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Napraw albo zgin — rola biatka p53 w zyciu komorki
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Biatko p53 jest jednym z najwazniejszych supresorow transformacji nowotworowej. Reguluje transkrypcje wielu genéw
oraz wchodzi w bezposrednig interakcje z innymi biatkami. Odgrywa znaczaca role w najistotniejszych procesach, ktére
zachodza w komarce, w tym: w naprawie DNA, cyklu komoérkowym oraz programowanej smierci komorki — apoptozie.
Utrata jego prawidtowej funkgji prowadzi do zaburzenia mechanizmaéw kontrolujacych proliferacje i przezycie komorki,
€O przyczynia sie do rozwoju nowotwordw.

Gen TP53 nazywany jest straznikiem genomu. Jego mutacje wystepuja w duzym odsetku guzéw nowotworowych. Do-
tyczg najczesciej sekwendji, ktore kodujg domene wiagzacg DNA (eksony 5-8). Gen TP53, wraz z genami TP63 oraz TP73,
nalezy do najstarszej ewolucyjnie rodziny supresoréw transformacji nowotworowej. Jego produkt, petnej dtugosci biatko
p53, sktada sie z pieciu domen oraz elastycznego regionu konsolidatora i funkcjonuje jako homotetramer. Za regulacje
aktywnosci p53 odpowiada miedzy innymi biatko MDM2, ktére przyczynia sie do proteasomalnej degradacji supresora.
Niniejsza praca przegladowa porusza najwazniejsze aspekty regulacji aktywnosci komorki przez biatko p53. Opisuje struk-

ture biatka p53, a takze zwigzane z nim mozliwosci terapeutyczne.
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Stowa kluczowe: geny supresorowe, struktura biatka p53, p53 a regulacja aktywnosci komorki

Wprowadzenie

Zgodnie z obecng wiedzg gtéwnga przyczyng zgondw w po-
pulacji globalnej sg choroby krazenia i choroby nowotworowe.
W ostatnich dekadach to jednak nowotwory zajmuja pierwsze
miejsce w hierarchii najczestszych przyczyn zgonéw w krajach
rozwinietych. W Europie odnotowuje sie 23,4% swiatowych
przypadkéw zachorowan i 20,3% zgondw spowodowanych
chorobami nowotworowymi, podczas gdy ludnos¢ krajow eu-
ropejskich stanowi jedynie 9% $wiatowe] populacji. Wedtug
GLOBOCAN w 2018 roku z powodu choréb nowotworowych
zmarto 9,6 milionéw oséb na catym Swiecie, a rozpoznano po-
nad 18 miliondw nowych przypadkéw nowotwordw [1, 2]. To
stale rosngce zagrozenie stato sie sita napedowa badar nad
mechanizmami procesu nowotworzenia. Badania genetyczne

pozwolity wyodrebnic kilka klas gendw, ktére sa zaangazowane
w proces karcynogenezy. Jedng z tych klas tworza geny odpo-
wiedzialne za supresje nieprawidtowej proliferacji komorek. Do
najwazniejszych gendw supresorowych nalezy gen TP53, ktory
nie bez powodu nazwany jest straznikiem genomu.

Biatko p53 - nadrzedny straznik genomu

Historia badan nad p53 siega blisko czterdziestu lat, a samo biatko
zostato odkryte w 1979 roku niezaleznie przez kilka grup naukow-
cow. Zidentyfikowali oni proteine o masie okoto 53 kDa, obecng
w komorkach cztowieka i myszy, ktéra faczyta sie z duzym anty-
genem T wirusa SV40. Badania wykazaty istnienie wysokiego po-
ziomu biatka p53 w komarkach nowotworowo zmienionych, przy
jednoczesnie niskim poziomie p53 w komaorkach prawidtowych.
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Z kolei nadekspresja nowoodkrytego genu TP53 powodowata
przeksztatcenie komarki zdrowej w nowotworowa. Dlatego tez
poczatkowo TP53zostat mylnie uznany za onkogen. Dopiero 10 lat
pozniej sklasyfikowano go jako supresor transformacji nowotwo-
rowej. Stato sie wowczas jasne, ze pierwotnie analizowany gen
TP53 byt zmutowany. Dato to poczatek wzmozonym badaniom
nad jego rolg w procesie karcynogenezy (3, 4.

Rola prawidtowego biatka p53 w supresji rozwoju guza
jestdos¢ dobrze poznana. Supresor reguluje transkrypcje licz-
nych genéw docelowych, ktére uczestniczg miedzy innymi
w monitorowaniu cyklu komoérkowego, apoptozie i naprawie
DNA. Wiekszo$¢ mutacji tego genu to zmiany typu missense,
prowadzace do ekspresji petnej dtugosci, lecz nieprawidtowe-
go biatka p53. Zmienione biatko nie tylko traci swoja funkcje
supresyjng, ale moze uzyskiwac takze nowe wiasciwosci, ktére
sprzyjaja karcynogenezie [5-71.

W komérkach prawidtowych aktywacja transkrypcji TP53
jest odpowiedzig na czynniki stresowe, w tym znaczace
uszkodzenia DNA, oraz sygnaty hiperproliferacji komorek.
Prawidtowy supresor wchodzi w interakcje z biatkami oraz
reguluje transkrypcje wielu genéw wptywajacych na naj-
istotniejsze procesy komorkowe. W zaleznosci od stopnia
uszkodzenia DNA, biatko p53 zatrzymuje badz zwalnia cykl
komdrkowy, co daje komorce czas na naprawe materiatu
genetycznego i zapobiega powieleniu btedu. Gdy uszko-
dzenie jest zbyt powazne, biatko p53 kieruje komdrke na
$ciezke programowanej smierci (apoptozy) [8]. Ze wzgledu
na istotng role w determinowaniu losu komorki, p53 jest
$cisle kontrolowane przez szereg biatek regulatorowych:
MDM2, MDM4, MDMX, p300/CBP oraz niektére kinazy. Niski
poziom biatka p53 spowodowany jest interakcjg z MDM2,
ktéra przyczynia sie do proteasomalnej degradacji biatka.
Podobnie dziata MDMX, ktére rowniez negatywie reguluje
poziom p53. W warunkach stresowych dochodzi do akty-
wacji kinaz fosforylujgcych domene N-koncowg p53, co
pozwala na uwolnienie MDM2 i wzmacnia wigzanie z ko-
aktywatorami transkrypcji, w tym p300/CBP, prowadzac do
aktywacji supresora [9].

Mutacje, czyli warianty patogenne genu, zwigzane z no-
wotworami to zwykle zmiany somatyczne, ktére powstaja
i gromadzg sie w komarkach w trakcie procesu karcynogenezy.
Mutacje takie nie sg przekazywane do komorek rozrodczych,
a jedynie do komorek potomnych klonu nowotworowego. Na-
tomiast wariant patogenny genu, ktéry wystepuje we wszyst-
kich komérkach organizmu (dziedziczony lub powstaty de
novo), nazywany jest mutacjg germinalna. Taka zmiana moze
zwiekszac ryzyko rozwoju nowotworu u obcigzonych nig oséb
(nowotwory dziedziczne lub germinalne).

Obecnos¢ germinalnego patogennego wariantu genu
TP53 zwigzana jest z zespotem Li i Fraumeniego (LFS - Li Frau-
meni Syndrome). W bazie ClinVar, gromadzacej informacje o wa-
riantach gendw o znaczeniu klinicznym, opisano dotychczas
ponad 750 zmian w sekwencji TP53, ktére wykryto u chorych
7 LFS. Zespdt Li i Fraumeniego jest dziedziczony w sposob
autosomalny dominujacy. Charakteryzuje sie predyspozycja
chorych do powstawania rzadkich typow nowotwordw, szcze-
golnie w mtodszym wieku. U potowy oséb z LFS dochodzi
do rozwoju nowotworu przed 30. rokiem zycia, podczas gdy
w nieobcigzonej populacji ryzyko zachorowania wynosi okoto
1% [10, 11].

