventuella kopplingar till specifika mutationer
kanske kan dras och pa sa sétt forklara de motsagande resultaten. Epigenetiken kring BRCA1
kan ocksa vara ett omrade dar mer forskning behdvs. | sporadisk brostcancer har man tittat pa
epigenetiska orsaker till inaktivering av BRCA1 (Butcher & Rodenhiser 2007). Det kan vara
viktigare an man trott &ven i genetiskt nedarvd brostcancer orsakad av BRCAL. | dagsléget
finns det tva bréstcancergener, BRCA1 och BRCA2. Forskare har annu inte hittat nagon tredje
brostcancergen vilket borde innebéra att de vanligaste anda ar BRCA1 och BRCA2 om det nu
finns nadgon mer.

Det finns fortfarande mycket kvar att forska kring géllande BRCAL. For att viktiga slutsatser
ska kunna dras behdver man forst mer information om hur genen fungerar. Att ta reda pa de
molekylara processerna ar ocksa viktigt. Genom att forsta i vilka delar som mutationer ger
negativa effekter kan man kartlagga och anvénda sig av informationen. Informationen skulle
kanske i framtiden kunna anvandas till att bedéma risker hos patienter. Man kanske till och
med skulle kunna anvanda informationen for att kunna utveckla majliga substitut for proteinet
och pa sa satt minska den forhojda cancerrisken. I slutdndan &r forskningen viktig for de
personer som bar pa mutationer i BRCAL. Idag kan man valja att genomga en forebyggande
operation genom att operera bort brosten. Om forskningen skulle kunna bidra till mojlighet till
behandling av dessa patienter kanske forebyggande operationer inte skulle behdvas i samma
utstrackning.
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