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1.Wprowadzenie

zrost zachorowalnosci i umieralnosci na raka w ostatnich latach wzmégt

badania nad podstawami procesu nowotworzenia oraz opracowaniem
czutych testéw diagnostycznych, jak i skutecznych metod leczenia. Postepy
w dziedzinie biologii molekularnej dostarczajg istotnych informacji pozwala-
jacych na lepsze zrozumienie genetycznych uwarunkowarn oraz molekular-
nych mechanizméw powstawania raka.

2. Geny supresory transfornnacji nowotworowej

Geny supresorowe stanowig odkrycie ostatnich lat. Pomimo ze nazwa ich
sugeruje aktywno$¢ przeciwnowotworows, to jednak aktywne sg one w pra-
widtowo funkcjonujacych komoérkach jako negatywne regulatory proliferacji,
podczas gdy defektywne, a tym samym nieaktdrwne, obserwowane sg w pri*-
padku wielu choréb nowotworowych (tab.l). Ich inaktywacja w komoérkach
nowotworowych w wiekszosci przypadkdéw wywotana jest przez mutacje pun-
ktowe, delecje lub translokacje chromosomowe (1-5).

Biochemiczny mechanizm regulacji funkcji komdérkowych przez produkty
biatkowe gendéw supresorow transformacji nowotworowej nie jest do konca
poznany. Najwiecej informacji, pozwalajgcych zrozumieé¢ dziatanie tej grupy
genow dostarczaja badania ich dwoch gtéwnych przedstawicieti, tj. genu RB
oraz p53. Na podstawie przeprowadzonych badan wynika, ze zaréwno produkt
genu RB — biatko piO5-RB, jak i biatko p53, produkt genu p53 w przy-
padku uszkodzenia DNA uniemozliwiajg przejscie komoérek z fazy G1 do fazy
S cyklu komorkowego (6-10). Ponadto, tacza sie one ze specyficznymi sekwen-
cjami DNA co sugeruje ich udziat w regufacji transkrypcji tub replikacji DNA
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(11). Jako czynniki transkrypcyjne moga one zatem hamowaé transkrypcje
gendéw niezbednych w procesie proliferacji (12), jak i indukowac¢ transkrypcje
genéw wymaganych do utrzymania komorki w fazie spoczynku (13). Z badan
Robbinsa i wspot. (14) wynika, ze biatko pl05-RB hamuje transkrypcje proto-
onkogenu FOS, podczas gdy biatko p53 jest aktywatorem transkrypcji (15-17).
Ze wzgledu na obecno$¢ domen zawierajacych palce cynkowe, za czynnik
transkiypcyjny uwazany jest réwniez produkt genu WTI (18-19). Aktywnosé
GTPazy normalnych, nieonkogennych form ras stymulowana jest przez gen
NFI (5, 20-21), natomiast kolejny supresor transformacji nowotworowej —
gen DCC koduje biatko posiadajace wszelkie atrybuty receptora powierz-
chniowego (22).

Tabela 1
GHoéwne geny supresory transformacji nowotworowej

Supresory

NOWOLWOrowe Lx)kalizacja w chromosomie Rodzaj nowotworu
RB 13ql4 siatkéwczak, miesak kosciopochodny, rak
sutka, ptuc, pecherza moczowego
p53 17ql2-13.3 wiekszos¢ nowotwordéw
APC 5021 rak okreznicy, tarczycy i zotadka
WTI 1pl3 guz Wilmsa (nerczak ptodowy)
DCC 18qg21 rak okreznicy
NFI 17qll.2 nowotwory centralnego uktadu nerwowego
NF2 22q nerwiak ostonkowy, oponiaki
MEN-1 1gl3 rak trzustki
VHL 3p25 hemangioblastoma mo6zdzku, rak nerki

3. Gen p53 i jego produkt biatkowy

Uwage wielu badaczy skupia gen p53 i jego biatkowy produkt. Biatko p53
stanowi interesujgcy obiekt badawczy ze wzgledu na czeste wystepowanie
zmutowanej, a tym samym nieaktywnej formy biatka w przypadku wielu cho-
rob nowotworowych. Pomimo intensywnych badar rola biatka p53 w cyklu
komérkowym nie jest do konca wyjasniona. Gen p53 uwazany poczatkowo
za onkogen okazal sie w rzeczywistosci genem supresorowym, hamujacym
inwazyjny wzrost komorek (23-27).

