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1. Wprowadzenie

Wzrost zachorowalności i umieralności na raka w ostatnich latach wzmógł 
badania nad podstawami procesu nowotworzenia oraz opracowaniem 

czułych testów diagnostycznych, jak i skutecznych metod leczenia. Postępy 
w dziedzinie biologii molekularnej dostarczają istotnych informacji pozwala­
jących na lepsze zrozumienie genetycznych uwarunkowań oraz molekular­
nych mechanizmów powstawania raka.

2. Geny supresory transfornnacji nowotworowej

Geny supresorowe stanowią odkrycie ostatnich lat. Pomimo że nazwa ich 
sugeruje aktywność przeciwnowotworową, to jednak aktywne są one w pra­
widłowo funkcjonujących komórkach jako negatywne regulatory proliferacji, 
podczas gdy defektywne, a tym samym nieakt3rwne, obserwowane są w pr2^- 
padku wielu chorób nowotworowych (tab.l). Ich inaktywacja w komórkach 
nowotworowych w większości przypadków wywołana jest przez mutacje pun­
ktowe, delecje lub translokacje chromosomowe (1-5).

Biochemiczny mechanizm regulacji funkcji komórkowych przez produkty 
białkowe genów supresorów transformacji nowotworowej nie jest do końca 
poznany. Najwięcej informacji, pozwalających zrozumieć działanie tej grupy 
genów dostarczają badania ich dwóch głównych przedstawiciełi, tj. genu RB 
oraz p53. Na podstawie przeprowadzonych badań wynika, że zarówno produkt 
genu RB — białko pi05-RB, jak i białko p53, produkt genu p53 w przy­
padku uszkodzenia DNA uniemożliwiają przejście komórek z fazy G1 do fazy 
S cyklu komórkowego (6-10). Ponadto, łączą się one ze specyficznymi sekwen­
cjami DNA co sugeruje ich udział w regułacji transkrypcji łub replikacji DNA
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(11). Jako czynniki transkrypcyjne mogą one zatem hamować transkrypcję 
genów niezbędnych w procesie proliferacji (12), jak i indukować transkrypcję 
genów wymaganych do utrzymania komórki w fazie spoczynku (13). Z badań 
Robbinsa i współ. (14) wynika, że białko pl05-RB hamuje transkrypcję proto- 
onkogenu FOS, podczas gdy białko p53 jest aktywatorem transkrypcji (15-17). 
Ze względu na obecność domen zawierających palce cynkowe, za czynnik 
transkiypcyjny uważany jest również produkt genu WTl (18-19). Aktywność 
GTPazy normalnych, nieonkogennych form ras stymulowana jest przez gen 
NFl (5, 20-21), natomiast kolejny supresor transformacji nowotworowej — 
gen DCC koduje białko posiadające wszelkie atrybuty receptora powierz­
chniowego (22).

Tabela 1
Główne geny supresory transformacji nowotworowej

Supresory
nowotworowe Lx)kalizacja w chromosomie Rodzaj nowotworu

RB 13ql4 siatkówczak, mięsak kościopochodny, rak 
sutka, płuc, pęcherza moczowego

p53 17ql2-13.3 większość nowotworów

APC 5q21 rak okrężnicy, tarczycy i żołądka

WTl llpl3 guz Wilmsa (nerczak płodowy)

DCC 18q21 rak okrężnicy

NFl 17qll.2 nowotwory centralnego układu nerwowego

NF2 22q nerwiak osłonkowy, oponiaki

MEN-1 llql3 rak trzustki

VHL 3p25 hemangioblastoma móżdżku, rak nerki

3. Gen p53 i jego produkt białkowy

Uwagę wielu badaczy skupia gen p53 i jego białkowy produkt. Białko p53 
stanowi interesujący obiekt badawczy ze względu na częste występowanie 
zmutowanej, a tym samym nieaktywnej formy białka w przypadku wielu cho­
rób nowotworowych. Pomimo intensywnych badań rola białka p53 w cyklu 
komórkowym nie jest do końca wyjaśniona. Gen p53 uważany początkowo 
za onkogen okazał się w rzeczywistości genem supresorowym, hamującym 
inwazyjny wzrost komórek (23-27).