Struktura genu TP53

Gen TP53Zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 17
(17p13.1). Sktada sie z 19 198 nukleotyddw obejmujgcych 11 ek-
sondw, z ktdrych pierwszy jest niekodujacy [12-14].W promotorze
genu TP53 nie ma charakterystycznych sekwencji CAAT ani TATA,
ktore rozpoznaje polimeraza Il RNA. Natomiast (podobnie jakinne
rejony regulujace transkrypcje pozbawione sekwendji TATA-box),
promotor TP53 zawiera wiele powtdrzer GC i miejsca wigzania
dla czynnika transkrypcyjnego SP1. Posiada rowniez motywy
specyficzne dla wielu innych czynnikéw transkrypcyjnych, miedzy
innymi: dla kompleksu cMyc/Max, ETF, NF-kB [15, 16].

Struktura biatka p53
Gen TP53 koduje 393-aminokwasowe biatko, funkcjonujace
jako czynnik transkrypcyjny i biologicznie aktywne jako homo-
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Ser15, Ser20, Serd6, Ser392 - najczestsze miejsca fosforylacji,
Arg175, Gly245, Arg248, Arg249, Arg273, Arg282 - najczescie]
zmutowane kodony,

TAD - domena transaktywacyjna,

PRD - domena bogata w proliny,

Rycina 1. Struktura biatka p53

DBD - domena wigzaca DNA,

L - konsolidator,

OD - domena oligomeryzacyjna,

CTD - domena regulatorowa,

|-V - regiony o wysokim stopniu zachowania ewolucyjnego
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tetramer. Petnej dtugosci biatko sktada sie z pieciu gtéwnych
domen oraz elastycznego regionu konsolidatora (linker — L),
ktory taczy domene wigzacg DNA zdomenga tetrameryzacyjng
(ryc. 1) [12-14].

Domena transaktywacyjna - TAD (N-terminal
transactivation domain)

Domena transaktywacyjna (N-koncowa), z uwagi na swoja
funkcje, nazywana jest tez domeng aktywujaca transkrypcje.
Skfada sie z dwdch samodzielnych subdomen: TAD | (@ami-
nokwasy 1-40) i TAD Il (aminokwasy 41-67), ktére zawieraja
zachowane ewolucyjnie sekwencje d-X-X-¢-¢ (gdzie ¢ oznacza
aminokwas hydrofobowy, X — dowolny aminokwas). Kazda
z subdomen funkcjonuje autonomicznine i jest niezbedna
w regulacji roznych proceséw komérkowych [13, 17-20]. Ba-
dania na modelach mysich wykazaty, ze inaktywacja TAD |l
uposledza transaktywacje niektérych gendw, natomiast po-
zostate funkcje p53 sg zachowane. Z kolei inaktywacja TAD |
prowadzi do znacznie powazniejszych defektéw funkcjono-
wania komérki. Powoduje brak transaktywacji genéw docelo-
wych oraz zaburza hamowanie cyklu komorkowego i inicjacje
apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenie DNA. Nie wptywa
natomiast na regulacje starzenia sie komorki i hamowanie
procesu karcynogenezy. Jednoczesna eliminacja obu subdo-
men daje efekt podobny do catkowitego usuniecia z komdorki
biatka p53. Dochodzi wtedy do zaburzen transkrypcji gendw
zaleznych od supresora, braku aktywacji proceséw starzenia
sie i apoptozy, dysfunkgji punktédw kontrolnych cyklu komorko-
wego, a takze do utraty zdolnosci do hamowania transformacji
nowotworowej.

Domena transaktywacyjna, poza dwoma rejonami —
Phe19 do Leu25 oraz Pro47 do Trp53, tworzacymi pare
helis (Pal i Pa2) - ma nieuporzadkowang strukture. Pal
i Pa2 petnig kluczowa role w taczeniu sie TAD z innymi
biatkami oraz z domeng wigzaca DNA — DBD (binding do-
main). Interakcja z DBD wptywa na selektywno$¢ wigzania
sie p53 ze specyficznymi dla niego sekwencjami, ktére sg
obecne w promotorach genéw docelowych [17]. Moze
takze przeciwdziata¢ przedwczesnemu taczeniu sie TAD
7 koaktywatorami transkrypcji i innymi kofaktorami poprzez
maskowanie miejsc ich wigzania [9, 21]. Biatka, z ktérymi do-
mena transaktywacyjna tworzy kompleks, to miedzy innymi:
MDM2, acetylotransferaza p300/CBP, podjednostka czynnika
transkrypcyjnego TFIIH oraz BCL-XL. Powstanie kompleksu
z MDM2 oraz p300/CBP wptywa na aktywacje i stabilnos¢
p53. Biatko p300/CBP z kolei petni istotng role zaréwno
w aktywacji transkrypcji z udziatem p53, jak i w regulacji
stabilnosci kompleksu p53-DNA poprzez acetylowanie lizyn
w domenie regulatorowej obecnej na korcu karboksylo-
wym [9]. Domena transaktywacyjna, w wyniku interakcji
z BCL-XL (antyapoptotyczne biatko mitochondrialne), od-
powiada réwniez za wprowadzenie komorki na sciezke
apoptozy bez koniecznosci aktywacji transkrypcji gendw [4].
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Domena transaktywcyjna zawiera jedna zdwoch sekwen-
cji sygnatowych — NES (nuclearexport signal), ktére odpowiada-
ja zatransport biatka p53 zjadra komdrkowego do cytoplazmy.
WTAD znajduje sie réwniez pierwszy z pieciu regiondw zacho-
wanych ewolucyjnie — HCD (highly conserved domain) [20, 22].

Domena bogata w proline - PRD (proline-rich
domain)

Rejon bogaty w proliny jest w duzym stopniu zachowany
ewolucyjnie i obejmuje aminokwasy 68-98. Sktada sie z wielo-
krotnych powtérzer motywu PXXP, gdzie P oznacza proling, za$
X odpowiada dowolnemu aminokwasowi [8, 23]. Powtdrzenia
te sg swoistym ligandem dla biatek zawierajacych domeny SH3
i utatwiajg ich bezposrednig interakcje z p53 [12]. Badania na
modelach komoérkowych wykazaty, ze domena PRD jest istotna
dla aktywadcji apoptozy z udziatem p53 [24, 25]. Ponadto PRD
moze wplywac na kinetyke fatdowania sie biatka i utatwiac¢
jego sktadanie [12]. Petni rowniez istotng role w stabilizacji
biatka p53 za posrednictwem interakcji zizomeraza prolinowa
Pin1. Dzieki analizom in vitro udowodniono, ze fosforylacja p53
w odpowiedzi na sygnaty stresowe, skutkuje zwiekszonym
oddziatywaniem z Pin1. Wptywa to na zmiane konformadiji
biatka i zmniejsza jego dostepnosc¢ dla MDM2 [25].

Domena wigzaca DNA - DBD (DNA-binding
domain)

Domena wigzaca DNA potozona jest centralnie, obejmuje ami-
nokwasy 99-303 [8]. Jej rdzen tworzy, podobna do obecnych
w immunoglobulinach, struktura B-kanapki, ktéra sktada sie
z dwach antyréwnolegtych 3-kartek oraz helisy [26]. Znajduja
sie tu cztery sposrdd pieciu miejsc zachowanych ewolucyjnie
(HCD 1I-V). S one obszarami, w ktérych najczesciej wykrywa
sie mutacje [27, 28]. Domena DBD jest rejonem niezbednym
do specyficznego wigzania DNA.

W bezposredni kontakt z podwdjng helisa wchodzi kom-
pleks skfadajacy sie z trzech elementéw. Nalezy do niego:
struktura B-spinki do wtoséw utworzona przez dwie antyrow-
nolegte nici (521 52", peta L3 obejmujaca krétka a-helise (H1)
oraz jon cynku koordynowany tetraedrycznie przez His-179
i trzy faricuchy boczne cystein: Cys-176, Cys-238 i Cys-242.
Ostatnig sktadowa jest zachowana ewolucyjnie a-helisa (H2)
znajdujaca sie na C-koncu domeny. Jest to wazna funkcjonal-
nie czes¢ domeny i ma kluczowe znaczenie dla aktywnosci
biologicznej p53 [12, 29, 30].