3.1. Struktura genu p53

Obecnos$¢ genu p53 stwierdzono u cziowieka (28), myszy (29), zaby Xeno-
piLS laevis (30), szczura (31,91), kurczecia (32), matpy (33), chomika (34) oraz
pstraga (35). Wszelkie préby lokalizacji genu p53 u bezkregowcow, tj. u droz-
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dzy, Drosophila oraz jezowca (36) zakoriczyty sie jak dotgd niepowodzeniem.
Charakterystyka genu p53 u przedstawicieli réznych gatunkéw zostata przed-
stawiona w tab. 2.

Tabela 2
Charakterystyka genu p53 (zmodyfikowana wersja tabeli wg soussi i wsp6+. (36)

Gatunek Struktura  Lokalizacja w MRNA Wi_elkos’é Autorzy Litera-
genu chromosomie biatka tura
mysz 12 kpz 11 2.0 kpz 53 kDA Oren (29)
11 eksonéw (43 kDa) i wspot.,
1 pseudogen 1983
cztowiek 20 kpz 17pl3 2.8 kpz 55 kDA Matlashewski  (28)
11 eksonéw (44 kDa) i wspot.,
1 pseudogen 1984
zaba 18 kpz - 2.2 i 3 kpz 46 kDa Soussi (30)
X. laevis 11 eksonéw (41 kDa) i wspot., 1987
szczur 12 kpz 2.0 kpz 54 kDa Soussi (31)
10 eksonéw (43 kDa) i wspot., 1988,
2 pseudogeny - Hulla
i Schneider, (91)
1993
kurcze - - 1.8 kpz ? Soussi (32)
(40 kDa) i wspci., 1988
matpa 55 kDa Rigaudy (33)
- - (44 kDa) i Eckhart,
1989
chomik - - - 43 kDa Legros (34)
(56 kDa) i wspéi., 1992
pstrag 2.4 kpz 57 kDa Caron de (35)
- - (44 kDa) Fromentel
i wsp”., 1992

Biatko p53 w zelu SDS-poliakiyloamidowym ze wzgledu na duzag zawarto$¢ proliny w odcinku
N-terminalnym zachowuje sie jak biatko o wiekszej masie czgsteczkowej w poréwnaniu z wyli-
czeniami teoretycznymi opartymi na analizie sktadu aminokwasowego (przedstawionymi w na-
wiasach).

W haploidalnym genomie komoérek organizmu cziowieka wystepuje poje-
dynczy gen p53, zlokalizowany w ramieniu krétkim chromosomu 17 w pozycji
17pl3.1 (lys. 1) (37-38). W swoim skiadzie zawiera on 11 eksondw, z ktorych
pierwszy jest eksonem niekodujgcym, oddzielonym 10 kpz od eksonu 2 (39).
Badania struktury genu p53 ujawnity, obok gtéwnego promotora (Pl) genu p53,
obecnos¢ drugiego promotora (P2), ktory zostat zlokalizowany w intronie 1
w odlegtosci 1000 pz od jego konca 5’. (40-41) (rys.l). Produkt biatkowy,
ktérego transkrypt bytby inicjowany z promotora P2 nie zostat, jak dotad,
scharakteryzowany.

W badaniach filogenetycznych wykazano duzg homologie (> 90%) w ko-
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dujacych sekwencjach genu p53 u odlegtych systematycznie gatunkéw. Na
ich podstawie wyréznia sie pie¢ wysoee konserwatywnyeh regionéw (HCD)
(ang. highly conservative domain) obejmujacych nastepujgce pozyeje amino-
kwasowe: 13-19 (HCD I), 117-142 (HCD II), 171-181 (HCD IIl), 234-258 (HCD
IV), 270-286 (HCD V) (rys. 1), (36).

3.2. Struktura biatka p53

Historia badan nad biatkiem p53 rozpoczyna sie w roku 1979, Kiedy to
po raz pierwszy zostato ono zidentyfikowane w komérkaeh transformowanyeh
wirusem SV40, w wyniku kooprecypitaeji z duzym antygenem T tegoz wirusa
(42-45). Dalsze badania ujawnity zwiekszong itos¢ biatka p53 w komoérkach
nowotworowych, podczas gdy komorki prawidtowo funkcjonujace eharaktery-
zowaty sie niskim jego poziomem (43,46).

