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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Potezny supresor nowotworéw — biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym, odgrywajacym
gtéwna role w inicjacji odpowiedzi komoérki na bodzce stresowe, gtéwnie uszkodzenie DNA,
niedotlenienie oraz nieprawidlowe sygnaty proliferacyjne np. aktywacja onkogenu. Od odkry-
cia, trzydziesci jeden lat temu, p53 kojarzone jest z nowotworzeniem, gdyz wykazano zwigkszo-
ne jego ilosci w transformowanych nowotworowo komdérkach. Stres komérkowy powoduje stabi-
lizacje biatka p53, a zaleznie od poziomu stresu dochodzi do zahamowania cyklu komérkowego
badz do eliminacji komérek nieodwracalnie uszkodzonych w procesie apoptozy. Biatko p53 ule-
ga inaktywacji w ponad 50% przypadkéw nowotworéw w wyniku wzmozonej degradacji prote-
asomalnej lub tez przez inaktywujace mutacje punktowe w jego genie. W licznych doniesieniach
wykazano, iz zwiazki niskoczasteczkowe wyodrgbnione za posrednictwem modelowania moleku-
larnego czy tez w testach biologiczno-funkcyjnych bardzo skutecznie aktywuja biatko p53 typu
dzikiego w komérkach nowotworowych, co w rezultacie prowadzi do ich eliminacji w wyniku
apoptozy zaleznej od p53. W niniejszej pracy opisujemy strukture i role biatka pS3 w komoérce,
a takze najnowsze doniesienia, dotyczace zwiazkéw o duzej aktywnosci przeciwnowotworowej,
opartej na selektywnym przywroceniu funkcji supresorowej biatka pS3 w komérkach nowotwo-
rowych.

biatko supresora nowotworu p53 ¢ biatko MDM2  kompleks p53-HDM2 - degradacja
w proteasomach ¢ apoptoza ° terapia przeciwnowotworowa ° zwiazki niskoczasteczkowe

Summary

A powerful tumor suppressor — p53 protein is a transcription factor which plays a critical role in
eliciting cellular responses to a variety of stress signals, including DNA damage, hypoxia and
aberrant proliferative signals, such as oncogene activation. Since its discovery thirty one years
ago, p53 has been connected to tumorigenesis as it accumulates in the transformed tumor cells.
Cellular stress induces stabilization of p53 and promotes, depending on the stress level, cell cyc-
le arrest or apoptosis in the irreversibly damaged cells. The p53 protein is found inactive in more
than 50% of human tumors either by enhanced proteasomal degradation or due to the inacti-
vating point mutations in its gene. Numerous data indicate that low molecular weight compo-
unds, identified by molecular modeling or in the functional, cell-based assays, efficiently activate
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non-mutated p53 in cancer cells which in consequence leads to their elimination due to p53-de-
pendent apoptosis. In this work we describe the structure and cellular function of p53 as well as
the latest discoveries on the compounds with high anti-tumor activities aiming at reactivation of

the tumor suppressor function of p53.
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Wykaz skrotow:

¢DNA - sekwencja kodujagca (coding DNA sequence); GADD45 - biatko zatrzymania cyklu

komérkowego indukowane uszkodzeniem DNA (growth arrest and DNA damage inducible protein
45); HDM2 - ludzkie biatko MDM2 (human double minute 2); MDM2 - mysie biatko MDM2 (murine
double minute 2); mtp53 - zmutowana posta¢ biatka p53 (mutant p53); p53AIP1 - regulowane
przez p53 biatko indukujgce apoptoze 1 (p53-regulated apoptosis-inducing protein 1);

PDT - terapia fotodynamiczna (photodynamic therapy); PpIX - protoporfiryna IX;

PUMA - regulowany przez p53 modulator apoptozy (p53 upregulated modulator of apoptosis);
RITA - aktywacja p53 i indukcja apoptozy komérek nowotworowych (reactivation of p53 and
induction of tumor cell apoptosis); wtp53 - typ ,dziki” biatka p53 (wild type p53).

WpPRoOWADZENIE

Juz ponad 30 lat biatko p53 jest w kregu zainteresowa-
nia naukowcéw zajmujacych si¢ problematyka nowotwo-
row u ludzi. Pierwsze odkrycia dokonane podczas badan
na zwierzecych nowotworach wywotanych przez wirusy
(SV40) wskazywaty, ze biatka p5S3 w komédrkach nowo-
tworowych jest znacznie wigcej niz w prawidlowej hodowli
oraz ze komorki transformowane wytwarzaty przeciwcia-
ta przeciwko p53 [24]. W kolejnych latach potwierdzono
podwyzszone stezenie biatka p53 takze w guzach innego
pochodzenia (adenowirusy, HPV). Doprowadzito to do po-
stawienia tezy, ze gen TP53 moze by¢ onkogenem a nad-
mierne wytwarzanie biatka p53 prowadzi do transformacji
nowotworowej. Po klonowaniu cDNA i genu 7P53 zar6w-
no komérek zdrowych, jak i transformowanych, przetesto-
wano ich aktywnosci [37]. Stwierdzono, ze cDNA biatka
p53 moze immortalizowaé komorki, a takze catkowicie
je transformowad, przy jednoczesnym wprowadzeniu on-
kogenu Ras. TP53 zostal ogloszony onkogenem. Pig¢ lat
p6zniej udowodniono, ze biatko p53 blokuje transformacje
szczurzych fibroblastéw, a w 1990 roku powigzano muta-
cje w genie TP53 z zespolem dziedzicznej predyspozycji
do powstawania nowotworéw Li-Fraumeni [16].

Gtéwna rola biatka p53 jest zabezpieczenie komérek przed
zmianami w genomie, wynikajacymi z szeroko pojetych
uszkodzern DNA 1 obejmujaca przede wszystkim zatrzy-
manie cyklu komérkowego, indukcje apoptozy i starzenie
si¢ komodrek. Wprowadzenie allelu genu 7P53 z mutacja

zerowq (null mutation) do mysich komérek macierzystych
za posrednictwem rekombinacji homologicznej, spowodo-
walo spontaniczne rozwinigcie réznych typdw nowotworéw
u 75% osobnikéw o fenotypie p53“ przed 6 miesiacem
zycia [15]. Natomiast wprowadzenie genu, kodujacego typ
,.dziki” biatka p53 (wtp53) do mysiej linii biataczki mie-
locytarnej pozbawionej aktywnego biatka p53, spowodo-
watlo drastyczny spadek zywotnosci komérek i pojawie-
nie si¢ znamion apoptozy w postaci fragmentacji jadra,
kondensacji chromatyny i fragmentacji DNA [52]. W dal-
szych badania dowiedziono, ze biatko p53 reguluje eks-
presje, lokalizacje 1 aktywnos¢ giéwnych efektoréw pro-
cesu apoptozy [31].

Badania z zastosowaniem modeli mysich dowiodty, ze
przywrdécenie endogennego wytwarzania biatka pS3 pro-
wadzi do regresji nowotwordw, a mechanizm za to odpo-
wiedzialny zalezy od typu nowotworu. W przypadku chto-
niaka, konsekwencja przywrdcenia aktywnosci biatka p53
jest apoptoza komoérek nowotworowych, natomiast w przy-
padku nowotworu watroby i migsaka, dochodzi do zatrzy-
mania wzrostu i pojawienia si¢ znamion starzenia komo-
rek nowotworowych [48].