Domena, ktéra wigze DNA, faczy sie ze specyficzng se-
kwencjg RE (response elements) obecna w rejonie promotora
genu docelowego [28]. RE skfada sie z dwdch dekamerycz-
nych sekwencji palindromowych — 5-RRRCWWGYYY-3, (gdzie
R oznacza puryne, Y pirymidyne, a W — alanine lub treonine).
Pojedyncze sekwencje moga by¢ rozdzielone krétka, liczacg
0-13 par zasad wstawka. Promotory gendw zaleznych od p53
zawierajg rézna liczbe sekwencji RE, co moze by¢ zwigzane
z roznicami w sile aktywadji ich transkrypcji przez supresor.



Wyniki badan krystalograficznych sugeruja, ze homotetramer
p53 jest zdolny do utworzenia kompleksu z pojedyncza deka-
meryczna sekwencja, przy czym w interakcje zaangazowane
sg dwie z czterech domen wigzacych DNA. Jest takze mozliwe,
ze jeden homotetramer p53 wigze sie zdwiema sekwencjami
RE [28].

Selektywno$¢ wigzania sie DBD ze specyficznymi sekwen-
cjami gendw docelowych zwigzana jest z interakcjg z domena
transaktywacyjna. TAD konkuruje z czasteczkg DNA o wigzanie sie
z DBD. Sekwencje RE specyficzne dla p53 wigzg sie z wiekszym
powinowactwem iwypieraja TAD zinterakcjizdomena centralna.
Wewnatrzczasteczkowa interakcja pomiedzy TAD i powierzchnia
DBD w homotetramerze p53 zmniejsza ponad pieciokrotnie zdol-
nos¢ DBD do niespecyficznego taczenia sie z DNA, nie wptywa
jednak na interakcje z sekwencjg specyficzng dla supresora [21].

Domena oligomeryzacyjna - OD
(oligomerization domain)

W czesci C-koricowej biatka p53 znajduje sie domena oligo-
meryzacyjna, ktéra odpowiada za tetrameryzacje czasteczki
i powstanie funkcjonalnego homotetrameru. Obejmuje ona
aminokwasy 323-363 i zawiera druga sekwencje sygnatowa
NES [31, 32]. Strukturalnie OD wpisuje sie w schemat szpilki
do wiosoéw. Sktada sie z B-harmonijki (@aminokwasy Glu326-
-Arg333) oraz a-helisy (aminokwasy Arg335-Gly356), ktére
faczy glicyna (Gly-334) [31-33].

Domena regulatorowa - CTD (C-terminal domain)

C-korcowy rejon p53 obejmuje aminokwasy 364-393. CTD
charakteryzuje sie wewnetrznym nieuporzadkowaniem, a jej
istotng cechg jest obecnos¢ lizyn, ktére wspdtuczestniczg
w niespecyficznym wigzaniu p53 z DNA. Domena ta reguluje
takze zdolnos¢ domeny DBD do wigzania DNA, utatwiajac
wzajemne dopasowanie i sprzyjajac utrzymaniu kompleksu
p53-DNA. Niezmodyfikowana forma domeny CTD hamuje
wigzanie DNA, podczas gdy fosforylacja Ser392 wptywa po-
zytywnie na interakcje z kwasem nukleinowym [18, 20, 27].

Podobnie jak domena N-korcowa rejon C-koncowy odpo-
wiada za interakcje p53 z innymi biatkami. Jest miejscem, do
ktérego przytaczaja sie czynniki transkrypcyjne (TFs) [43, 45].
Ponadto CTD jest niezbedna do interakcji z MDM2, przez co
wptywa na stabilnos¢ p53 i jego jadrowg lokalizacje. Zawiera
miejsca, ktére sg celem modyfikacji potranslacyjnych regu-
lujgcych aktywnos¢ p53 (np. acetylacja domeny moduluje
powinowactwo do DNA) [18, 20, 27, 34].

CTD moze przyjmowac rézne konformacje w zaleznosci
od interakgji z innymi biatkami: a-helise podczas kontaktu
7 niskoczasteczkowym biatkiem wigzacym wapni S100 (cal-
cium-binding protein B), 3-kartke w przypadku oddziatywa-
nia z Sir2 (deacetylaza NAD+-zalezna), 3-skret w kompeksie
7p300/CBP (biatko koaktywatorowe o aktywnosci acetylotrans-
ferazy histonowej) oraz niezdefiniowang strukture drugorze-
dowa w potaczeniu zkompleksem A/CDK2. Stad w zaleznosci

od przyjetej konformadji przez domene C-terminalng funkcjo-
nalnos¢ biatka p53 regulowana jest zaréwno negatywnie, jak
i pozytywnie [20, 34].

Regulacja aktywnosci p53

Aktywnos¢ biatka p53 jest regulowana poprzez szereg me-
chanizmow. Naleza do nich modyfikacje potranslacyjne, re-
gulacja procesu degradacji oraz oligomeryzacji. Zahamowanie
degradadji przyczynia sie do aktywacji biatka p53 poprzez
jego stabilizacje i akumulacje w komorce. Poziom supresora
w komorkach, ktére nie sg wystawione na dziatanie czynnika
stresowego, jest niski. Sprzyja temu krotki okres poéttrwania
czasteczki. Odpowiadaja za to biatka z rodziny MDM (murine
double minute) — MDM2 i MDM4, ktére przytaczaja sie do p53
w obrebie domeny TAD.

MDM2 ma zdolnos¢ do degradacji p53 za posrednictwem
proteasomu, dzieki temu, ze ma aktywnosc ligazy ubikwityny
E3. MDM4 nie wykazuje aktywnosci ligazy, natomiast poprzez
heterodimeryzacje reguluje aktywno$¢ enzymatycznag MDM2,
zwiekszajac wydajnosc zjaka MDM2 degraduje p53 [35]. Synte-
za MDM2 jest pozytywnie regulowana przez p53, co prowadzi
do zwiekszenia poziomu MDM2 przy wyzszym stezeniu p53.
W nieaktywowanych komorkach, biatko p53 wigze sie zMDM2,
ktéry promuje jego ubikwitynacje. Natomiast w warunkach
stresowych, takich jak pojawienie sie uszkodzert DNA, dochodzi
do zachwiania réwnowagi pomiedzy biatkami. W wyniku mo-
dyfikacji potranslacyjnych blokujgcych interakcje zMDM2, p53
ulega stabilizacji, zwieksza sie jego ilos¢ w komorce i zostaje
ono aktywowane [8, 18, 36].

Do aktywacji p53 przyczyniaja sie takze modyfikacje po-
translacyjne, w tym: fosforylacja, acetylacja, metylacja, ubi-
kwitynacja, neddylacja, sumoilacja, oraz dodanie na koricu
fancucha aminokwaséw N-acetyloglukozaminy. Fosforylacja
zachodzi w gtéwnej mierze w obrebie domen N- oraz C-kon-
cowych, a takze w rejonie linkera. Lizyny, ktére znajduja sie
w tych regionach, moga zosta¢ poddane réowniez metyla-
cji badZ neddylacji [36]. Neddylacja polega na przytaczeniu
czasteczki Nedd8 do biatka docelowego. Nedd8 to biatko
podobne do ubikwityny, ktére poprzez aktywacje ligaz ubi-
kwitynowo-biatkowych - E3, sprzyja degradacji biatek [37].

Liczba i typ uszkodzert DNA decydujg o modyfikacjach
potranslacyjnych biatka p53, co bezposrednio wptywa na
odpowied?z komérki. Do indukcji $ciezki apoptozy niezbedna
jest fosforylacja reszty aminokwasowej Ser46 przez biatka
p38, DYRK2 lub HIPK2. Acetylacja reszty Liz120 przez PCAF
(p300/CBP-associated factor) powoduje aktywacje trans-
krypcji genéw odpowiedzialnych za zatrzymanie cyklu
komdrkowego. Z kolei acetylacja przez Tip60 (60-kDa tat-
-interactive protein) lub hMof (human males absent on the first)
wprowadza komérke na zalezng od p53 $ciezke apoptozy.
Acetylacja Liz164 za posrednictwem CEP i p300/CBP jest
niezbedna zaréwno do zatrzymania cyklu komdérkowego
jak i apoptozy [36].
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Biatko p53 jest fosforylowane przez kinazy biatkowe ATM
(ataxia telangiectasia mutated) i ATR (ataxia-telangiectasia and
Rad3-related). W odpowiedzi na uszkodzenia DNA oddziatuja
one odpowiednio z kinazami Chk2 i Chk1, ktore stabilizujg
p53, dzieki przytaczeniu reszty fosforanowej do Ser20. Ponadto
biatko ATM fosforyluje MDM2, uniemozliwiajgc mu interakcje
7 p53. Skutkuje to zahamowaniem degradacji i akumulacja
supresora [8, 18, 36]. Kinazy ATM lub ATR fosforylujg rowniez
bezposrednio Ser15 p53. Sekwencyjna fosforylacja reszt ami-
nokwasowych utatwia acetylacje na C-koncu fancucha, umozli-
wiajgc oligomeryzacje biatka i jego transport jgdrowy. Wptywa
to pozytywnie na aktywnos¢ transkrypcyjng p53ijednoczesnie
wzmacnia wigzanie z DNA [7].