Biatko p53 eztowieka zaticzane jest do biatek jagdrowych, aczkolwiek jego
obecnos¢ zostata zaobserwowana takze w eytoptazmie i btonie ptazmatycznej
(47-48). W odcinku C-terminainym biatka znajduje sie sygnat tokatizaeji jg-
drowej (NLS), ktorego utrata prowadzi do syntezy biatka cytoplazmatycznego
(49-50). Produkt biatkowy tudzkiego genu p53 sktada sie z 393 aminokwasow,
jego koniee aminowy jest regionem bogatym w aminokwasy kwasnhe z duzg
zawarto$eig proliny, a koniec karboksylowy o sitnym profilu hydrofilowym
zawiera duzg ilos¢ aminokwaséw zasadowych. Hydrofobowa cze$¢ Srodkowa
biatka obejmuje eztery z pieciu wysoce konserwatywnych domen, tj. HCD
1I-V. Wydaje sie, ze whasnie ten region ze wzgtedu na obecno$¢ miejsc czesto
utegajacych mutacji (ang. hot-spot) oraz miejsc wigzania sie antygendéw wiru-
sowych odgrywa wazng role w transformacji nowotworowej (rys. 2).

Biatko p53 jest substratem dla wielu kinaz fosfobiatkowyeh, np. Kkinazy
kazeinowej | (CKI), (51), kinazy kazeinowej Il (CKII), (52), kinazy DNA-PK (ang.
double stranded DNA-dependent kinase), (53) oraz kinaz cdc2, tj. p60-ede2
i cyelinB-cde2, ktore w przypadku ludzkiego biatka p53 katatizujg fosfoiytacje
seiyny w pozyeji 315 (54). Proees ten jest zalezny od eyklu komérkowego
z najwiekszym natezeniem obserwowanym w fazie S oraz na graniey faz G2/M
(54). Wptyw fosforylacji na funkcje biatka p53 nie jest dostateeznie poznany,
jakkolwiek z badan Ullricha i wspét. (55) wynika, ze nieaktjwne mutanty
biatka p53, charakteryzuja sie stabszym ufosfoiylowaniem w poréwnaniu
z formg aktywna.

Rys. 1. Schemat struktury genu p53. EI-EIli reprezentujg eksony ludzkiego genu p53. PlI,
P2 — promotory zlokalizowane w genie p53. Czarne prostokaty zawierajg poréwnanie sekwencji
aminokwasowej pieciu wysoce konserwatywnych ewolucyjnie domen, reprezentujacych osiem ga-
tunkéw zwierzat oraz cztowieka. Oznaczenia reszt aminokwasowych sg nastepujace: A, Ala; C,
Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, His; I, lle; 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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Regulacja Mutacje Redion bi .
‘s gion biorecy udziat
transkrypcji w oligomeryzacji
! 42 175 248 273 311 364
A. mrmm
H IP % Vv
0 163 197 228 283 365 393
\ o . . Miejsca wigzania miejsce wiazania HSP
Miejsca wigzania duzego antygenu T

Mdm-2, Elb oraz E6

102 Domena czgca sie z DNA 292

Rys. 2. Strukturalne domeny biatka p53. Pokazane sa domeny funkcyjne (miejsce regulujace
transkrypcje oraz tgczace sie z DNA), konserwatywne ewotucyjnie domeny 1-V, miejsce o duzej
czestosci mutacji (kodony 175, 248, 275) oraz domeny wiagzania biatka komérkowego Mdm-2,
jak i biatek onkowirusowych (duzego antygenu T wirusa SV40, jak i biatka E6 ludzkiego papi-
lomawirusa oraz adenowirusowego biatka Elb).

3.3. IVlechanizmy inaktywacji biatka p53

W badaniach przeprowadzonych w ostatnich latach dowodzi sie, ze dzika
forma biatka p53 wplywa supresorowo na rozwdj nowotworu, hamujae nie-
kontrotowane podziaty komoérek transformowanyeh r6znymi onkogenami, np.
ras, czy zmutowang formg p53 (23,56-58). Aberaeje ehromosomowe typu de-
teeji, insereji, mutaeje punktowe obejmujaee altel genu p53 prowadza do jego
inaktywaeji i utraty funkcji supresorowych (59-61). Rzadziej spotykanym ro-
dzajem mutaeji sg insereje endogennyeh, ruchomych elementéw genetyeznyeh
typu retrotranspozondw, ktére prowadza do powstania fuzyjnego p53-ETn-
p53 mRNA (62). Inaktywacja biatka p53 moze by¢ réwniez wynikiem jego
rozpadu majgcego miejsee w przypadku taezenia sie p53 z biatkiem E6, lu-
dzkiego papilomawirusa HPV-16 i HPV-18, ktére to biatko doprowadza do
speeyficznej, zatleznej od ATP, degradaeji p53 (63). Ponadto, oddziatywanie
biatka p53 z biatkami wirusowymi: duzym antygenem T wirusa SV40 (42),
biatkiem Elb adenowirusa Ad5 (64), biatkiem X wirusa zapatenia watroby
typu B (65), biatkiem EBNA-5 wirusa Epsteina-Barr (66), jak rowniez komor-
kowym biatkiem Mdm-2 (67), prowadzi do powstania kompteksow biatkowyeh
oraz zaburzenia prawidiowego funkejonowania biatka p53.