Terapie genowa ludzkim cDNA, kodujacym biatko p53 za-
stosowano u kobiety z zespotem Li-Fraumeni, cierpiacej
na nowotwor komdérek z warstwy ziarnistej, przerzutujacy
do wielu organéw [40]. Siedem dni po iniekcji cDNA p53
zaobserwowano wzrost ekspresji biatka p53, a takze biat-
ka p21, wptywajacego na zatrzymanie cyklu komérkowego
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Domena transaktywacyjna
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Rdzen C-koniec
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Domena wigzaca DNA NLS  Domena NES  Domena
odpowiedzialna zasadowa
za tetrameryzacje

Ryc. 1. Struktura pierwszorzedowa biatka p53 z uwzglednieniem podziatu na domeny. Biatko p53 sktada sie z trzech funkcjonalnych domen: N-terminalnej,
wigzacej DNA i C-terminalnej. Domena N-terminalna sktada sie z poddomeny transaktywacyjnej (TAD) i rejonu bogatego w reszty prolinowe
(PXXP). Domena wiazaca DNA jest odpowiedzialna za zalezne od sekwencji wiazanie sie biatka p53 do DNA. Domena C-terminalna petni funkgje
regulatorowe; jest odpowiedzialna za tetrameryzacja biatka p53; niespecyficzne oddziatywanie z DNA, a takze ma miejsca wiazania biatek
wspomagajacych aktywnos¢ transkrypcyjna biatka p53. Liczby oznaczaja numery reszt aminokwasowych. NLS-sekwencja sygnatowa lokalizacji
jadrowej (nuclear localization signal sequence); NES-sekwencja sygnatowa eksportu z jadra komérkowego (nuclear export signal sequence) (wg [56])

i bedacego pod kontrolg transkrypcyjna biatka p53. Co wig-
cej, zanotowano réwniez wzrost poziomu aktywnej kaspa-
zy 3 — molekularnego markera apoptozy oraz spadek po-
ziomu inhibitora apoptozy — biatka Bcl-2. Zaobserwowano
ponadto trwala, catkowita remisje¢ naktutego guza, pod-
czas gdy nietraktowane guzy wykazaty znaczaca progre-
sje. W zwiazku z powyzszym, farmakologiczne przywro-
cenie aktywnosci biatka p53 wydaje si¢ wigc stanowié
obiecujacg strategi¢ przeciwnowotworowa.

Inaktywacja biatka p53 w komoérkach nowotworowych jest
zjawiskiem powszechnym, przebiegajacym w wyniku dzia-
fania dwéch gléwnych mechanizméw — w okoto 50% przy-
padkéw dochodzi do punktowych mutacji w genie TP53,
prowadzacych do powstania nieaktywnego transkrypcyj-
nie biatka, a w pozostalych przypadkach obserwuje sie
zaburzenia regulacji biatka p53 przez jego gtéwny nega-
tywny regulator w komoérce — biatko MDM2 [49]. Z tego
tez powodu wydaje si¢ wigc, iz w ponad 50% przypad-
kéw przywrécenie funkcji biatka p53 umozliwiloby re-
misj¢ nowotworu (wyeliminowanie guza) bez konieczno-
Sci wykorzystywania terapii o niewielkiej selektywnosci,
takich jak naswietlanie czy chemioterapia, ktére zabijaja,
oprécz komoérek transformowanych nowotworowo, takze
wiele zdrowych. Bytaby to niewatpliwa korzys¢ takiej te-
rapii, jednak funkcja biatka p53 nie jest jeszcze w pelni
poznana, w jego szlakach metabolicznych nadal jest kilka
niewyjasnionych interakcji oraz nie poznano wszystkich
biatek, z ktérymi p53 moze oddziatywac.

Dodatkowym, bardzo waznym problemem jest wprowa-
dzenie aktywnego biatka do komdérek nowotworowych.
Terapie genowe polegajace na wprowadzaniu kopii wtp53
do genomu sa w fazie testow klinicznych, jednak takie
dziatanie nastr¢cza wielu problemoéw, np. nie wiadomo,
czy wprowadzenie DNA za pomoca wektora wirusowe-
go (adenowirusa) bedzie skuteczne. Ponadto nie jestesSmy
w stanie przewidzie¢ skutkéw integracji genu do komo-
rek zdrowych (w gre¢ wchodza zmiany spowodowane nie-
homologiczna rekombinacja wirusowego DNA do geno-
mu komorki) [18].

Wydaje si¢ wigc uzasadnione poszukiwanie zwiazkow,
ktore selektywnie indukowatyby kumulacj¢ a zarazem ak-
tywacje biatka p53 w komérkach nowotworowych przez

uwalnianie go z kompleksu z jego gtéwnym regulatorem
komoérkowym, biatkiem MDM?2 — ligaza E3 ubikwityny.
W pracy opisano najnowsze doniesienia o zwiazkach ni-
skoczasteczkowych indukujacych apoptoze zalezng od p53
w komoérkach nowotworowych.

Bupowa BiAtkA P53

Wszystkie wiasciwosci biatka p53 sa zapisane w jego ge-
nie. Struktura samego bialka jest dos¢ ztozona biorac pod
uwage jego niewielkie rozmiary (53 kDa), prawidtowo sfatl-
dowane biatko p53 tworzy tetramery i dopiero w tej posta-
ci uzyskuje petnig¢ swoich aktywnosci.

Gen P53 (lub TP53) u cztowieka znajduje si¢ na chromo-
somie 17p13.1 (znaleziono takze analogi zwierzece np.
u myszy na chromosomie 11, u szczura na 10, u psana 5,
a u $wini na 12). Gen ma niewielkie rozmiary, gdyz w ca-
tosci liczy zaledwie 20 kbp, a same eksony (jest ich jede-
nascie, poprzedzielanych dziesigcioma intronami) koduja
tylko 393 aminokwasy. Produkt genu zawiera siedem do-
men, ktére spetniajac swe funkcje decyduja o zyciu i Smier-
ci komorki [19]. Gen TP53 nalezy do silnie konserwowa-
nej rodziny genéw, kodujacych jeszcze przynajmniej dwa
biatka — p63 i p73 [55,57].

Ztozonos¢ budowy p53 odzwierciedla funkcjonalng zawi-
tos¢ Sciezek sygnalizacyjnych zaleznych od tego biatka.
Aktywne biatko p53 wystgpuje w komorce jako tetramer
ztozony z czterech identycznych podjednostek zbudowa-
nych z 393 aminokwaséw (ryc. 1).

Kazda podjednostka sktada si¢ z trzech dobrze scharakte-
ryzowanych pod wzgledem zawartosci aminokwaséw do-
men strukturalnych: domeny N-terminalnej, rdzenia i do-
meny C-terminalnej. W obrebie domeny N-terminalnej
znajduje si¢ domena transaktywacyjna (transactivating
domain TAD1 i TAD2, aminokwasy 1-42) oraz rejon bo-
gaty w reszty prolin (proline-rich region, 61-94), zbudo-
wany z wielokrotnych powtdérzen motywu PXXP (gdzie P
oznacza proling, a X dowolny aminokwas). Domeng t¢ wy-
roznia to, ze w biatku p53 jest ona odpowiedzialna za in-
dukcje¢ apoptozy bez transaktywacji genéw, czyli jedynie
poprzez oddziatywania z innymi biatkami. Bialkiem ta-
kim jest Bcl-XL (biatko antyapoptotyczne mitochondriéw)
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— biatko p53 wiaze Bcl-XL w odpowiedzi na stres, np. pro-
mieniowanie jonizujace i uniemozliwia ochrong mitochon-
driéw przed czynnikami proapoptotycznymi, takimi jak
biatko Bax, ktére promuja uwolnienie cytochromu C z mi-
tochondriéw i §mier¢ apoptotyczna komérki. Dodatkowo
pS53 moze sig przytaczaé do biatek proapoptotycznych z ro-
dziny Bcl (np. Bax) i promowac ich oligomeryzacjg, co
skutecznie promuje apoptozg. Ponadto wykazano, ze bial-
ko p53 bez aktywnej domeny AD2 nie moze indukowac
apoptozy [19]. Co istotne, domena TAD zawiera trzy ami-
nokwasy niezbedne do oddzialywania biatka p53 z bial-
kiem MDM2 (F19; W23; L.26).