Kolejnym procesem, ktéry wptywa na aktywnos¢ p53,
jest jego oligomeryzacja. Ten dynamiczny proces regulujg
interakcje biatko-biatko i zalezy on od poziomu p53 w ko-
morce. Liczne proteiny faczace sie bezposrednio z domeng
OD moga modyfikowac oligomeryzacje czasteczki i zmieniac
jej stabilnos¢. Interakcje pomiedzy biatkami wzmacniaja, bad?
hamuija proces powstawania oligomeru, promujac tym samym
monomeryczne formy p53 [31].

Homotetramer biatka p53 strukturalnie jest dimerem
dwach dimerdw, a proces oligomeryzacji przebiega etapami.
Dimer pierwotny powstaje poprzez interakcje pomiedzy
B-harmonijkami dwoch monomerdw p53, ktére w sposdb
antyréwnolegty tacza sie ze sobga przy wspdétudziale hydro-
fobowych oddziatywan pomiedzy a-helisami. Kolejno dwa
pierwotne dimery scalajg sie ze sobg i tworzg homotetramer
biatka p53 [31, 38, 39]. W przypadku pozostatych biatek z
rodziny p53: p63 oraz p73, obserwujemy dodatkowa helise,
ktéra stabilizuje powstaty tetrametr [38]. W prawidtowych
warunkach wiekszos¢ czasteczek p53 wystepuje w posta-
ci dimeréw — blisko 60% puli komorkowej. Wykazano, ze
struktura tetrameru zwieksza powinowactwo i zdolnos¢
p53 do wigzania sie z DNA w stosunku do formy dimerycz-
nej. Dlatego podczas stresu komoérkowego obserwuje sie
powstawanie homotetrameru z rbwnoczesnym zmniejsze-
niem degradacji p53. Prawidtowa oligomeryzacja czasteczki
wptywa na funkcjonalno$¢ supresora, jest niezbedna do
pokierowania komérki na droge apoptozy, zahamowania
jej wzrostu, bgdZ pozwolenia na proliferacje. Wady podczas
procesu oligomeryzacji zmniejszaja aktywnos¢ transkryp-
cyjna biatka i przyczyniaja sie do powstawania szeregu no-
wotwordw [31, 39].

Biatko p53 jako gtéwny sternik procesow
zachodzacych w komérce

Biatko p53 odgrywa kluczowa role w kontroli wielu najwaz-
niejszych proceséw zachodzacych w komaorce.

Bierze udziat w regulacji proliferacji, programowanej $mier-
ci oraz naprawy materiatu genetycznego. Jest takze zaanga-
zowane w kontrole proceséw zwigzanych z metabolizmem
komaorkowym, autofagig i starzeniem sie komorek [8]. Supresor
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dziata poprzez bezposrednia interakcje z innymi biatkami oraz
regulacje transkrypcji gendw. Tworzy na przyktad kompleksy
z biatkami, ktére biorg udziat w naprawie DNA (w tym RAD51,
RecA, BRCA2). Oddziatuje takze z poszczegdinymi cztonkami
rodziny BCL-2 regulujacymi mitochondrialng sciezke apoptozy.
Ponadto p53 wptywa w zréznicowany sposéb na kontrole
transkrypcji genéw docelowych:

bezposrednio aktywuje ekspresje gendw w ramach roz-

budowanego mechanizmu obejmujacego interakcje p53

z RE w promotorze,

bezposrednio hamuje ekspresje gendw docelowych, co

nastepuje po interakgcji p53 z RE lub poprzez wigzanie p53

za posrednictwem adaptera, w szczegdlnosci czynnika

NF-Y (nuclear transcription factor Y),

posrednio hamuje ekspresje gendw docelowych dzieki:

- aktywacji p21, DREAM (p53-DREAM pathway; DR, RB-
-like, E2F4 and MuvB) lub tworzeniu komplekséw biatek
kieszeniowych (RB/E2F),

- wspotdziataniu z aktywatorami transkrypcji, w szcze-
golnoscizNF-Y,Sp1 (specificity protein 1) i TBP (TATA-box
binding protein),

- aktywacji transkrypcji niekodujgcego RNA (ncRNAs),
w tym: mir34a (MicroRNA 34a), lincRNA-p21 (long inter-
genic non-coding RNA p21) oraz PANDA (p21 associated
ncRNA DNA damage activated) [27, 40-44].

Rola p53 w naprawie DNA

DNA w komérkach organizmow zywych jest narazone na liczne
uszkodzenia zwigzane zaréwno z czynnikami endogennymi
(reaktywne formy tlenu, bledy podczas replikacji), jak i dzia-
faniem czynnikéw egzogennych, do ktérych nalezg miedzy
innymi: promieniowanie jonizujgce oraz UV, a takze zwigzki
oddziatujgce genotoksycznie. W reakcji na nieprawidtowo-
$ci w obrebie materiatu genetycznego w komérce zostaje
uruchomiony szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA — DDR
(DNA damage response). Jego waznym elementem jest biatko
p53 [36, 45].

Gtowna funkcje w aktywacji szlaku DDR odgrywaja kinazy
ATR oraz ATM, ktére naleza do rodziny PIKK (phosphatidylino-
sitol 3-kinase-related kinase). Pierwsza z nich zaangazowana
jest w odpowiedz na uszkodzenia jednoniciowych odcinkéw
DNA — SSB (single-strand break) — powstatych np. w wyniku
zatrzymania widetek replikacyjnych. Do jej aktywacji dochodzi
gtéwnie podczas fazy S cyklu komdrkowego. Natomiast kinaza
ATM jest aktywna podczas wszystkich faz cyklu. Posredniczy
w odpowiedzi na dwuniciowe uszkodzenia DNA — DSB (double
strand breaks). Nastepstwem kaskady sygnatowej uruchomio-
nej przez powyzsze kinazy jest aktywacja biatek efektorowych,
do ktérych nalezy miedzy innymi p53.W zaleznosci od zakresu
uszkodzen dochodzi do réznych modyfikacji potranslacyjnych
supresora. Wptywa to na odpowiedz komorki: probe naprawy
DNA, bad?Z — w przypadku nieodwracalnych zmian — urucho-
mienie Sciezki apoptozy [36, 46, 47].



Istnieje wiele mechanizmdw naprawy DNA. Jednym z nich
jest naprawa bezposrednia odbywajaca sie bez przerwania
ciggtosci nici DNA. Jest ona zwigzana z dziataniem metylo-
transferazy O%-metyloguaniny (MGMT), ktérej transkrypcje
aktywuje biatko p53. MGMT redukuje dziafanie czynnikow
alkilujgcych poprzez usuniecie grupy alkilowej z atomu Q°
guaniny, przenoszac ja na wiasna reszte cysteiny (Cys145) znaj-
dujaca sie w centrum aktywnym [36, 48, 49]. Wysoka aktywnos¢
metylotransferazy w komorkach nowotworowych wptywa
na opornos¢ na leczenie preparatami alkilujgcymi, takimi jak
pochodne nitrozomocznika lub dakarbazyna, a tym samym
na niepowodzenie terapii i chemioopornos¢ u chorych [50].