3.1. Struktura genu p53

Obecność genu p53 stwierdzono u człowieka (28), myszy (29), żaby Xeno- 
piLS laevis (30), szczura (31,91), kurczęcia (32), małpy (33), chomika (34) oraz 
pstrąga (35). Wszelkie próby lokalizacji genu p53 u bezkręgowców, tj. u dróż-
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dży, Drosophila oraz jeżowca (36) zakończyły się jak dotąd niepowodzeniem. 
Charakterystyka genu p53 u przedstawicieli różnych gatunków została przed­
stawiona w tab. 2.

Tabela 2
Charakterystyka genu p53 (zmodyfikowana wersja tabeli wg soussi i współ. (36))

Gatunek Struktura
genu

Lokalizacja w 
chromosomie mRNA Wielkość

białka Autorzy Litera­
tura

mysz 12 kpz
11 eksonów

1 pseudogen

11 2.0 kpz 53 kDA 
(43 kDa)

Oren 
i współ., 

1983

(29)

człowiek 20 kpz
11 eksonów

1 pseudogen

17pl3 2.8 kpz 55 kDA 
(44 kDa)

Matlashewski 
i współ., 

1984

(28)

żaba
X. laevis

18 kpz
11 eksonów

- 2.2 i 3 kpz 46 kDa 
(41 kDa)

Soussi
i współ., 1987

(30)

szczur 12 kpz
10 eksonów

2 pseudogeny -

2.0 kpz 54 kDa 
(43 kDa)

Soussi
i współ., 1988, 

Hulla
i Schneider, 

1993

(31)

(91)

kurczę - - 1.8 kpz ?
(40 kDa)

Soussi
i wspći., 1988

(32)

małpa
- -

55 kDa 
(44 kDa)

Rigaudy 
i Eckhart, 

1989

(33)

chomik - - - 43 kDa 
(56 kDa)

Legros
i wspći., 1992

(34)

pstrąg
- -

2.4 kpz 57 kDa 
(44 kDa)

Caron de 
Fromentel 

i wsp^., 1992

(35)

Białko p53 w żelu SDS-poliakiyloamidowym ze względu na dużą zawartość proliny w odcinku 
N-terminalnym zachowuje się jak białko o większej masie cząsteczkowej w porównaniu z wyli­
czeniami teoretycznymi opartymi na analizie składu aminokwasowego (przedstawionymi w na­
wiasach).

W haploidalnym genomie komórek organizmu człowieka występuje poje­
dynczy gen p53, zlokalizowany w ramieniu krótkim chromosomu 17 w pozycji 
17pl3.1 (lys. 1) (37-38). W swoim składzie zawiera on 11 eksonów, z których 
pierwszy jest eksonem niekodującym, oddzielonym 10 kpz od eksonu 2 (39). 
Badania struktury genu p53 ujawniły, obok głównego promotora (PI) genu p53, 
obecność drugiego promotora (P2), który został zlokalizowany w intronie 1 
w odległości 1000 pz od jego końca 5’. (40-41) (rys.l). Produkt białkowy, 
którego transkrypt byłby inicjowany z promotora P2 nie został, jak dotąd, 
scharakteryzowany.

W badaniach filogenetycznych wykazano dużą homologię (> 90%) w ko-
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dujących sekwencjach genu p53 u odległych systematycznie gatunków. Na 
ich podstawie wyróżnia się pięć wysoee konserwatywnyeh regionów (HCD) 
(ang. highly conservative domain) obejmujących następujące pozyeje amino- 
kwasowe: 13-19 (HCD I), 117-142 (HCD II), 171-181 (HCD III), 234-258 (HCD 
IV), 270-286 (HCD V) (rys. 1), (36).

3.2. Struktura białka p53

Historia badań nad białkiem p53 rozpoczyna się w roku 1979, kiedy to 
po raz pierwszy zostało ono zidentyfikowane w komórkaeh transformowanyeh 
wirusem SV40, w wyniku kooprecypitaeji z dużym antygenem T tegoż wirusa 
(42-45). Dalsze badania ujawniły zwiększoną iłość białka p53 w komórkach 
nowotworowych, podczas gdy komórki prawidłowo funkcjonujące eharaktery- 
zowały się niskim jego poziomem (43,46).