Rejon bogaty w proliny (61-94 aminokwasy) wiaze bial-
ka zawierajace domeny SH3 i petni funkcje regulatorowe
w procesie apoptozy. Dodatkowo jest mediatorem interakcji
migdzy pS3 a innymi biatkami [20]. Delecja tego regionu
uniemozliwia p53 inicjacje¢ apoptozy na Sciezce mitochon-
drialnej, cho¢ nie hamuje transaktywacji Bax [39]. Istotna
zmiang w dziataniu biatka p53 po delecji regionu prolino-
wego jest podwyzszona podatnosé na degradacje z udzia-
fem ligazy ubikwityny MDM2 [2]. Delecja tej domeny za-
burza takze oddziatywania p53 z genami p2/ WAF1/Cip1,
MDM?2, PIG [47].

Na rdzen biatka p53, prawie w calosci sklada si¢ domena

wigzaca DNA (DBD, DNA binding core domain, 102-292).

Kolejnym fragmentem biatka jest koniec C-terminalny,

w ktérym mozemy znaleZ¢ trzy swoiste fragmenty:

* NLSiNES —NLS (nuclear localization signals) to trzy
sygnaly, ktére umozliwiajg biatku dostanie si¢ do we-
wnatrz jadra, a NES (nuclear export signal) to sekwen-
cje umozliwiajace biatku wydostanie si¢ z jadra do cyto-
plazmy. Sa one konieczne, poniewaz biatko bierze udziat
w procesach jadrowych, cytoplazmatycznych oraz mi-
tochondrialnych.

e Fragment TET — zbudowany z taficucha beta, za kt6-
rym znajduje si¢ alfa helisa — takie potaczenie umoz-
liwia biatku p53 dimeryzacje¢ a nastgpnie dimeryzacje
dimerdéw, przez co powstaje tetramer, czyli wlasciwa,
aktywna postac biatka.

* Fragment wiazacy nieswoiscie DNA — sekwencja z jed-
nej strony wiazaca si¢ do uszkodzonego DNA i promuja-
ca jego napraweg lub §mieré komorki, a z drugiej zmniej-
szajaca powinowactwo rdzenia biatka do DNA (wiazanie
fragmentéw transaktywacyjnych na DNA jest silniejsze
niz wigzanie fragmentéw niespecyficznych dla p53, dla-
tego musi zosta¢ atenuowane, aby mozliwe byto znaj-
dowanie uszkodzen) [49].

Na ztozonos¢ budowy biatka p53 wptywaja dodatkowo
liczne modyfikacje potranslacyjne, z ktérych najwazniej-
szymi wydaja si¢ fosforylacja, acetylacja i ubikwitynacja
[6,56]. Zalezne od miejsca i czasu modyfikacje odpowied-
nich reszt aminokwasowych wplywaja na aktywnos$¢ i czas
péttrwania biatka p53, bedac jednoczesnie markerami od-
powiedzi stresowej komorki.

FUNKCJA | REGULACJA BIALKA P53 W KOMORCE

Aktywnos$¢ transkrypcyjna

Domena centralna wiazaca DNA (DBD) biatka p53 wy-
kazuje duze powinowactwo do konsensusowych sekwencji

DNA, do ktérych si¢ przytacza, natomiast C-terminalna do-
mena zasadowa wiaze DNA nieswoiscie [25].

Nalezy zaznaczy¢, ze biatko p53 w prawidlowej komoérce
niepoddanej zadnemu stresowi jest nieaktywne — zwiazane
z biatkiem MDM2, ktéry promuje ubikwitynacj¢ pS3 i jego
degradacje¢ w proteasomach. Istotne zatem jest to w jaki
spos6b dochodzi do jego aktywacji. Krytycznym momen-
tem w aktywacji p53 jest fosforylacja konica N-terminalnego
przez kinazy biatkowe. Ufosforylowane p53 nie podlega
ubikwitynacji, wigc czas jego zycia w komorce znacznie
si¢ zwigksza, a biorac pod uwage wysoki poziom trans-
krypcji genu P53, w szybkim czasie prowadzi to do nagro-
madzenia si¢ duzej ilosci biatka w komércee [38].

Od odkrycia pierwszych genéw znajdujacych si¢ pod kon-
trola transkrypcyjna biatka pS3 we wezesnych latach dzie-
wigédziesiatych ub.w., ich lista bardzo wzrosta i ciagle sig
wydluza. Znajduja si¢ na niej geny zaangazowane w za-
trzymanie cyklu komérkowego, naprawg DNA, a takze
apoptozg i starzenie si¢ komorek. Geny, ktérych ekspresja
ulega indukcji na skutek aktywnosci biatka p53, to m.in.
CDKNIA (kodujacy biatko p21V’Ciel ' decydujace o zatrzy-
maniu cyklu komérkowego w fazie G1), GADD45 (growth
arrest and DNA damage inducible gene) oraz liczne geny,
ktérych produkty sa zaangazowane w proces apoptozy:
BAX (Bcl-2-associated X protein), DR5/KILLER (death
receptor 5), CD95 (cell-death signaling receptor), PIG3
(p53-inducible gene), PUMA (p53-upregulated modula-
tor of apoptosis), NOXA i wiele innych. Oprécz posred-
niej lub bezposredniej aktywacji transkrypcji, biatko p53
moze réwniez indukowac represje¢ transkrypcji niektérych
gendw. Ich produktami sa biatka, takie jak Bcl-2, Bel-X,
cyklina B1 czy MAP4 (microtubule associated protein 4)
oraz surwiwina [20].

Inicjacja transkrypcji przez biatko p53 rozpoczyna sig
przez jego zwiazanie do sekwencji konsensusowej DNA.
Sekwencje te skladajg si¢ z dwoch palindromowych ele-
mentéw o dtugosci 10 pz. i budowie PuPuPuCA/TA/
AGPyPyPy (Pu to puryna, a Py to pirymidyna), oddzielo-
nych rejonem spacerowym o dtugosci 0—13 nukleotydéw
[20]. Mechanizm, dzigki ktéremu biatko p53 promuje trans-
krypcje, opiera si¢ na zatozeniu, ze region promotorowy
genu, ktérego transkrypcj¢ ma regulowac biatko p53, jest
zazwyczaj niedostgpny dla gléwnych czynnikéw trans-
krypcyjnych i polimerazy RNA. Zwigzanie biatka pS3 do
sekwencji konsensusowej w obrgbie rejonu promotoro-
wego umozliwiloby otwarcie promotora poprzez rekruta-
cj¢ czynnikéw remodelujacych chromatyng lub transace-
tylazy histonéw i/lub metylotransferazy. Oddziatywanie
biatka p53 z transacetylaza histonéw, biatkiem p300 oraz
metylotransferazami PRMT1 i CARMI, zostato bardzo
dobrze udokumentowane. Dlatego tez modyfikacje histo-
néw i w konsekwencji zmiany w strukturze i funkcjonowa-
niu chromatyny, wydaja si¢ jednym z gtéwnych nastgpstw
zwigzania si¢ biatka p53 do jego sekwencji konsensuso-
wych. Dodatkowo udowodniono, ze biatko pS3 utatwia for-
mowanie kompleksu preinicjacyjnego oraz bezposrednio
stymuluje transkrypcje poprzez rekrutacje gtéwnych czyn-
nikéw transkrypcyjnych, takich jak TFIIA i TFIID [25].

Represja transkrypcji przez biatko p53 nie jest doktadnie
poznana, cho¢ opisuje si¢ mozliwe mechanizmy. Pierwszy
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opiera si¢ na bezposredniej interakcji z czynnikami trans-
krypcyjnymi, co uniemozliwia aktywacje promotora. Drugi
polega na usunigciu czynnikéw transkrypcyjnych z rejonu
promotorowego, jesli sekwencje DNA, do ktérych si¢ wia-
73, przylegaja lub nachodza na konsensusowe sekwencje
wigzania biatka p53. Biatko p53 moze réwniez interfero-
waé ze sktadaniem machiny transkrypcyjnej oraz rekru-
towaé deacetylazy histonéw, co w efekcie prowadzi do re-
presji transkrypcji [24].