Kolejnym mechanizmem naprawy DNA jest naprawa przez
wycinanie nukleotyddw — NER (nucleotide excision repair). Biatko
P53 w zaleznosci od rodzaju uszkodzenia stymuluje te sciezke
w sposob zalezny lub niezalezny od aktywacji transkrypcji.
Utatwia dostepnos¢ do chromatyny biatkom naprawczym badz
posredniczy w aktywadji ekspresji gendw odpowiedzialnych
za rozpoznawanie uszkodzen i inicjujgcych naprawe DNA [51].
Pierwszy mechanizm zwigzany jest z interakcjg p53 i biatka
p300/CBP ktére ma aktywnosc acetylotransferazy. Biatko p53 po
zwigzaniu z p300/CBP modyfikuje jego konformacje, dzieki cze-
mu dochodzi do aktywacji enzymu, co umozliwia rozluznienie
heterochromatyny i utatwia dostep biatek naprawczych do DNA
[52, 53]. Podobny mechanizm mozna zaobserwowac w przy-
padku interakgji p53 z biatkami p33INGT (inhibitor of growth 1)
oraz p33ING2, ktére to poprzez zwiekszenie poziomu acetylacji
histonu H4 aktywujg rozluznienie struktury chromatyny i od-
staniaja biatkom naprawczym miejsca uszkodzenia DNA [54].

Z kolei mechanizm naprawy NER zalezny od aktywacji
transkrypcji przez p53, obejmuje miedzy innymi geny: XPC
(xeroderma pigmentosum) oraz Gadd45 (growth arrest and DNA-
-damage-inducible) [51, 55]. Biatko DDB2 (damage specific DNA
binding protein 2) kodowane przez XPC jest niezbedne do na-
prawy DNA w odpowiedzi na uszkodzenia spowodowane
promieniami UV. Wchodzi w sktad kompleksu, ktéry acetyluje
histony [56]. Produkt genu Gadd45 poprzez interakcje z anty-
genem jadrowym proliferacji komaorkowej PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) zwieksza dostep biatek naprawczych do
uszkodzonego DNA. Przez to odgrywa kluczowa role w zapo-
bieganiu transformacji nowotworowej [54, 57].

Rola p53 w regulacji cyklu komérkowego

Cykl komdrkowy to kaskada nastepujacych po sobie zdarzen,
ktére prowadzg do podziatu komérki na dwie komorki potom-
ne. Jego poprawny przebieg jest monitorowany w punktach
kontrolnych, ktorych pozytywne przejscie warunkuje rozpo-
czecie kolejnejfazy cyklu. Kluczowym biatkiem uczestniczacym
w tym procesie jest p53.

Rola p53 w punkcie kontrolnym G1/S
Pierwszym etapem cyklu komorkowego jest faza G1, w ktorej
komorka podejmuje ostateczng decyzje o podziale. Jesli

jednak zostang wykryte uszkodzenia materiatu genetycz-
nego, uruchomiony zostaje cigg proceséw prowadzacy do
zatrzymania cyklu na przetomie faz G1/S. Uszkodzenia DNA
sq wykrywane przez kinazy ATM/ATR, ktére bezposrednio
oraz posrednio — poprzez biatka Chk1/Chk2 - fosforylujg p53
i stymuluja jego aktywacje [58]. Aktywny supresor transpor-
towany jest do jgdra komoérkowego. Tam dziata jako czynnik
transkrypcyjny i wptywa na ekspresje gendw docelowych,
w szczegdlnosci inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych z rodzi-
ny Kip/Cip: CDKNITA (p21) oraz CDKN1B (p27) [58-60]. Biatka
p21 oraz p27 wiaza sie z kompleksem kinazy CDK2 i cykliny
E hamujac jego aktywnosc. Biatko p21 jest takze inhibitorem
kompleksu cykliny D z CDK4/6 [61]. Ograniczona aktywnos¢
CDK2 oraz CDK4 blokuje fosforylacje RB. Sprzyja to wigzaniu
sie biatka RB z czynnikiem transkrypcyjnym E2F1 i uniemozli-
wia mu dziatanie. Prowadzi to do wyciszenia transkrypcji ge-
now niezbednych do przeprowadzenia komorki do kolejnych
etapow podziatu, co daje czas na naprawe DNA. Usuniecie
uszkodzen umozliwia kontynuowanie podziatu. W przypadku
znacznych zmian, niemozliwych do naprawienia, p53 urucha-
mia programowang $mier¢ komaérki [62].

Rola p53 w punkcie kontrolnym w fazie S
Warunkiem prawidtowego podziatu komaérki jest catkowita
i bezbtedna replikacja materiatu genetycznego, ktéra zachodzi
podczas fazy S.Wystapienie bteddw powoduje fosforylacje p53
przez kinazy ATR i Chk1. Aktywowany supresor p53 indukuje
ekspresje biatka p21, ktére poprzez interakcje z PCNA i CDK2
hamuje replikacje DNA [58, 61]. Zwiazanie p21 z PCNA zaktdca
aktywnosc¢ zaleznej od niego polimerazy DNA, jednak nie
wptywa negatywnie na funkcje naprawcze PCNA [63].

Rola p53 w punkcie kontrolnym G2/M

Punkt kontrolny G2 zabezpiecza komorke przed przejsciem
w ostatni etap podziatu z niezreplikowanym DNA. Przez co
zapobiega niewtasciwej segregacji chromosomaéw do komé-
rek potomnych. Warunkiem wejscia komorki w faze M jest
aktywacja kompleksu Cdk1 z cykling B. Biatko p53 stymulujac
ekspresje gendw Gadd45, SFN (14-3-30) oraz wspomnianego
wczesniej CDKNTA (p21), przyczyna sie do zahamowania cyklu
komorkowego w fazie G2 [5]. Czasteczka p21 taczy sie zkinaza
cyklinozalezna Cdk1, blokujac jej centrum aktywne. Skutkiem
tego jest inaktywacja kompleksu Cdk1/cyklina B [62]. Z kolei,
negatywny regulator cyklu komoérkowego Gadd45 przyczynia
sie do rozpadu kompleksu cykliny B i Cdk1. Cyklina B oddyso-
cjowuje i zmieniajac lokalizacje z jadrowej na cytoplazmatycz-
na, zmniejsza swojg dostepnos¢ dla kinazy cyklinozalezne).
Powoduje to zahamowanie dalszych etapow podziatu [64].
Nastepnym biatkiem kontrolujacym punkt G2/M jest 14-3-3c.
Biatko to taczy sie z Cdk1 uniemozliwiajac powstanie kom-
pleksu z cykling B. Ponadto przyczynia sie do aktywadji kinazy
Chk1, ktora poprzez fosforylacje inaktywuje Cdc25 i hamuje
interakcje pomiedzy Cdk1 i cykling B [65, 66].
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Kolejnym mechanizmem kontroli podziatu komorki przez
p53 jest represja promotora topoizomerazy Il. Jest to enzym,
ktéry reguluje prawidtowg kondensacje chromatyny w pro-
cesie formowania chromosomdw mitotycznych. Obnizenie
poziomu jej stezenia podczas fazy G2 skutkuje zatrzymaniem
cyklu komaorkowego [67].

Proces samozniszczenia komorki - rola p53
Zatrzymanie cyklu komorkowego oraz programowana smierc
komorki sa jednymi z najbardziej zauwazalnych efektow dzia-
falnosci p53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, pojawienie
sie czynnikéw stresowych badz aktywacje onkogenu. Wpro-
wadzenie komorki zmienionej nowotworowo na sciezke apo-
ptozy jest zdarzeniem pozadanym [62].

Wyrdznia sie dwa gtdwne szlaki inicjacji procesu apoptozy: we-
wnatrzkomorkowy —mitochondrialny oraz zewnatrzkomaorkowy —
Zwiazany z receptorami smierci [35]. Biatko p53 bierze czynny udziat
w obydwu. Jest ono $cidle zwigzane z aktywowaniem transkrypdji
gendw proapoptotycznych oraz bezposrednim oddziatywaniem
7z biatkami antyapoptotycznymi. Innym mechanizmem ukierun-
kowanym na inicjacje apoptozy przez supresor jest stymulacja
ekspresji mikroRNA, ktére ma za zadanie wyciszenie gendw zwia-
zanych z cyklem komaorkowym oraz naprawa DNA [36, 68].

