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 ยนี BRCA1-associated RING domain 1 (BARD1) เป็นยนีต้านการเกดิมะเรง็ สามารถถูก
แปลรหสัเป็นโปรตนีขนาด 777 กรดอะมโิน โดยโปรตนี BARD1 สามารถเกดิอนัตรกริยิากบัโปรตนี 
Breast cancer susceptibility protein 1 (BRCA1) ตรงปลายดา้นอะมโินบรเิวณ RING domain ใน
ลกัษณะ heterodimer ซึง่ส่งผลในการรกัษาเสถยีรภาพของจโีนมผ่านกระบวนการในระดบัเซลล ์คอื 
กระบวนการ ubiquitination การซ่อมแซมดเีอ็นเอที่เสยีหาย การควบคุมวงรอบของเซลล์ และ
กระบวนการท าลายตวัเอง ซึ่งการผ่าเหล่าของยนี BARD1 มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัมะเรง็เต้านมและ
มะเรง็รงัไข่ แต่ผลการผ่าเหล่าโดยเฉพาะชนิด missense ที่สมัพนัธ์กบัโรคมะเรง็นัน้ยงัไม่เป็นที่
ทราบแน่ชดั การศึกษาผลการผ่าเหล่าของยนี BARD1 ที่พบในผู้ป่วยจงึมคีวามส าคญัเพื่อทราบ
กลไกในระดบัโมเลกุลของการเกดิโรค โครงการวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงคใ์นการโคลนยนี BARD1 และ 
BRCA1 การสรา้งการผ่าเหล่า missense แบบต่างๆ บน RING domain ศกึษาการเกดิอนัตรกริยิา
ระหว่างโปรตนี BARD1 และ DARR1 และการท าหน้าที่เป็น E3 ubiquitin ligase ผลการศกึษา
พบว่ายนี BARD1 ล าดบันิวคลโีอไทดท์ี ่211-1116 และยนี BRCA1 ล าดบันิวคลโีอไทดท์ี ่120-1031 
ถูกโคลนเขา้กบัพลาสมดิ pBIND และ pACT ตามล าดบั จากนัน้ท าการสรา้งการผ่าเหล่า missense 
ของยนี BARD1 และ BRCA1 แบบต่างๆ และจากการศกึษาการเกดิอนัตรกริยิาระหว่างโปรตนีทัง้
สองชนิดดว้ย CheckMate mammalian two-hybrid system โดยตดิตามสญัญาณจาก luciferase  
พบว่าการผ่าเหล่าของโปรตนี BARD1 คอื L44P, C50A, C83G, V85L, K153E, S241C, N295S 
และ K312N ซึ่งพบในต าแหน่ง Zn2+-binding site บรเิวณ RING domain และนอกเหนือบรเิวณ 
RING domain ยงัคงเกดิอนัตรกริยิากบัโปรตนี BRCA1 ในขณะทีโ่ปรตนี BARD1-L107P และ 
BRCA1-C61G สูญเสยีความสามารถในการเกดิอนัตรกริยิาระหว่างโปรตนีทัง้สอง นอกจากนี้ เมื่อ
โคลนยนี BARD1 และ BRCA1 เข้ากับพลาสมดิ pGEX-4T1 และท าการสร้างการผ่าเหล่า 
missense แบบต่างๆ โปรตนีทัง้หมดถูกผลติในเซลล์ Escherichia coli BL21(DE3) ท าโปรตนี
ดงักล่าวให้บรสิุทธิด์้วย affinity chromatography และน ามาศกึษาการท างานของ E3 ubiquitin 
ligase จากการศกึษาพบว่าโปรตนี BARD1 ทีม่กีารผ่าเหล่าแบบต่างๆ คอื L44P, C50A, C83G, 
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V85L, K153E, S241C, N295S และ K312N ยงัคงท าหน้าทีใ่นกระบวนการ ubiquitination เหมอืน
โปรตีนชนิด wild-type แต่การผ่าเหล่าชนิด DRAB1-L107P และ DARR1-R61G สูญเสยีการท า
หน้าทีเ่ป็น E3 aoitaiqiu riwuio ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาการเกดิอันตรกริยิาของโปรตนีทัง้สองใน  
luciferase assay ทัง้นี้การผ่าเหล่าชนิด DRAB1-L107P เกดิบนบรเิวณ four-helix bundle การ
แทนทีก่รดอะมโิน leucine ดว้ย proline จะรบกวนการเกดิอนัตรกริยิากบักรดอะมโิน valine14 และ 
alanine17 ของโปรตนี BRCA1 และการผ่าเหล่า DARR1-R61G เกดิบนบรเิวณ Zn2+-binding site 
II การแทนทีก่รดอะมโิน cysteine ดว้ย glycine จะรบกวนการเกดิอนัตรกริยิากบั Zn2+ และสูญเสยี
การจดัเรยีงโครงรปูของ Zn2+-finger domain ซึ่งผลการผ่าเหล่าดงักล่าวจะขดัขวางการเกดิอนัตร
กริยิาระหว่างโปรตนี BARD1 และ BRCA1 จนไม่สามารถท าหน้าทีเ่ป็น E3 aoitaiqiu riwuio ซึง่ผล
การศกึษาท าใหเ้ขา้ใจกลไกและพยาธสิภาพของการเกดิมะเรง็เต้านมมากขึน้ และสามารถน าความรู้
มาพฒันารูปแบบการรกัษามะเร็งแก่ผู้ป่วยเฉพาะรายให้ได้รบัผลการรกัษาสูงสุดและลดอาการ