Oprécz oddziatywania z DNA, biatko p53 moze oddziaty-
wac z innymi biatkami komérkowymi. Interakcje te odpo-
wiadaja m.in. za inhibicj¢ i aktywacj¢ biatka p53, a takze
za wypetnianie niektoérych funkcji biatka pS3 — np. induk-
cje Smierci apoptotycznej na Sciezce mitochondrialne;j.

Rola biatka p53 w regulacji proceséw wewnatrz-
i zewnatrzkomoérkowych

Biatko p53 reguluje wiele proceséw i jest zaangazowane
w utrzymanie stabilnosci genetycznej komorki nie tylko
przez indukcje¢ zahamowania proliferacji komorek i areszt
cyklu komérkowego polaczone z naprawa DNA, ale takze
w wyniku zapoczatkowania procesu apoptozy, ktory elimi-
nuje zmienione genetycznie komorki z organizmu. Procesy
wewnatrzkomoérkowe regulowane przez p53 to m.in. sta-
rzenie komorki, przechodzenie przez kolejne punkty kon-
trolne cyklu komdrkowego (p53 moze zatrzymacé komor-
ke na dwdéch punktach kontrolnych cyklu komérkowego
G//S oraz G,/M), naprawa DNA, indukcja apoptozy (p53
determinuje, zaleznie od stopnia nasilenia stresu i wielko-
Sci uszkodzenia, czy komdrka zostanie zatrzymana w cy-
klu komérkowym i rozpocznie naprawe uszkodzonego
DNA, czy wejdzie w stadium apoptozy — jesli uszkodze-
nie jest zbyt powazne), a takze - wedtug najnowszych do-
niesienl — nadmierne wytwarzanie pigmentu w komérkach
skéry 1 wytwarzanie opalenizny. Giéwnym celem dziatani
zewnatrzkomorkowych biatka p53 jest hamowanie angio-
genezy i indukcja szoku tlenowego.

Biatko p53 odgrywa gtéwna role w indukcji apoptozy.
Kontroluje ono gtéwne szlaki indukcji apoptotycznej Smier-
ci komoérkowej. Wykazano, Ze inicjacja apoptozy moze za-
chodzi¢ w dwojaki sposéb: w wyniku transaktywacji, badz
oddzialywan z innymi biatkami komérki. Wykazano tez, ze
bez aktywnosci transaktywacyjnej biatko p53 jest w stanie
zainicjowaé apoptozg, co doprowadzito do stwierdzenia,
ze w przypadku indukcji $mierci komdrkowej (a takze za-
trzymania cyklu komérkowego), oddziatywania typu biat-
ko-biatko pelnia w zasadzie pomocnicza rolg przyspiesza-
jac kilkakrotnie proces transkrypcyjny [9].

Pierwszym zidentyfikowanym, aktywowanym przez p53
genem, jest gen bax, proapoptotyczny cztonek rodzi-
ny Bcl-2. W ciagu kilku lat odnaleziono kolejne — Noxa
[36] oraz PUMA [53], oba dziatajace jako biatka pomoc-
nicze w procesie Smierci apoptotycznej na $ciezce mito-
chondrialnej. Biatka powstajace po aktywacji promotoréw
tych genéw, wraz z produktem genu p53AIPI1, sa trans-
portowane do mitochondriéw i powoduja otwarcie poréw
w btonie wewngtrznej. Otwarcie poréw powoduje zabu-
rzenia fosforylacji oksydacyjnej, spadek potencjatu elek-
trochemicznego na blonie mitochondrialnej oraz uwolnie-
nie cytochromu c. Zdarzenia te powoduja catkowita utrate

funkcji mitochondriéw oraz aktywacj¢ kaskady Apafl/ka-
spaza 9. Kaspazy to proteazy cysteinowe, ktére nieswoiscie
tng biatka powodujac degradacjg¢ wngtrza komoérki i w re-
zultacie jej Smier¢ [4].

Nastgpna grupa genéw, aktywujaca p53 to PIGs (pS3 in-
duced genes), ktére koduja biatka enzymatyczne odpo-
wiedzialne za kontrole reakcji typu redox w komorce.
Reaktywne formy tlenu (ROS) wytwarzane przez PIGs
uszkadzaja mitochondria, co indukuje apoptozg. Substancje
antyoksydacyjne potrafig zahamowac zalezna od p53 apop-
tozg, a takze cofnaé zmiany wywotane w btonie mito-
chondrialnej (przywroci¢ potencjal btonowy oraz zamk-
na¢ pory). Dodatkowo, pS3 moze by¢ transportowane do
mitochondriéw, gdzie indukuje apoptoze¢ niezaleznie od
transkrypcji [28].

Biatko p53 jest takze zaangazowane w Sciezke zalezna od
btonowych receptoréw $mierci. Juz w latach dziewigc-
dziesiatych ubiegtego stulecia wykazano, ze p53 wzmaga
ekspresje genéw kodujacych receptory $mierci, takie jak
FAS/APO1, DRS/KILLER, a takze liganda jednego z tych
receptorow — FASL. Promotor genu DR5 okazat si¢ bezpo-
Srednio aktywowanym przez p53, natomiast ekspresja na
powierzchni komorki receptora FAS jest promowana przez
zwigkszenie jego transportu z aparatu Golgiego do btony
komoérkowej [41]. Aktywacja receptorow Smierci prowadzi
do ich trimeryzacji i inicjacji kaskady kaspaz. Dodatkowo
aktywacja PIDD — biatka zawierajacego domeng $mierci
— przez p53 réwniez prowadzi do apoptozy podobnej do
$ciezki receptoréw Smierci.

Dodatkowa funkcja biatka pS3 w aktywacji proceséw apop-
totycznych jest hamowanie transkrypcji czynnikéw wzro-
stowych i promujacych przezycie komorki. Do czynnikéw
takich naleza m.in. IGF1 (insulin-like growth factor 1) in-
sulinopodobny czynnik wzrostu, surwiwiny — biatka nale-
zace do rodziny IAP (inhibitor of apoptosis protein), ktére
powoduja inhibicje aktywacji kaspaz, przez co negatyw-
nie reguluja procesy proapoptotyczne, a takze hamuja ak-
tywnos¢ telomeraz.

Zalezne od p53 zatrzymanie cyklu komérkowego jest Scisle
zwigzane z funkcja transaktywacyjna tego biatka. Sposrod
wielu celéw transaktywacji biatka p53, p21 VAFVCP! jest tym,
ktéry zastuguje na uwagg. Aktywowany gen generuje pro-
dukt biatkowy, majacy zdolnos¢ do zatrzymania cyklu ko-
morkowego zaréwno w fazie G1, jak i G2. P21 WAFI/Cipl pale-
zy do rodziny CDK (cyclin dependent kinase), czyli kinaz
zaleznych od cyklin. Indukcja zatrzymania cyklu komor-
kowego przebiega w spos6b analogiczny do przebiegu za-
trzymania cyklu komérkowego po aktywacji biatka p53.
Komérki z delecja genu p21"AF/Cirl njie maja mozliwosci
zatrzymania cyklu komérkowego na zadnym punkcie kon-
trolnym, doktadnie tak, jak komorki z nieaktywnym biat-
kiem p53 [50,58].