Udziat p53 w wewnatrzkomérkowej $ciezce
apoptozy
Wewnatrzkomorkowy szlak $mierci komorki jest zwigzany
z interakcjg p53 z jedna z dwdch grup biafek, ktére nalezg do
rodziny BCL-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2). Cecha wspdlna
tych biafek jest obecnos¢ jednej lub kilku domen BH (Bcl-2
homology): BH1, BH2, BH3 i BH4. Biatka z pierwszej grupy,
w tym BAX i BAK, zawierajg domeny BH od 1 do 3 i tworza
kanaty w btonie mitochondrialnej. Umozliwia to przedostanie
sie do cytoplazmy czynnikow proapoptotycznych. W nieakty-
wowanej komarce biatka te s3 zwigzane zantyapoptotycznymi
biatkami, takimi jak: BCL-2, BCL-XL, MCL-1. Biatka z drugiej grupy
maja tylko jeden typ domeny - BH3. Naleza do nich:

PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis),

NOXA (phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1),

BID (BH3 interacting domain death agonist),

BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death).
Pod wptywem dziatania czynnikéw stresowych powoduja
one uwolnienie i aktywacje biatek proapoptotycznych. Skut-
kiem tego jest permabilizacja btony mitochondrialnej MOMP
(mitochondrial outer membrane permeabilization) [36, 68, 69] .

Liczne badania wskazuja, ze biatko p53 pozytywnie re-
guluje transkrypcje gendw kodujacych biatka z drugiej gru-
py (ktore maja tylko domene BH3). Ponadto moze réwniez
bezposrednio wchodzi¢ w interakcje z antyapoptotycznymi
biatkami BCL-2, BCL-XL lub MCL-1 hamujac ich dziatanie, co
prowadzi do aktywacji biatek proapoptotycznych BAX i BAK
[36, 68, 70]. Wskutek permabilizacji btony mitochondrialnej
uwolniony zostaje do cytoplazmy cytochrom C, ktéry wraz
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z biatkiem APAF1 (apoptotic protease activating factor 1) ikaspa-
73-9 (kaspaza inicjatorowa) formuje apoptosom. Kompleks ten
zapoczatkowuje aktywacje pozostatych kaspaz efektorowych
i degradacje poszczegdélnych elementédw komorki. Dochodzi
réwniez do uwolnienia biatek, ktdre blokujg inhibitory kaspaz
efektorowych: -3, -7 i -9 (IAPs — inhibitors of apoptosis): SMAC/
/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspases/
/direct IAP binding protein with low pl) oraz OMI/HTRA2 [36, 69,
71].Badania nad rolg p53 w procesie smierci komorki wykazaty,
Ze biatko to aktywuje apoptosom poprzez regulacje ekspresji
APAF1, jak rowniez hamuje transkrypcje inhibitoréw kaspaz,
ktére odpowiadaja za blokowanie apoptozy (IAPs) [71, 72].
Marchenko i Moll dowiedli, ze p53 moze réwniez spra-
wowac niezalezng od transkrypcji, bezposrednia funkcje pro-
apoptotyczng [68]. Jest to scisle zwigzane ze specyficznymi
modyfikacjami potranslacyjnymi tego biatka. W warunkach
stresowych dochodzi do translokacji czasteczek p53 i ich lo-
kalizacji w mitochondriach, gdzie supresor zachowuije sie jak
czynnik proapoptotyczny o domenie BH3 i inicjujacy MOMP.

Rola p53 w zewnatrzkomoérkowej $ciezce apoptozy
Zewnatrzkomorkowg sciezke apoptozy aktywujg sygnaty
spoza komorki. Bodzce odbierane s3 przez zlokalizowane na
powierzchni btony komorkowej receptory smierci DR (death
receptor), ktére naleza do rodziny TNFR (tumor necrosis factor
receptor). Skfadaja sie one z domeny zewnatrzkomorkowej,
czesci transbtonowej oraz zanurzonej w cytoplazmie domeny
Smierci DD (death domain), ktéra bezposrednio oddziatuje
z kompleksem biatek adaptorowych. Pobudzenie receptora
$mierci zachodzi poprzez przytaczenie specyficznego ligandu,
co prowadzi do zmian konformacyjnych domeny wewnetrz-
nej i formowania kompleksu DISC (death-inducing-signaling-
-complex). Kompleks ten zainicjowany jest poprzez potaczenie
domeny smierci z biatkiem adaptorowym FADD (Fas associated
death domain protein) oraz z prokaspaza inicjatorowa 8 lub 10.
Autoproteoliza kaspazy 8 prowadzi do bezposredniej aktywa-
cji kaspazy efektorowej 3. To z kolei pocigga za sobg nieod-
wracalne zmiany - rozpoczecie ciecia cytoszkieletu komorki
i w efekcie jej smierc [36].

W odpowiedzi na promieniowanie gamma oraz uszkodze-
nie DNA biatko p53 reguluje transkrypcje genow, ktére koduja
receptory smierci orazich ligandy, odpowiednio CD95/FAS/Apo-1
i DR5/KILLER 70, 71, 73]. Liczne badania wskazujg réwniez na
istotng role p53 w indukcji apoptozy za posrednictwem TNFR1
(tumor necrosis factor receptor 1) [71, 74]. Ponadto p53 uwrazliwia
komarke na sygnaty pochodzace ze srodowiska zewnetrznego
oraz moze bezposrednio odpowiadac za aktywacje kaspazy 8,
ktora zapoczatkowuje kaskade kaspaz efektorowych [72].

Biatko p53 jako nadrzedny regulator biatek
apoptotycznych

Poza podstawowymi szlakami smierci komorki biatko p53
reguluje bezposrednio ekspresje innych genéw zwigzanych



zapoptoza. Nalezy do nich miedzy innymi PERP (p53 apoptosis
effector related to PMP-22), ktérego produkt jest odpowiedzig na
hiperproliferacje komdrek indukowanga przez E2F1 oraz uszko-
dzenia DNA, a jego nadekspresja zapoczatkowuje apoptoze
[75, 76]. Kolejnym celem dla p53 jest AEN (apoptosis-enhan-
cing nuclease) — gen aktywowany stresem genotoksycznym,
kodujacy nukleaze, ktéra podczas apoptozy trawi dwuniciowy
DNA [77].

Biatko p53 wptywa réwniez na transkrypcje gendw:

PIDD (p53-induced protein with a death domain) [78],

p53DINPT (p53-dependent damage-inducible nuclear pro-

tein 1),

p53AIPT (tumor protein p53 regulated apoptosis inducing

protein 1) [79].

Ekspresja PIDD nastepuje w odpowiedzi na uszkodzenie
materiatu genetycznego. Produkt genu PIDD tworzy wraz
7 biatkiem adaptorowym RAIDD (RIP-associated protein with
a death domain) zalezny od p53 kompleks zwany PIDDoso-
mem, ktéry wspotpracuje z kaspaza 2. Kaspaza 2 aktywuje za$
biatko BID, ktére uruchamia mitochondrialny szlak apoptozy
[36, 75, 80].

Ekspresja genu p53DINPT zostaje zainicjowana w wyniku
wykrycia powaznych uszkodzery w DNA. Jego produkt reguluje
fosforylacje Ser46 w p53. Jest to konieczne do transaktywadji
proapoptotycznego genu p53AIPIT, ktéry jest zaangazowany
w mitochondrialng $ciezke apoptozy zalezng od p53 [4, 79].
Produkt p53AIPT oddziatuje bezposrednio z BCL-2, hamujac
jego aktywnos¢ i zwiekszajac przepuszczalnosc btony mito-
chondrium. Powoduje to uwolnienie cytochromu C i rozpo-
czyna smier¢ komorki [81].

Mutacje genu TP53

Utrata prawidtowej funkgji biatka p53 powoduje zaburzenie
mechanizmow kontrolujgcych proliferacje i odgrywa kluczowg
role w rozwoju duzej grupy nowotwordw. TP53 jest genem,
ktérego mutacje w komorkach nowotworéw cztowieka sg
opisywane najczesciej i dotycza ponad potowy wszystkich
przypadkéw guzéw ztosliwych [23]. Wykrywa sie je miedzy
innymi w:

43% przypadkow raka jelita grubego,

42% nowotwordw gtowy i szyi,

41% nowotwordw przetyku,

blisko 39% nabtonkowych rakéw jajnika
(baza danych Miedzynarodowej Agengji ds. Badar nad Rakiem
(IARC), wydanie R19) [82].