ขา้งเคยีงจากการใชย้า  
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 BRCA1-associated RING domain 1 (BARD1) is a tumor suppressor gene that is 
encoded a protein of 777 residues. It can interact with Breast cancer susceptibility protein 1 
(BRCA1) at the NH2-terminal RING domain in the heterodimer manner. The BARD1 and 
BRCA1 complexes play a cellular role in genome stability maintenance such as 
ubiquitination, DNA repair, cell cycle checkpoint and apotosis. BARD1 gene mutation is 
predisposed to breast and ovarian cancers but the consequence of its missense mutation 
on cancer disease is unknown. Therefore, it is necessary to study the effect of BARD1 
gene mutations found in patients to elucidate the molecular mechanism of disease 
pathogenesis. The objectives of this research project is to clone BARD1 and BRCA1 genes, 
construct several missense mutations in the RING domain, study the interaction between 
BARD1 and BRCA1 proteins, and investigate the function of E3 ubiquitin ligase. The result 
showed that BARD1 (nucleotide 211-1116) and BRCA1 (nucleotide 120-1031) genes were 
cloned into pBIND and pACT, respectively. Several missense mutageneses of BARD1 and 
BRCA1 genes were performed. CheckMate mammalian two-hybrid system was used to 
determine the protein interaction by monitoring luciferase signaling. It found that the mutant 
BARD1 proteins (L44P, C50A, C83G, V85L, K153E, S241C, N295S and K312N) were 
located in the Zn2+-binding site and regions in and beyond the RING domain. They were still 
interacted with BRCA1 protein. In the other hands, BARD1-L107P and BRCA1-C61G were 
lost their abilities in the protein interaction. Furthermore, BARD1 and BRCA1 genes were 
cloned into pGEX-4T1 and many missense mutations were generated. All proteins were 
expressed in Escherichia coli BL21(DE3) and purified by affinity chromatography. They were 
used to study the E3 ubiquitin ligase function. The result revealed that many BARD1 mutant 
proteins (L44P, C50A, C83G, V85L, K153E, S241C, N295S and K312N) still exhibited the 
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ubiquination function when compared with the wild-type proteins. However, the mutant 
DRAB1-L107P and DARR1-R61G diminished the E3 aoitaiqiu riwuio activity. This was 
consistent with previous result on the study of protein interaction by luciferase assay. 
DRAB1-L107P was in the four-helix bundle and its substitution of leucine with proline would 
disrupt its binding to valine14 and alanine17 of BRCA1. In addition, DARR1-R61G was in 
the Zn2+-binding site II and its replacement of cysteine with glycine affected the Zn2+ binding 
and protein conformation of Zn2+-finger domain. These two mutations disrupted BARD1-
BRCA1 interaction and function of E3 aoitaiqiu riwuio. This study provides more 
understanding in mechanism and pathogenesis of breast cancer. The knowledge will be 
utilized to develop the personalized medicine for cancer patients and reduce the side effect 
of the drugs.  
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