Waznym biatkiem bioracym udzial w zatrzymaniu cyklu
komorkowego jest 14-3-3 sigma. Czynnik ten bierze udziat
w transdukcji sygnatu (jak cata rodzina biatek 14-3-3), m.in.
poprzez przylaczanie i oddzielanie ufosforylowanych bia-
fek (rozdzielanie agregatéw, roztaczanie komplekséw biat-
kowych). Biatko 14-3-3 sigma pelni istotng role w utrzy-
maniu aresztu cyklu komérkowego. Badania wykazaty,
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Ryc. 2. Gtdwne procesy komérkowe regulowane przez

uaktywnione biatko p53 (schemat). Indukcja

Skracanic biatka p53 przez czynniki stresowe powoduje

telomeréw jego aktywacje polegajaca na wiaczeniu jego

zdolnosci transaktywacji badz tez transrepresji

gendw majacych odpowiednia sekwencje

konsensusowa. W wyniku aktywagji p53 moze

dojs¢ do zahamowania cyklu komérkowego

badZ tez indukgji apoptozy w zaleznosci od

stopnia uszkodzenia komarki. Aktywne biatko

<. p53 moze tez by¢ bezposrednio zaangazowane

TRANSREPRESJA w naprawg DNA

bcl2
bely

ze komorki, w ktérych gen biatka zostal usunigty, potrafi-
ty zainicjowac areszt G,, ale nie potrafily go utrzymac na
tyle dtugo, aby mogto dojs¢ do efektywnej naprawy DNA
[10]. Biatka z rodziny 14-3-3 moga si¢ wigza¢ do p53 i ak-
tywowac jego funkcje transaktywacyjne, zwtaszcza po ir-
radiacji promieniowaniem jonizujacym. Aktywacja p53
zapobiega wznowieniu cyklu komérkowego w uszkodzo-
nych komérkach [51].

To, czy komorka przejdzie proces apoptozy, czy zostanie
zatrzymana w cyklu komérkowym zalezy od wielu czyn-
nikéw, m.in. od pozakomérkowych czynnikéw przezycio-
wych (np. IGF), zmian nowotworowych w komoérce, do-
stepnosci czynnikoéw i1 kofaktoréw transkrypcyjnych. Jednak
biatko p53 wptywa takze na wybor Sciezki, ktéra podazy
komorka. Zaréwno typ, jak i intensywnos$¢ stresu, ktére-
mu poddawana jest komoérka ma znaczenie dla poziomu
odpowiedzi wywotanej przez p53. Do indukcji apoptozy
konieczny jest znacznie wyzszy poziom aktywnego biat-
ka p53 niz do zatrzymania komérki w cyklu, co dowodzi,
ze p53 stabiej wiaze si¢ do promotoréw genéw proapop-
totycznych, niz kontrolujacych zatrzymanie cyklu komor-
kowego [50].

Dodatkowo zmiana aktywnosci biatka p5S3 wynika z mody-
fikacji (fosforylacje, zmiany konformacyjne), ktérym jest
ono poddawane podczas aktywacji. Fosforylacja pS3 na
Ser46 jest konieczna do transaktywacji proapoptotycznego
genu p53AIP1 (pS3-regulated apoptosis-inducing protein
1) oraz inhibicj¢ kinazy odpowiedzialnej za fosforylacje
Ser46 przez WIP1 (inhibicja indukowana przez p53). Ta
petla zwrotna zapewnia kontrole nad aktywnoscia biatka
p53 oraz zmniejsza jego aktywnos$¢ proapoptotyczna [35]

Biatko p53 jest nie tylko odpowiedzialne za zatrzymanie
komérek w cyklu komérkowym i uniemozliwienie im po-
wielania zmienionego materialu genetycznego, ale bie-
rze tez bezposrednio udziat w naprawie uszkodzern DNA.
Komoérki bez funkcjonalnego p53 nie maja zdolnosci typu
NER (nucleotide excision repair), naprawy DNA przez wy-
cinanie nieprawidtowych nukleotydéw, ktdra jest odpowie-
dzialna za naprawe po uszkodzeniach spowodowanych pro-
mieniowaniem UV [50], a takze BER (base excision repair)
— wycinania zasad uszkodzonych przez czynniki alkilujace,

wolne rodniki tlenowe lub hydrolizg [58]. Koniec C’ bial-
ka p53 wiaze si¢ bezposrednio do wielorakiego uszkodzo-
nego DNA, m.in. jednoniciowego DNA, koficéw peknigc
podwdjnej helisy DNA oraz powstatych w wyniku niepra-
widtowych insercji badz delecji ,,oczek” w DNA. Oprécz
tego biatko p53 ma aktywnos¢ egzonukleazy 3°-5°, co
wspomaga funkcje naprawcze.

Waznym elementem funkcji p53 w naprawie DNA jest
mozliwos¢ przytaczania si¢ do r6znych biatek zaangazowa-
nych w naprawe uszkodzonego DNA. Do grupy tych biatek
naleza m.in. CSB (zalezny od ATP czynnik remodelowa-
nia chromatyny), Ref-1 (biatko biorace udziat w naprawie
spontanicznych uszkodzeri DNA), XPB/ERCC3 (aktywu-
je helikazy DNA). Dodatkowo p53 moze wchodzi¢ w inte-
rakcje z samymi helikazami DNA — doswiadczenia Linke
i wsp. [27] wykazaty koimmunoprecypitacj¢ z helikazami
hRADS51 oraz hRAD54. Sciezki regulowane przez biatko
p53 przedstawia ryc. 2.

Regulacja biatka p53 w komoérce

W prawidtowych warunkach biatko p53 jest utrzymywane
w komorce na niskim poziomie i wystgpuje w postaci nie-
aktywnej. W czasie trwania cyklu komérkowego jego po-
ziom jest Scisle kontrolowany. W prawidlowych komérkach,
czas péltrwania biatka p53 jest ograniczony do minut, pod-
czas gdy w komoérkach narazonych na stres lub ekspozycje
na czynniki uszkadzajace DNA, czas ten wydtuza si¢ do
godzin. Podwyzszony poziom biatka p53 jest utrzymywa-
ny gtéwnie przez wydiuzenie jego czasu poéttrwania [25].

Za regulacj¢ poziomu i aktywnosci biatka p53 jest odpo-
wiedzialna cata sie¢ komérkowych biatek, takich jak WT-1,
MDM2, INK, Pirh-2, PARP-1, MDM4. Szczegélnie istotne
w regulacji poziomu biatka p53 w komdrce w Swietle ostat-
nich badan wydaja si¢ biatka MDM?2 i MDM4 (MDMX).

Gen Mdm?2 (murine double minute 2) odkryto w 1987 r. jako
jeden z trzech genéw (Mdm1-3) ulegajacych koamplifika-
cji w spontanicznie transformowane;j linii mysiej 3T3-DM
[8]. W ciagu pigciu lat udowodniono potencjal onkogen-
ny Mdm?2, a takze wykazano, iz biatko MDM2 wiaze i po-
woduje inhibicje aktywnosci biatka p53. Przedstawiono
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Ryc. 3. Kooperacja pomiedzy biatkami MDM2 i MDM4
w kontroli biatka p53. Przy braku sygnatow
stresowych, podstawowa funkcj biatka MDM2
jest utrzymanie niskiego poziomu biatka
p53, poprzez katalizacje jego ubikwitynagji.
W sytuadji stresu komdrkowego, biatko p53
katalizuje transkrypcje genéw bioracych
udziat w zatrzymaniu cyklu komérkowego
lub apoptozie, a takze genu kodujacego biatko
MDM2, przez co wytwarza sie negatywna
petla regulatorowa. Biatko MDMX (MDM4)
przyczynia sie do zahamowania aktywnosci
biatka p53 niezaleznie od biatka MDM?2. Biatko
MDM4 przez przytaczenie sie do domeny
transaktywacyjnej, powoduje inhibicje
aktywnosci transkrypcyjnej biatka p53, podczas
gdy udziat biatka MDM2 w inhibicji aktywnosci
transkrypcyjnej biatka p53 pozostaje niepewny
(linia przerywana). Inne ligazy ubikwityny
(Pirh2i Cop-1) takze znajduja sie pod kontrola
transkrypcyjna biatka p53, ale ich aktywnos¢
wydaje sie zalezna od biatka MDM2 (wg [29])

proteasomy

degradacja

réowniez, ze ludzki homolog MDM?2, biatko HDM2 (hu-
man double minute 2) ulega amplifikacji w guzach typu
migsak. Dalsze badania dowiodly, ze Mdm2 ulega ampli-
fikacji w 7,2% z 3889 ludzkich nowotworéw, w ktérych
wystepuje typ ‘dziki’ biatka p53 [33]. Najczesciej ampli-
fikacja dotyczyta nowotworéw tkanek migkkich (20%),
migsaka kosciopochodnego (16%) i nowotworu przetyku
(13%). Wykazano réwniez, ze polimorfizm jednego nukle-
otydu w rejonie promotorowym Mdm?2 prowadzi do dwu-,
trzykrotnego wzrostu ekspresji biatka MDM2, co z kolei
koreluje ze wzmozonym powstawaniem nowotworéw [44].
Nadekspresja biatka MDM2 zachodzi réwniez bez ampli-
fikacji genu Mdm?2 [17].