Utrata (delecja) jednej z kopii genu TP53 w komorkach
jest czestym zaburzeniem w réznego typu biataczkach. Na
przyktad w przewlektej biataczce limfocytowej — CLL (chronic
lymphocytic leukemia) zardwno delecja TP53 jak i somatyczne
mutacje punktowe tego genu powoduja niestabilnos¢ gene-
tyczng komdrek nowotworowych, co skutkuje pogorszeniem
rokowania. Delecja TP53 wystepuje u okoto 10% pacjentéw
zCLL w momencie rozpoznania choroby, ale u chorych w trak-

cie wznowy po nieskutecznym leczeniu fludarabing wynosi az
40%. Delecja jest zwigzana z utratg jednego allelu genu i jest
istotnym czynnikiem, ktory warunkuje klasyfikacje nowotwo-
row hematologicznych. Wigze sie z gorszg odpowiedzig na
leczenie, krétszym czasem wolnym od choroby oraz krétszym
czasem catkowitego przezycia [83]. Mutacje TP53 powoduja
réznego typu zaburzenia aktywnosci samego biatka p53, a tak-
ze szereg dysfunkcji w interakcjach p53 z innymi biatkami, co
w sposob znaczacy wptywa na prawdopodobieristwo wysta-
pienia lub progresje nowotworu [84].

Znaczenie prognostyczne mutacji w genie TP53 w guzach
litych nie jest do korica jednoznaczne. W wiekszosci publikacji
dotyczacych nowotwordw takich jak rakijajnika, prostaty, pier-
si, pecherza, ptuc i przewodu pokarmowego sugeruje sie, ze
obecnos¢ zaburzen w p53 wigze sie z gorszym rokowaniem.
Jednak, z drugiej strony, inne analizy dotyczace tych samych
nowotworow nie wskazuja takiego powigzania [85].

Mutacje somatyczne TP53 sg w wiekszosci zmianami
typu missense (zmiany sensu), w wyniku ktérych dochodzi do
powstania biatka petnej dtugosci, ze zmiang pojedynczego
aminokwasu. W wiekszosci przypadkéw fizjologicznym efek-
tem takiej mutacji jest znaczne wydtuzony okres péttrwania
P53, manifestujgcy sie akumulacjg biatka w komaorce. Mutacje
moga przyczynic sie do nabycia przez nieprawidtowe biatko
nowych funkgji, ktérych nie miata forma prawidtowa — GOF
(gain-of-function) [8, 86-88]. Drugim typem zmian sg mu-
tacje prowadzace do powstania przedwczesnego kodonu
terminujacego translacje. Nalezg do nich mutacje typu non-
sense, czyli substytucje prowadzace do powstania kodonu
STOP oraz mutacje typu frameshift (delecje i insercje), ktore
powoduja przesuniecie ramki odczytu. Stanowig one okoto
10% wszystkich zmian [82].

Mutacje w genie TP53 wykrywane s3 w catej dtugosci
sekwencji kodujgcej, natomiast ich czestos¢ wystepowania
w poszczegolnych rejonach jest zréznicowana. Najwiecej za-
burzen obserwuje sie w sekwencjach, ktére koduja domene
wigzacg DNA — eksony 5-8. Mniejszy odsetek mutacji odno-
towuje sie w eksonach 2-4 oraz 9-11, ktére kodujg domeny
transaktywacyjna, bogatg w proline oraz oligomeryzacyjna [89,
90]. Przewazajaca cze$¢ mutacji w obrebie domeny wigzacej
DNA stanowig mutacje zmiany sensu, natomiast poza tym
rejonem proporcja zmienia sie na korzys¢ zmian powoduja-
cych skrécenie ramki odczytu [91]. Do kodondw, w ktérych
wykrywa sie najwiekszy odsetek substytucji naleza: Arg175,
Gly245, Arg248, Arg249, Arg273 oraz Arg282 [30, 86, 92, 93] .

Mutacje genu TP53 mozna podzieli¢ na dwie grupy w za-
leznosci od rodzaju zmian, jakie powodujg w biatku. Pierwsza
z nich obejmuje modyfikacje w rejonie uczestniczgcym w bez-
posredniej interakcji z DNA (klasa ), druga za$ odnosi sie do
zmian konformacyjnych czasteczki (klasa Il). Do pierwszej klasy
zaliczamy substytucje przeksztatcajace kodony Arg248i Arg273
(petla L3 i motyw petla-kartka-helisa), ktére sg zaangazowane
w interakcjezDNA [12, 30, 93]. Tego typu mutacje nie prowadza
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do defektow w obrebie struktury przestrzennej biatka. Zmuto-
wane czasteczki zdolne sg do przyjecia poprawnej konformadji,
natomiast uposledzony zostaje kontakt z sekwencjg DNA, ktéra
rozpoznaje biatko p53.

Drugg klase stanowig mutacje w obrebie kodondw Arg175,
Gly245, Arg249 i Arg282. Zmiany dotyczg aminokwasoéw od-
powiadajacych za stabilizacje natywnej struktury domeny
wigzacej DNA (petla L2 w rejonie atomu cynku) i bezposrednio
wptywajg na uktad struktury trzeciorzedowej p53. Przyjecie
przez biatko nieprawidiowej konformacji powoduje czescio-
we badz catkowite rozwiniecie DBD. Wptywa to na stabilnos¢
czasteczki oraz zaktbca oddziatywanie z biatkami docelowymi
[12, 30, 82, 91, 93-95]. Mutacje, ktére prowadza do zmiany
konformacji, wydaja sie mie¢ wieksze znaczenie w procesie
karcynogenezy niz modyfikacje w obrebie czesci wchodzacej
w bezposredni kontakt z DNA [96].

Analiza spektrum mutacji genu TP53 pokazata, ze najczest-
573 substytucjg jest tranzycja G:C w AT, przy czym najwiekszy
odsetek takich zmian odnotowuje sie w dinukleotydach CpG.
Jest to zwigzane z podatnoscig cytozyny na metylacje przez
metylotrasferazy DNA i jej spontaniczng deaminacjg prowa-
dzaca do powstania tyminy [82, 91]. Istotnym jest rowniez, ze
wiele sposréd waznych funkcjonalnie reszt domeny wigzacej
DNA to argininy. Kodowane sg one przez tréjki nukleotyddw
szczegdlnie podatnych na uszkodzenia ze wzgledu na obec-
nos¢ dinukleotyddw GC, ktdre naprawiane sa z mniejsza wier-
noscia [12].

Rodzina supresorow transformacji
nowotworowej

Dtugo uwazano, ze p53 jest supresorem jedynym w swoim
rodzaju. Jednak pod koniec lat 90. odkryto dwa podobne do
niego biatka. Pozwolito to na wyodrebnienie nowej, bedacej
jedna z najstarszych ewolucyjnie, rodziny biatek, do ktérej
naleza p53, p63 oraz p73. Badania nad okresleniem réznic
i podobienstw pomiedzy poszczegdlnymi cztonkami grupy,
dotyczace szczegdlnie regulacji i mozliwosci wzajemnego
oddziatywania, trwajg do chwili obecnej [97].