Białko p53 ezłowieka załiczane jest do białek jądrowych, aczkolwiek jego 
obecność została zaobserwowana także w eytopłazmie i błonie płazmatycznej 
(47-48). W odcinku C-terminałnym białka znajduje się sygnał łokałizaeji ją­
drowej (NLS), którego utrata prowadzi do syntezy białka cytoplazmatycznego 
(49-50). Produkt białkowy łudzkiego genu p53 składa się z 393 aminokwasów, 
jego koniee aminowy jest regionem bogatym w aminokwasy kwaśne z dużą 
zawartośeią proliny, a koniec karboksyłowy o siłnym profilu hydrofilowym 
zawiera dużą ilość aminokwasów zasadowych. Hydrofobowa część środkowa 
białka obejmuje eztery z pięciu wysoce konserwatywnych domen, tj. HCD 
II-V. Wydaje się, że właśnie ten region ze wzgłędu na obecność miejsc często 
ułegających mutacji (ang. hot-spot) oraz miejsc wiązania się antygenów wiru­
sowych odgrywa ważną rolę w transformacji nowotworowej (rys. 2).

Białko p53 jest substratem dla wielu kinaz fosfobiałkowyeh, np. kinazy 
kazeinowej I (CKI), (51), kinazy kazeinowej II (CKII), (52), kinazy DNA-PK (ang. 
double stranded DNA-dependent kinase), (53) oraz kinaz cdc2, tj. p60-ede2 
i cyelinB-cde2, które w przypadku ludzkiego białka p53 katałizują fosfoiyłację 
seiyny w pozyeji 315 (54). Proees ten jest zależny od eyklu komórkowego 
z największym natężeniem obserwowanym w fazie S oraz na graniey faz G2/M 
(54). Wpływ fosforylacji na funkcje białka p53 nie jest dostateeznie poznany, 
jakkolwiek z badań Ullricha i współ. (55) wynika, że nieaktjwne mutanty 
białka p53, charakteryzują się słabszym ufosfoiylowaniem w porównaniu 
z formą aktywną.

Rys. 1. Schemat struktury genu p53. El-Eli reprezentują eksony ludzkiego genu p53. PI, 
P2 — promotory zlokalizowane w genie p53. Czarne prostokąty zawierają porównanie sekwencji 
aminokwasowej pięciu wysoce konserwatywnych ewolucyjnie domen, reprezentujących osiem ga­
tunków zwierząt oraz człowieka. Oznaczenia reszt aminokwasowych są następujące: A, Ala; C, 
Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, His; I, Ile; K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, 
Gin; R, Arg; S, Ser; T, Thr; V, Val; W, Trp; Y, Tyr.
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Mutacje

175 248 273 
A.

H IP IV V

Region bioręcy udział 
w oligomeryzacji 

311 364
mmm

o
\

163 197 228 283

Miejsca wiązania 
Mdm-2, Elb oraz E6

Miejsca wigzania 
dużego antygenu T

365 393
miejsce wiazania HSP

102 Domena ł^czgca się z DNA 292

Rys. 2. Strukturalne domeny białka p53. Pokazane są domeny funkcyjne (miejsce regulujące 
transkrypcję oraz łączące się z DNA), konserwatywne ewołucyjnie domeny 1-V, miejsce o dużej 
częstości mutacji (kodony 175, 248, 275) oraz domeny wiązania białka komórkowego Mdm-2, 
jak i białek onkowirusowych (dużego antygenu T wirusa SV40, jak i białka E6 ludzkiego papi- 
lomawirusa oraz adenowirusowego białka Elb).

3.3. IVIechanizmy inaktywacji białka p53

W badaniach przeprowadzonych w ostatnich latach dowodzi się, że dzika 
forma białka p53 wpływa supresorowo na rozwój nowotworu, hamująe nie- 
kontrołowane podziały komórek transformowanyeh różnymi onkogenami, np. 
ras, czy zmutowaną formą p53 (23,56-58). Aberaeje ehromosomowe typu de- 
łeeji, insereji, mutaeje punktowe obejmująee alłel genu p53 prowadzą do jego 
inaktywaeji i utraty funkcji supresorowych (59-61). Rzadziej spotykanym ro­
dzajem mutaeji są insereje endogennyeh, ruchomych elementów genetyeznyeh 
typu retrotranspozonów, które prowadzą do powstania fuzyjnego p53-ETn- 
p53 mRNA (62). Inaktywacja białka p53 może być również wynikiem jego 
rozpadu mającego miejsee w przypadku łąezenia się p53 z białkiem E6, lu­
dzkiego papilomawirusa HPV-16 i HPV-18, które to białko doprowadza do 
speeyficznej, załeżnej od ATP, degradaeji p53 (63). Ponadto, oddziaływanie 
białka p53 z białkami wirusowymi: dużym antygenem T wirusa SV40 (42), 
białkiem Elb adenowirusa Ad5 (64), białkiem X wirusa zapałenia wątroby 
typu B (65), białkiem EBNA-5 wirusa Epsteina-Barr (66), jak również komór­
kowym białkiem Mdm-2 (67), prowadzi do powstania kompłeksów białkowyeh 
oraz zaburzenia prawidłowego funkejonowania białka p53.
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4. Właściwości oraz funkcje białka p53

Uzyskane w ostatnich badaniach wyniki znacznie rozszerzyły i uzupełniły 
informacje na temat molekularnego mechanizmu działania białka p53.