Zwazywszy, ze pS3 reguluje dodatnio ekspresj¢ genu Mdm?2,
powiazanie tych dwu biatek tworzy sprz¢zenie zwrotne —
petle, w ktérej pS3 samo kontroluje swa ilos¢ w komorce.
Analogiczna sytuacja wystgpuje gdy pod uwage wzigte zostana
wzajemne relacje biatka p53 z ligazami ubikwityny np. Pirh2
1 COP-1, ktére ubikwitynuja biatko pS3 promujac jego degra-
dacje, a wysoki poziom biatka p53 indukuje ich ekspresje.

W pdznych latach dziewigédziesiatych ub.w., screening
w poszukiwaniu biatek wiazacych biatko p53 z uzyciem my-
siej biblioteki cDNA doprowadzit do odkrycia biatka, dzie-
lacego strukturalng homologig z biatkiem MDM?2. Biatko to
nazwano poczatkowo MDMX, a nast¢pnie nadano oficjalna
nazwe MDM4 (ludzkie homologii to odpowiednio HDMX
lub HDM4). Ogromna rola tego biatka w procesie nowo-
tworzenia ujawnila si¢ w ostatnich kilku latach. Okazato
sig, ze gen Mdm4 ulega amplifikacji w 10-20% z 800 prze-
badanych nowotworéw, takich jak rak ptuca, okreznicy, zo-
tadka czy piersi. W przypadku siatkéwczaka, amplifika-
cje¢ genu Mdm4 stwierdzono az w 65% przypadkéw [44].

To, co czyni biatka MDM2 i MDM4 wyjatkowymi, to to, ze
poza czg¢sto zmienionym profilem ekspresji w nowotworach,

okazaly si¢ dziata¢ jako gtéwne i swoiste inhibitory biatka
pS3 w rozwoju embrionalnym. Zaréwno brak biatka MDM?2
(Mdm2—/-), jak i biatka MDM4 (Mdm4-/-), w obecnosci
aktywnego biatka p53 w komoérkach (7P53+/+), prowadzi
do $mierci myszy in utero. Jednak ani fenotyp MDM2—/—,
ani MDM4—/— nie jest Smiertelny w przypadku braku ak-
tywnego biatka pS3 w komérkach (pS3—/—) [29].

Jak wspomniano wczesniej, gen Mdm2 znajduje si¢ pod
kontrola transkrypcyjna biatka pS3. W komorce niena-
razonej na stres biatka p53 i MDM?2 oscyluja na podob-
nym, niskim poziomie. Dzieje si¢ tak dlatego, ze wytwa-
rzane w niewielkiej iloSci w prawidlowej komoérce biatko
pS3, indukuje transkrypcje genu Mdm?2. Biatko MDM?2 jest
negatywnym regulatorem biatka p53, dziatajacym na dwa
gtéwne sposoby. Po pierwsze, wiaze si¢ ono do domeny
N-terminalnej biatka p53, blokujac interakcje z czynnika-
mi transkrypcyjnymi i kofaktorami transkrypcji oraz powo-
dujac eksport biatka do cytoplazmy. W ten spos6b MDM2
zmniejsza aktywnosc¢ transkrypcyjng biatka pS3. Drugi me-
chanizm wptywa na stabilnos¢ biatka p53 i wykorzystuje
zdolnos¢ MDM2 do ubikwitynacji biatka p53, dzigki aktyw-
nosci E3 ligazy ubikwityny. Ubikwitynacja N-terminalne;j
domeny biatka p53 promuje jego degradacje w proteaso-
mach. Mniejsza ilos$¢ biatka p53 oznacza réwniez zmniej-
szong ekspresje¢ genu Mdm2. W ten sposob tworzy si¢ ne-
gatywna petla regulatorowa migdzy dwoma biatkami [29]

Mimo iz odkryto inne ligazy ubikwityny, katalizujace ubi-
kwitynacje biatka p53 (Pirh2, Cop-1 czy ARF/BP1), zadna
z nich nie jest w stanie wydajnie, jesli w ogéle, rekompen-
sowac braku biatka MDM?2 in vivo (ryc. 3) [45].

Wspomniane biatko MDM4 towarzyszy biatku MDM?2
w inhibicji aktywnosci biatka p53 (ryc. 4). Gen Mdm4
nie znajduje si¢ jednak pod kontrola transkrypcyjna biat-
ka p53. Nadmierne wytwarzanie biatka MDM4 prowadzi
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Ryc. 4. Schematyczne poréwnanie zdarzen komérkowych dotyczacych regulagji aktywnosci biatka p53 zachodzacych w komdrce w warunkach fizjologicznych
jak i w warunkach stresu. W komérce nienarazonej na stres, poziom biatka p53 requlowany jest przez negatywna petle requlatorowa utworzong przede
wszystkim miedzy biatkami p53 i MDM2. W warunkach stresu dodatkowo biatko MDM2 poprzez tworzenie heterodimerdw katalizuje degradacje
biatka MDMX i autodegradacje, co prowadzi do fosforylagji (P) i nastepnie akumulacji biatka p53. W odpowiedzi na stres wzrasta poziom biatka
MDM2, co prowadzi do jeszcze bardziej efektywnej degradacji MDMX i jednoczesnej petnej aktywadji p53. Aktywne biatko p53 ulega translokacji
do jadra, gdzie reguluje transkrypcja genéw, ktérych produkty s zaangazowane w regulacje cyklu komérkowego badz apoptoze (wg [56])

do zahamowania aktywnosci transkrypcyjnej biatka p53.
Co wigcej, w oparciu o do§wiadczenia z zastosowaniem
dwuhybrydowego systemu drozdzowego, udato si¢ do-
wiesé, ze biatko MDM4 bezposrednio oddziatluje z biat-
kiem MDM?2. Wkrétce potem oddziatywanie to potwierdzo-
no in vivo. Heterooligomeryzacja biatek MDM?2 i MDM4
okazata si¢ prowadzi¢ do powstania duzo stabilniejszego
produktu niz homooligomeryzacja kazdego z tych biatek
[42]. Biatko MDM4 oddziatuje wigc bezposrednio zar6w-
no z biatkiem p53, jak i z biatkiem MDM?2, co sugeruje,
ze bierze udzial w regulacji interakcji MDM2-p53 [56].

Stabilnos¢ biatka MDM4 zalezy od biatka MDM?2, ktére
moze katalizowac jego ubikwitynacje i promowac degradacje
w proteasomach. Wedlug modelu Toledo i Wahla, [44], biat-
ka MDM?2 i MDM4 reguluja poziom biatka p53 odmiennie,
acz komplementarnie: MDM4 wptywa na aktywnos¢ biat-
ka p53, a MDM2 reguluje gtéwnie jego stabilnos¢. Jednak
doktadna rola biatka MDM4 w regulacji aktywnosci bia-
tek MDM2 i p53 pozostaje ciagle nie w petni zbadana [29].