Wykazano, ze cztonkowie rodziny p53 charakteryzujg sie
znaczacym podobienstwem budowy taricucha biatkowego.
W obrebie domeny wiagzacej DNA homologia pomiedzy p53
i p73 wynosi okoto 63%, a pomiedzy p53 i p63 okoto 60%
[97]. Dzieki temu p63 i p73 moga bezposrednio oddziatywac
z promotorami gendw regulowanych przez p53, takimi jak:
CDKNTA (p21), PUMA, NOXA, BAX oraz MDM2 [98]. Struktural-
nie takze pozostate domeny biatek z rodziny p53 - bogata
w proline, C-koncowa domena oligomeryzacyjna orazdomena
transaktywacyjna — charakteryzuja sie znaczacym podobien-
stwem pomiedzy cztonkami grupy. Natomiast w niektérych
izoformach p63 i p73 opisano dodatkowa domene hamujaca
transaktywacje - TID (transactivation inhibitory domain), ktorej
nie obserwuje sie w p53 [99, 100]. Uwaza sie, ze reaguje ona
z domeng TAD drugiej czasteczki, generujac w ten sposoéb
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zamknieta i nieaktywna konformacje dimeryczna, ktéra hamuje
wiasciwosci transaktywacyjne izoform [101]. Druga dodatkowa
domeng, znajdujaca sie na C-koncu, jest domena motywu g,
ktéra odpowiada za interakcje biatko—biatko — SAM (sterile
alpha motif). Jest ona niezbedna do procesu tetrameryzacji
— tworzenia i stabilizacji aktywnej czasteczki. Na poziomie
sekwencji aminokwasowych biatka p63 oraz p73 wykazuja
wzgledem siebie wyzszg homologie niz wobec p53 [99, 100].
W odréznieniu od genu TP53 geny kodujace p63 i p73 rzadko
ulegaja mutacji w komdrkach nowotworowych [97].

Pomimo wspdtdzielenia niektérych aktywnosciz p53, biat-
ka homologiczne odznaczaja sie wysokim poziomem swo-
istosci funkcjonalnej. Badania dowodzg, ze biatko p73 odgry-
wa istotng role podczas rozwoju i réznicowania sie komarek
ukfadu nerwowego, reguluje réwniez nieswoistg (wrodzong)
odpowiedZ immunologiczna. Biatko p63 jest z kolei znaczace
dla rozwoju embrionalnego oraz funkcjonowania naskoérka
i innych nabtonkéw ptaskich. Odpowiada ono za regulacje
rozwoju komarek sutka, prostaty, szyjki macicy i wewnetrznego
ukfadu rozrodczego zaréwno podczas rozwoju zarodkowego
cztowieka, jak i w zyciu dojrzatym. Jako biatko, ktdre nalezy do
rodziny antyonkogennych czynnikéw transkrypcyjnych, odgry-
wa takze istotng role w procesie nowotworzenia. Wykazano,
ze p63 bierze udziat miedzy innymi w hamowaniu przerzutow
nowotworowych [97-101].

Wadliwe biatko p53 jako cel terapeutyczny
Powszechno$¢ wystepowania mutacji w genie TP53 w nowo-
tworach cztowieka czyni zaburzenia w p53 waznym celem
terapeutycznym. Gtowne kierunki badan skupiaja sie na przy-
wroceniu wadliwemu biatku prawidtowej funkgji, degradacji
nieprawidtowego p53 lub oddziatywaniu na $ciezki zwigzane
z supresorem [102].

Badania wykazaly, ze przywrdcenie funkgji p53 w guzach
7 mutacjg kodujacego go genu, hamuje rozwdj nowotworu.
Jednak opracowanie leku, ktéry przywracatby prawidtowa
funkcje supresora, wydaje sie wyzwaniem trudniejszym, niz
opracowanie terapii blokujacych nadaktywne biatko, tak jak ma
to miejsce w przypadku powszechnie juz stosowanych inhibito-
réw kinaz tyrozynowych. Dotychczas udato sie stworzy¢ szereg
drobnoczasteczkowych reaktywatordw, ktére —1faczac sie z po-
wstatym w wyniku mutadji biatkiem p53 — sg w stanie przywrocic
catkowicie lub czesciowo jego funkcje [102]. Wiekszos¢ z nich
jest jeszcze w fazie testéw przedklinicznych, jednak niektore
weszly juz w faze badan z udziatem pacjentéw. Jednym z nich
jest czasteczka APR-246, ktéra powoduje, ze wadliwe biatko
p53 przyjmuje prawidtowa konformacje i aktywuje transkrypcje
gendw docelowych oraz zatrzymuje wzrost nowotworu [102,
103]. Badania tego leku sg obecnie na etapie badar klinicznych
obejmujacych miedzy innymi biataczki, chtoniaki, czerniaki, raki
jajnika i przetyku. Inng czasteczka testowang w ramach badan
klinicznych pierwszej fazy — w nowotworach ginekologicznych
orazrakach gtowy i szyi —jest COTI-2, ktora funkcjonuje jako che-



lator dlajondw cynku [104]. Lek ten, podobnie jak APR-246, faczy
sie z nieprawidtowo zwinietym p53 i zmienia jego konformacje
oraz przywraca prawidtowg funkcje. Dzieki temu dochodzi do
aktywacji apoptozy w komdrkach nowotworowych [102-104].

Do reaktywacji prawidtowego p53 stuzg takze terapie ge-
nowe, ktérych celem jest dostarczenie prawidtowej kopii genu
TP53 do komorek guza. Wykorzystywane sa w tym celu wirusy
onkolityczne, ktore maja selektywna zdolnos¢ do replikacji
w komdrkach nowotworowych [105]. Pierwszym komercyjnym
lekiem do terapii genowej opartej na TP53 jest preparat Gen-
dicine, ktéry dotychczas zostat dopuszczony do stosowania
jedynie w Chinach. Lek ten jest genetycznie zmodyfikowanym
ludzkim adenowirusem, ktéry postuzyt jako wektor dostar-
czajacy do komorek nowotworowych prawidtowg sekwencje
genu TP53 [106].

Inng strategig terapeutyczng jest eliminacja nieprawidto-
wego biatka p53, ktére akumuluje sie w komorce i dzieki na-
byciu nowych funkgji przyczynia sie do wzrostu nowotworu.
Mozna to osiaggna¢ poprzez aktywacje jego proteasomalnej
degradacji. W tym celu stosuje sie miedzy innymi inhibitory
biatek opiekuriczych, ktére taczac sie ze zmutowanym p53,
stabilizujg go i chronig przed proteolizg [102, 103]. Jednym
7 przyktadow takiego leku jest Ganetespib, drobnoczastecz-
kowy inhibitor Hsp90 (heat shock protein 90), ktéry — jak wyka-
zano w badaniach na modelach mysich — przyczynia sie do
wzmozonej degradacji wadliwego p53 [103] .

Niektére terapie nie sg skierowane bezposrednio na uszko-
dzone p53, ale na powigzane z nim $ciezki aktywne w komor-
kach nowotworowych. Taka strategia wykorzystywana jest
miedzy innymi w przypadku atorwastatyny i AZD1775, ktérych
badania z udziatem chorych onkologicznie weszty juz do fazy
klinicznej [102, 107]. Atorwastatyna jest powszechnie stoso-
wanym lekiem z grupy statyn, ktory blokuje produkcje chole-
sterolu i stosuje sie go w chorobach sercowo-naczyniowych.
Zastosowanie jej w komaorkach nowotworowych z mutacjg
TP53 powoduje zmniejszenie ilosci nieprawidtowego biatka
oraz zmiane morfologii komorek nowotworowych, co skutkuje
zatrzymaniem wzrostu guza. Z kolei AZD1775 jest inhibitorem
kinazy WEET, ktora inicjuje zatrzymanie cyklu w punkcie G2/M.
W komorkach z mutacjg TP53, inaktywacja punktu kontrolnego
G2/M prowadzi do eliminacji komorki na skutek katastrofy
mitotycznej i zwieksza wrazliwo$¢ nowotworu na dziatanie
lekéw uszkadzajacych DNA i radioterapie [102, 107].

Podsumowanie

Zaprezentowany przeglad literatury zestawia dane, ktére wska-
ZUj, ze biatko p53 nalezy do najwazniejszych supresoréow
transformacji nowotworowej. W wyniku dziatania szerokiego
spektrum czynnikow stresowych, takich jak uszkodzenia DNA,
hipoksja czy pobudzenie onkogendw, p53 zostaje aktywowane
i poprzez regulacje najwazniejszych proceséw w komorce de-
cyduje o jej losie. Dlatego tez zaburzenia jego funkcjonowania
sq kluczowym elementem procesu przeksztatcania sie komorki

prawidtowej w komdrke nowotworowa. Powszechnos¢ wyste-
powania mutacjigenu TP53 w wielu typach nowotworéw czyni
go atrakcyjnym celem potencjalnych terapii, ktére skupiaja sie
gtéwnie na wyeliminowaniu wadliwego biatka lub przewré-
ceniu jego prawidtowej funkgji.
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