Sugeruje się, że istotny wpływ na funkcję białka p53 W3rwiera jego zdolność 
wiązania się ze specyficzną, charakterystyczną dla niego sekwencją DNA, której 
to właściwości nie posiada lub posiada w stopniu znacznie zredukowanym nie­
aktywne białko p53 (68-69). Interesujące są przeprowadzone ostatnio badania 
kiystalograficzne kompleksu białko p53-DNA, pozwalające na lepsze zrozumie­
nie wpływu mutacji na jego inaktywację (70). Wyniki tych badań potwierdzają 
hipotezę, że takie właściwości białka p53, jak zdolność wiązania się do odpo­
wiednich sekwencji DNA oraz regulacja transkrypcji są niezbędne do pełnienia 
przez nie funkcji supresorowej. Po raz pierwszy obecność domeny, zlokalizo­
wanej na N-terminalnym odcinku białka p53 (71), odpowiedzialnej za aktywację 
transkrypcji została wykazana przy użyciu białek fuzyjnych Gal-p53 (15-16). 
Interesujące jest to, że właściwości transakt3rwacyjnych nie posiadają mutanty 
p53 (15-16,71). Świadczyć by to mogło, że istotną funkcją białka p53 jest 
regulacja transkrypcji, swoista tylko dla dzikiej, a nie zmutowanej formy p53, 
co zostało potwierdzone w przeprowadzonych przez Farmera i współ, badaniach 
(72) w systemie transkrypcji in vitro. Zdolność oddziafywania na transkrypcję 
zanika również, wtedy gdy białko p53 ulega inaktywacji w wyniku oddziaływa­
nia z białkami wirusów onkogennych lub zostaje związane z białkowym pro­
duktem genu mdm2 (67,73-74). Wydaje się zatem bardzo prawdopodobne, że 
supresorowa funkcja białka p53 polega na hamowaniu niekontrolowanych po­
działów komórkowych przez regulację transkrypcji genów odpowiedzialnych za 
prawidłowy przebieg tego procesu. Białko p53 może wywołać zarówno aktywację 
(75-77), jak i represję genów (78-81), a z przeprowadzonych przez Setoa i współ, 
badań (82) wynika, że mechanizm represji związany jest z oddziaływaniem biał­
ka p53 z białkiem TBP (ang. TATA-binding protein). Jednym z genów, którego 
ekspresja regulowana jest przez białko p53 jest gen WAFl/CIPl znany również 
pod nazwą genu p21, którego produkt białkowy jest inhibitorem kinaz zależnych 
od cyklin (17). Ident3drkacja tego genu i jego produktu białkowego wnosi wiele 
ważnych i interesujących informacji, wyjaśniających molekularny charakter re­
gulacji proliferacji komórki przez białko p53.

Istotnych dowodów na udział białka p53 w regulacji wzrostu komórki w wa­
runkach stresowych (takich jak promieniowanie y i związki chemiczne uszka­
dzające DNA), dostarczyły prowadzone badania przez Kastana i współ. (10), 
w których potwierdzony został udział p53 w regulacji replikacji. W odpowiedzi 
na uszkodzenie DNA wywołane promieniowaniem y, zaobserwowano wzrost 
poziomu niezmutowanej formy p53 oraz zahamowanie cyklu komórkowego po­
między fcizą Gl/S, aż do momentu naprawienia defektu. Przeciwstawnie, ko­
mórki ze zmutowanym genem p53 kontynuowały podziały komórkowe aku- 
mułując w ten sposób mutacje lub aberacje chromosomowe, co w końcowym 
efekcie doprowadzało do transformacji nowotworowej. Innym zjawiskiem ob­
serwowanym w przypadku uszkodzenia DNA była indukowana przez białko
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p53 apoptoza, czyli zaprogramowana śmierć komórki (83). Rola białka p53 
w warunkach stresowych, regulacja właściwości transkiypcyjnych i replika- 
cyjnych białka p53 przez białka szoku termicznego może odgrywać istotną rolę 
w zrozumieniu mechanizmu powstawania transformacji nowotworowej. Wia­
domo, że zmutowane białko p53 tworzy kompleks z białkiem szoku termicz­
nego hsp70, zarówno z foirną konstytut3rwnie obecną w komórce jak i fonną 
indukowaną wamnkami stresowymi (84-86). Korzystając z systemu in vitro, 
Hainaut i Miłner wykazali, że białko hsp70 tworzy kompleks z dimerem i przy­
puszczalnie z monomerem p53 (87). Biologiczna rola kompleksu p53-hsp70 
nie jest w pełni poznana. Hainaut i Milner w swoich badaniach sugerują udział 
hsp70 w przywracaniu zmutowanej formie białka p53 natywnej konformacji 
i wytwarzaniu jego właściwej struktury oligomerycznej, tzn. tetrameru. Sche­
mat reprezentujący działanie białka p53 został przedstawiony na rys. 3.