W warunkach stresu biatko MDM?2 ulega autodegradacji,
a takze poprzez formowanie heterooligomerdw z biatkiem

MDM4, katalizuje degradacj¢ biatka MDM4. Prowadzi to
do akumulacji biatka p53 w komorce. Ze wzgledu na to,
ze gen Mdm?2 znajduje si¢ pod transkrypcyjna kontrola
biatka p53, wzrasta ekspresja genu Mdm2 i poziom biat-
ka MDM2 w komérce. Skutkuje to jeszcze bardziej efek-
tywna degradacja biatka MDM4 i jednoczesna petna ak-
tywacja biatka p53 [29,44] (ryc. 4).

Mapowanie interakcji MDM2-p53 wskazuje, ze w formo-
waniu kompleksu bierze udziat trzynascie kluczowych ami-
nokwaséw N-terminalnego konca biatka MDM?2 i amino-
kwasy 19-25 domeny transaktywacyjnej biatka pS3 [44].
Krystalizacja kompleksu pozwolita uwidocznié, ze za od-
dziatywanie $cisle odpowiedzialna jest hydrofobowa kie-
szefi na powierzchni biatka MDM?2 oraz trzy gtéwne hy-
drofobowe aminokwasy biatka p53: Phel9, Leu22 i Trp23.

INAKTYWACJA BIALKA P53 W NOWOTWORACH JAKO KLUCZ DO
EFEKTYWNE) TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE)

Jak wspomniano wczesniej, w wigkszosci nowotworéw ludz-
kich aktywnos$¢ biatka p53 nie jest petna. Jest to warunek
konieczny do progresji nowotworu, dlatego zwykle jedna
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Ryc. 5. Selektywne, farmakologiczne zahamowanie
interakcji p53-MDM2 jako obiecujaca
strategia przeciwnowotworowa. Zwigzki
niskoczasteczkowe zaburzajace tworzenie
kompleksu p53-MDM2 (antagonisci)
przywracaja aktywnos$¢ biatku wtp53
w komérkach nowotworowych, prowadzac
do masywnej akumulagji biatka ze wzgledu
na aktywowane w nich onkogeny a potem
do zatrzymania cyklu komdrkowego badz
apoptozy (wg [56])

degradacja

z pierwszych mutacji jest taka, ktéra umozliwia obejscie
mechanizméw komérki odpowiedzialnych za wykrywanie
i naprawe uszkodzenn DNA podczas zatrzymania cyklu ko-
morkowego lub indukcje apoptozy w nieprawidtowych ko-
morkach. Istnieje kilka mozliwos$ci mutacji, ktérych efek-
tem bedzie dezaktywacja biatka p53 bezposrednio (biatko
pS3 wystepuje w komorce w postaci nieprawidtowej) lub
posrednie hamowanie jego funkcji (biatko pS3 zachowuje
wszystkie swoje funkcje, ale mimo to nie moze zahamowac
podziatéw komdrkowych ani indukowaé smierci komorki).

W sytuacji, kiedy nie obserwujemy mutacji w genie 7P53,
ale komorka jest w stanie przejs$¢ przez punkty kontrolne cy-
klu oraz nie wchodzi w stadium apoptozy mimo uszkodzenia
DNA, oznacza to, ze funkcje biatka p53 zostaty zablokowane.

Jednym z czestszych powodéw braku aktywnosci biatka
p53 jest nadekspresja czynnikéw je wiazacych, takich jak
MDM2 i MDM4. Zwiekszona iloS¢ MDM2 w komorce
powoduje, ze wigkszos¢ biatka p53 jest zwiazana i w re-
zultacie nieaktywna, a ponadto powoduje znaczny wzrost
trawienia p53 w proteasomach.

Wiele przytoczonych wyzej dowodéw wskazuje, iz biat-
ko MDM2 jest gtéwnym negatywnym regulatorem biat-
ka p53 oraz gtéwnym supresorem jego aktywnosci w no-
wotworach z nadekspresja biatka MDM?2 [3]. Uwalniajac
biatko p53 z kompleksu z biatkiem MDM?2 mozna by wigc
stabilizow¢ supresor nowotworéw oraz aktywowaé Sciez-
ke sygnalizacyjna biatka p53, prowadzaca do zatrzyma-
nia cyklu komérkowego i apoptozy. Hipoteza ta zostata
zweryfikowana wielokrotnie [5,11,12]. Wyniki wskazuja,
ze uwolnione z kompleksu biatko p53 ulega gwattownej
akumulacji w jadrach komérek nowotworowych, skutku-
jac zatrzymaniem cyklu komérkowego i indukcja apopto-
zy. Dobrze scharakteryzowana interakcja biatek stala sig
podstawa do zaprojektowania niebiatkowych, niskocza-
steczkowych inhibitoréw interakcji MDM2-p53, a takze
MDM4-p53, prowadzacych do reaktywacji pS3 i beda-
cych potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi [45].
Schemat potencjalnego dzialania inhibitora oddziatywan
p53-MDM2 przedstawiono na ryc. 5.

Mozna wyodrebni€ trzy gléwne strategie ograniczenia od-
dziatywan migdzy MDM2 i p53 oparte na: zahamowaniu
ekspresji MDM2, inhibicji oddziatywania MDM2 — p53
oraz blokowaniu aktywnosci MDM2 jako ligazy ubikwity-
ny. Zostang one szczegdtowo opisane w kolejnym rozdziale.

ZWIAZKI NISKOCZASTECZKOWE AKTYWUJACE BIALKO P53
W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Pierwsza ze wspomnianych strategii terapeutycznych opie-
ra si¢ na zahamowaniu ekspresji biatka MDM?2. Blokade
ekspresji z genu Mdm?2 uzyskano m.in. za pomoca antysen-
sownych oligonukleotydéw zaréwno w kulturach in vitro
jak i w modelach mysich. Wprowadzenie hipomorficznego
allelu genu Mdm?2 do modelu mysiego spowodowato ob-
nizenie poziomu biatka do —30% w poréwnaniu z mysza
typu dzikiego i w rezultacie nieznaczny wzrost aktywno-
Sci p53, ktory wystarczyt do prawidlowego wzrostu i za-
hamowania rozwoju nowotworu w modelach mysich [30].

Interakcje pS3-MDM2 to obecnie jeden z gtéwnych kie-
runkéw badan nad potencjalem terapeutycznym biatka
p53 w zwalczaniu choréb nowotworowych. Odkryto juz
wiele zwiazkéw i molekut, ktére w rézny sposob ingeruja
w oddzialywania MDM?2 — p53 typu dzikiego (tabela 1).

Biatko MDM2 wiaze si¢ z N-terminalng domena p53 i po-
przez to wigzanie blokuje zdolnosci transaktywacyjne biatka
p53. Aminokwasy 25—-109 biatka MDM?2 tworza hydrofo-
bowe wglebienie, w ktére miesci si¢ cata domena transak-
tywacyjna p53, mimo ze nie cata bierze udziat w wiazaniu
(trzy aminokwasy pelnia istotna rol¢ w wigzaniu MDM?2,
sg to Phel9, Trp23 oraz Leu26).