Gen p53 — supresor transformacji nowotworowej 97
4. Whasciwosci oraz funkcje biatka p53

Uzyskane w ostatnich badaniach wyniki znacznie rozszerzyty i uzupeinity
informacje na temat molekularnego mechanizmu dziatania biatka p53.

Sugeruje sie, ze istotny wptyw na funkcje biatka p53 W3rwiera jego zdolnos¢
wigzania sie ze specyficzng, charakterystyczng dla niego sekwencjg DNA, ktorej
to wiasciwosci nie posiada lub posiada w stopniu znacznie zredukowanym nie-
aktywne biatko p53 (68-69). Interesujgce sa przeprowadzone ostatnio badania
kiystalograficzne kompleksu biatko p53-DNA, pozwalajgce na lepsze zrozumie-
nie wptywu mutacji na jego inaktywacje (70). Wyniki tych badan potwierdzajg
hipoteze, ze takie wiasciwosci biatka p53, jak zdolno$¢ wigzania sie do odpo-
wiednich sekwencji DNA oraz regulacja transkrypcji sg niezbedne do petnienia
przez nie funkcji supresorowej. Po raz pierwszy obecno$¢ domeny, zlokalizo-
wanej na N-terminalnym odcinku biatka p53 (71), odpowiedzialnej za aktywacje
transkrypcji zostata wykazana przy uzyciu biatek fuzyjnych Gal-p53 (15-16).
Interesujace jest to, ze wihasciwosci transaktirwacyjnych nie posiadajg mutanty
p53 (15-16,71). Swiadczy¢ by to mogto, ze istotng funkcjg biatka p53 jest
regulacja transkrypcji, swoista tylko dla dzikiej, a nie zmutowanej formy p53,
co zostato potwierdzone w przeprowadzonych przez Farmera i wspoét, badaniach
(72) w systemie transkrypcji in vitro. Zdolno$¢ oddziafywania na transkrypcje
zanika réwniez, wtedy gdy biatko p53 ulega inaktywacji w wyniku oddziatywa-
nia z biatkami wiruséw onkogennych lub zostaje zwigzane z biatkowym pro-
duktem genu mdm2 (67,73-74). Wydaje sie zatem bardzo prawdopodobne, ze
supresorowa funkcja biatka p53 polega na hamowaniu niekontrolowanych po-
dziatéw komoérkowych przez regulacje transkrypcji genéw odpowiedzialnych za
prawidtowy przebieg tego procesu. Biatko p53 moze wywota¢ zaréwno aktywacje
(75-77), jak i represje genow (78-81), a z przeprowadzonych przez Setoa i wspot,
badan (82) wynika, ze mechanizm represji zwigzany jest z oddziatywaniem biat-
ka p53 z biatkiem TBP (ang. TATA-binding protein). Jednym z gendw, ktérego
ekspresja regulowana jest przez biatko p53 jest gen WAFI/CIPI znany réwniez
pod nazwag genu p21, ktérego produkt biatkowy jest inhibitorem kinaz zaleznych
od cyklin (17). ldent3drkacja tego genu i jego produktu biatkowego wnosi wiele
waznych i interesujacych informacji, wyjasniajgcych molekularny charakter re-
gulacji proliferacji komorki przez biatko p53.