4.1. Kliniczne znaczenie genu p53

W miarę jak intensywne badania genu p53 oraz jego produktu białkowego 
odsłaniają tajemnice mechanizmu funkcjonowania, coraz większa uwaga zostaje 
skupiona na klinicznym znaczeniu genu p53 i możliwościach praktycznego jego 
wykorzystania. Istnienie korelacji pomiędzy utratą funkcji przez białko p53 a za­
awansowanym stadium choroby nowotworowej, umożliwia wykorzystanie genu 
p53 i jego produktu białkowego jako markera biologicznego. Analiza DNA genu 
p53 oraz analiza immunohistochemiczna, jak i ostatnio rozwijająca się analiza 
serologiczna stanowią nowe, interesujące narzędzie w rękach klinicysty pomoc­
ne tak w diagnostyce, jak i w wyborze właściwej terapii. Na uwagę zasługuje 
nie wyjaśnione jak dotąd zjawisko autoimmunizacji, obserwowane u pacjentów 
z różnymi rodzajami nowotworów, występujące z częstością zmienną, zależną 
od rodzaju nowotworu (88). Wydaje się, że opracowanie prostych oraz szybkich 
testów diagnostycznych opartych na analizie obecności przeciwciał anty-p53 
stanowi bliską oraz realną perspektywę, tym bardziej, że analiza przeciwciał 
skierowanych przeciwko białku p53 w trakcie stosowanej terapii może świad­
czyć o jej skuteczności (88). Coraz większa uwaga skupiona jest także na ko­
mórkowej odpowiedzi immunologicznej wywołanej przez peptydy, których 21- 
aminokwasowa sekwencja zawiera mutację punktową (Cys 135—>Tyr) białka 
p53 (89). Prawdopodobne jest zatem, że indukcja cytotoksycznych limfocytów 
T przez peptydy p53 może leżeć u podstaw efektywnej immunoterapii opartej 
na syntetycznych szczepionkach peptydowych. Ponadto, na podstawie wyników 
lizyskanych z ostatnio prowadzonych badań przypuszcza się, że supresorowa 
funkcja genu p53 może być wykorzystana w terapii genowej, a z analizy per­
spektyw praktycznego zastosowania badań genu p53 przedstawionych w pracy 
Schlichtholz i Soussi (90) wynika, że wykorzystanie właściwości białka p53 
stanowi innowacyjne podejście w terapii nowotworów złośliwych, na które warto 
zwrócić uwagę.
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Uszkodzenie DNA

p53 p53+

i 1
1

1

SM.iliiInnśr,
genetyczna

Rys. 3. Schemat działania białka p53. Aktywna forma białka p53 pod wpływem uszkodzenia 
DNA akt}wuje transkrypcję genu p21 (znanego również jako gen WAFl/CIPl) będącego inhibi­
torem kinaz zależnych od cyklin, który uniemożliwia przejście komórki z fazy Gj do S. Jego 
aktywacja w fazie S cyklu komórkowego prowadzi do połączenia się białka p21 z PCNA (jądrowym 
antygenem podziałów komórkowych) i zahamowania replikacji DNA.
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p53 — tumour suppressor gene

Summary

The structure of p53 tumour suppressor gene and molecular mechanisms of p53 function 
are characterized. The effects of the p53 protein on gene transcription, control of the cell cycle, 
DNA repair and synthesis, cell differentiation, and programmed cell death are discussed. Besides 
clinical implications of inactivation of the p53 gene in the pathogenesis, diagnosis, and therapy 
of human cancer are mentioned.
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