Istotnych dowodéw na udziat biatka p53 w regulacji wzrostu komoérki w wa-
runkach stresowych (takich jak promieniowanie y i zwigzki chemiczne uszka-
dzajace DNA), dostarczyty prowadzone badania przez Kastana i wspét. (10),
w ktorych potwierdzony zostat udziat p53 w regulacji replikacji. W odpowiedzi
na uszkodzenie DNA wywotane promieniowaniem y, zaobserwowano wzrost
poziomu niezmutowanej formy p53 oraz zahamowanie cyklu komorkowego po-
miedzy fcizag GI/S, az do momentu naprawienia defektu. Przeciwstawnie, ko-
morki ze zmutowanym genem p53 kontynuowaly podziaty komérkowe aku-
mutujagc w ten sposdb mutacje lub aberacje chromosomowe, co w korncowym
efekcie doprowadzato do transformacji nowotworowej. Innym zjawiskiem ob-
serwowanym w przypadku uszkodzenia DNA byta indukowana przez biatko
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p53 apoptoza, czyli zaprogramowana $mier¢ komoérki (83). Rola biatka p53
w warunkach stresowych, regulacja wiasciwosci transkiypcyjnych i replika-
cyjnych biatka p53 przez biatka szoku termicznego moze odgrywaé istotna role
W zrozumieniu mechanizmu powstawania transformacji nowotworowej. Wia-
domo, ze zmutowane biatko p53 tworzy kompleks z biatkiem szoku termicz-
nego hsp70, zarowno z foirng konstytutdrwnie obecng w komorce jak i fonna
indukowang wamnkami stresowymi (84-86). Korzystajgc z systemu in vitro,
Hainaut i Mitner wykazali, ze biatko hsp70 tworzy kompleks z dimerem i przy-
puszczalnie z monomerem p53 (87). Biologiczna rola kompleksu p53-hsp70
nie jest w petni poznana. Hainaut i Milner w swoich badaniach sugeruja udziat
hsp70 w przywracaniu zmutowanej formie biatka p53 natywnej konformacji
i wytwarzaniu jego wiasciwej struktury oligomerycznej, tzn. tetrameru. Sche-
mat reprezentujacy dziatanie biatka p53 zostat przedstawiony na rys. 3.

4.1. Kliniczne znaczenie genu p53

W miare jak intensywne badania genu p53 oraz jego produktu biatkowego
odstaniajg tajemnice mechanizmu funkcjonowania, coraz wigksza uwaga zostaje
skupiona na klinicznym znaczeniu genu p53 i mozliwosciach praktycznego jego
wykorzystania. Istnienie korelacji pomiedzy utratag funkcji przez biatko p53 a za-
awansowanym stadium choroby nowotworowej, umozliwia wykorzystanie genu
p53 i jego produktu biatkowego jako markera biologicznego. Analiza DNA genu
p53 oraz analiza immunohistochemiczna, jak i ostatnio rozwijajgca sie analiza
serologiczna stanowia nowe, interesujgce narzedzie w rekach klinicysty pomoc-
ne tak w diagnostyce, jak i w wyborze wilasciwej terapii. Na uwage zastuguje
nie wyjasnione jak dotad zjawisko autoimmunizacji, obserwowane u pacjentéw
z réznymi rodzajami nowotwordw, wystepujgce z czestosScig zmienng, zalezng
od rodzaju nowotworu (88). Wydaje sie, ze opracowanie prostych oraz szybkich
testow diagnostycznych opartych na analizie obecnosci przeciwciat anty-p53
stanowi bliskg oraz realng perspektywe, tym bardziej, ze analiza przeciwciat
skierowanych przeciwko biatku p53 w trakcie stosowanej terapii moze Swiad-
czy¢ o jej skutecznosci (88). Coraz wieksza uwaga skupiona jest takze na ko-
morkowej odpowiedzi immunologicznej wywotanej przez peptydy, ktorych 21-
aminokwasowa sekwencja zawiera mutacje punktowg (Cys 135—>Tyr) biatka
p53 (89). Prawdopodobne jest zatem, ze indukcja cytotoksycznych limfocytéw
T przez peptydy p53 moze leze¢ u podstaw efektywnej immunoterapii opartej
na syntetycznych szczepionkach peptydowych. Ponadto, na podstawie wynikow
lizyskanych z ostatnio prowadzonych badan przypuszcza sie, ze supresorowa
funkcja genu p53 moze by¢ wykorzystana w terapii genowej, a z analizy per-
spektyw praktycznego zastosowania badan genu p53 przedstawionych w pracy
Schlichtholz i Soussi (90) wynika, ze wykorzystanie wilasciwosci biatka p53
stanowi innowacyjne podejscie w terapii nowotworow ztosliwych, na ktére warto
zwréci¢ uwage.
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Rys. 3. Schemat dziatania biatka p53. Aktywna forma biatka p53 pod wplywem uszkodzenia
DNA akt}wuje transkrypcje genu p21 (znanego réwniez jako gen WAFI/CIPI) bedacego inhibi-
torem Kkinaz zaleznych od cyklin, ktéry uniemozliwia przejscie komorki z fazy Gj do S. Jego
aktywacja w fazie S cyklu komérkowego prowadzi do potaczenia sie biatka p21 z PCNA (jagdrowym
antygenem podziatéw komdérkowych) 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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