Jak wspomniano, obecnie wykorzystuje si¢ trzy gtéwne spo-
soby poszukiwania molekut aktywujacych biatko pS3 w ko-
moérkach nowotworowych. Pierwsza oparta jest na screenin-
gu in vitro zwiazkéw, ktore wiaza si¢ do biatka MDM?2 badz
blokuja aktywnos¢ E3 ligazy tego biatka. Doprowadzito
to w 2004 r. do identyfikacji grupy zwiazkéw o rdzeniu
cis-imidazolinowym, zwanych nutlinami [46]. Nutliny to
zwiazki faczace si¢ bezposrednio do biatka MDM2 i przez
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Tabela 1. Zwiazki niskoczasteczkowe aktywujace biatko p53 typu niezmutowanego (w oparciu o [7])

Zwiazek Mechanizm dziatania Faza badan klinicznych
Nutlin wigzanie do MDM2 [46] I
MI-219 wigzanie do MDM2 [14] I

Tenovin-6 inhibicja SIRTTi SIRT2 [23] przedkliniczna

RITA wigzanie do p53 [22]

przedkliniczna

Leptomycyna B

wigzanie do CRM1 [34] |

Aktynomycyna D

uwolnienie RPL11iRPL5 [13]

zaakceptowana (daktynomycyna)

to hamujace jego aktywnos¢ regulatorowa wzgledem biatka
pS3. Dzigki budowie mimikujacej trzy reszty aminokwaso-
we domeny transaktywacyjnej biatka pS3, wiaza si¢ do hy-
drofobowej kieszeni biatka MDM?2 i w konsekwencji blo-
kuja jego interakcje z biatkiem p53. Inhibitory te zaburzaja
tworzenie si¢ kompleksu migedzy biatkiem MDM?2 a p53
juz w stezeniach nanomolowych (IC, =90 nM dla nutliny
3a, aktywnego enancjomera nutliny 3) [45]. Dowiedziono,
iz nutliny sa pobierane przez wiele typow komérek nowo-
tworowych, prowadzac do stabilizacji biatka p53 i aktywa-
cji jego Sciezki sygnatowej. Proliferujace komérki nowo-
tworowe, po ekspozycji na mikromolowe stezenia nutliny,
byty efektywnie zatrzymywane w fazie G1 i G2 oraz ule-
galy apoptozie. Niestety, zwiazki te okazaty si¢ stabymi
antagonistami interakcji p53 — MDM4 oraz wykazywaty
duza toksycznos¢ systemowa u myszy [7].

Druga strategia poszukiwania zwigzkéw o wysokim po-
tencjale przeciwnowotworowym oparta jest na screeningu
zwiazkéw chemicznych dostgpnych w bazie NCI (National
Cancer Institute) w testach biologicznych na modelach ko-
morkowych. W ten sposéb zidentyfikowano zwiazek o na-
zwie RITA (reactivation of p53 and induction of tumor cell
apoptosis), niegenotoksyczny aktywator biatka p53, ktory
wiazac si¢ do jego domeny transaktywacyjnej, uniemoz-
liwia interakcj¢ z biatkiem MDM?2 [22]. RITA wiaze si¢
do biatka p53 w obrgbie domeny N-terminalnej i zaburza
oddziatywanie p5S3 z MDM?2 zaréwno in vitro jak i w ko-
moérkach. Udowodniono, ze RITA indukuje ekspresje ge-
néw znajdujacych si¢ pod kontrolg transkrypcyjng biatka
pS3 oraz apoptoz¢ w wielu liniach komérek nowotworo-
wych, zachowujacych typ dziki biatka p53 [22]. Ponadto
doniesienia tej grupy wykazaty, iz RITA jest bardzo sku-
tecznym chemioterapeutykiem réwniez ex vivo i hamuje
rozwdj guzow u myszy w sposob zalezny od biatka p53.

Szeroko zakrojone przeszukiwanie biblioteki zwigzkéw
naturalnych zaowocowato identyfikacja aktynomycyny D,
antybiotyku pozyskiwanego z promieniowca Streptomyces
parvulus jako silnego aktywatora biatka p53. Zwiazek ten
powoduje zahamowanie syntezy rybosomalnego RNA, co
uniemozliwia biogenez¢ rybosoméw i uwalnia biatka ry-
bosomalne RPL11 i RPLS, ktére wiaza i inaktywuja biat-
ko MDM?2. Mimo iz aktynomycyna D powoduje uszko-
dzenie DNA i jest zwiazkiem toksycznym w wysokich
stgzeniach, w matych dawkach okazata si¢ bardzo swo-
istym aktywatorem biatka p53 w komoérkach nowotworo-
wych [13]. Ponadto jest ona obecnie wykorzystywana w le-
czeniu pacjentéw z chorobami nowotworowymi (tabela 1).

Trzecia strategia, majaca na celu identyfikacje zwiazkow ni-
skoczasteczkowych, zaburzajacych interakcje pS3 — MDM?2
polega na modelowaniu molekularnym w oparciu o struk-
tur¢ obu biatek. Owocem tej techniki jest odkrycie spiro-
oxindoli, inhibitoréw biatka MDM?2 [14]. Wykazano, iz
zwiazki te po podaniu do komérek nowotworowych, in-
dukuja zatrzymanie cyklu komérkowego i Smieré komor-
kowa, natomiast w przypadku zdrowych komérek, jedynie
zatrzymanie cyklu komérkowego. Dziatanie tych inhibito-
réw jest Scisle zalezne od reaktywacji biatka p53 w trakto-
wanych komérkach. Spiro-oxindole zaburzaja kompleksy
p53-MDM2 w wielu liniach komérkowych przy warto-
Sciach IC, ) wynoszacych juz 30-2000 nM. Najbardziej
obiecujaca pochodna tych inhibitoréw okazat si¢ zwiazek
MI-219, wykazujacy najlepsza farmakodynamike i biodo-
stgpnos¢ w modelach mysich. Wykazano, iz MI-219 indu-
kuje regresje nowotworu, nie generujac jednoczesnie tok-
sycznosci specyficznej tkankowo. Jednak poziom biatka
p53 indukowany przez MI-219 jest niski i niewystarczaja-
cy do aktywacji apoptozy nawet we wrazliwych tkankach,
takich jak grasica [7].

Jak juz wezesniej wspomniano, biatko p53 ulega wielu mo-
dyfikacjom potranslacyjnym, wplywajacym na jego aktyw-
nos¢. Okazuje sig, iz na wzrost stgzenia biatka p53 w ko-
morkach nowotworowych mozna wptywacé nie tylko przez
zaburzanie formowania si¢ kompleksu z biatkiem MDM?2,
ale takze celujac w inne biatka regulatorowe. Przyktadem
takich zwiazkow sa zidentyfikowane w oparciu o testy ko-
morkowe, tenovina 1 i jej lepiej rozpuszczalna w roztwo-
rach wodnych pochodna, tenovina 6 [23]. Tenoviny po-
woduja nagty wzrost poziomu biatka p53 w komoérkach
traktowanych juz st¢zeniami mikromolowymi zwiazku.
Co wigcej, tenorina 6 podawana dootrzewnowo w dawce
50 mg/dzieri znaczaco opdzniata wzrost ksenograféw ludz-
kich komoérek czerniaka w modelach mysich [23]. W dwu-
hybrydowym tescie drozdzowym wykazano, iz tenovi-
ny powoduja zahamowanie aktywnosci NAD*-zaleznych
deacetylaz SIRT1 i SIRT2, nalezacych do rodziny sirtu-
in — trzeciej klasy deacetylaz histonéw. Deacetylacja biat-
ka p53 powoduje jego destabilizacje i hamuje aktywnos¢
transkrypcyjna, wiec inhibicja sirtuin powinna prowadzi¢
do akumulacji biatka p53 i indukcji pS3-zaleznej apopto-
zy. Rzeczywiscie, traktowanie tenovinami komorek raka
piersi (MCF7) powodowalo akumulacj¢ w nich acetylowa-
nego biatka p53 oraz acetylowanej tubuliny — substratéw
odpowiednio SIRT1 i SIRT2. Po identyfikacji doktadnego
mechanizmu dziatania tych zwiazkéw, dalsza chemiczna
optymalizacja ich aktywnosci polegajaca na strukturalne;j
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modyfikacji w celu podniesienia np. swoistosci substrato-
wej, jest obecnie mozliwa [7].

Interesujacym sposobem identyfikacji specyficznych ak-
tywatorow biatka p53, jest testowanie znanych molekut,
regulujacych zjawiska wptywajace na aktywnosé p53.
Najlepszym przyktadem opisywanym w literaturze jest
leptomycyna B i jej pochodne — inhibitory eksportu biatek
z jadra. Leptomycyna B jest inhibitorem eksportyny CRM1,
a jej pochodne wykazaty korzystne dzialanie w badaniach
przedklinicznych z uzyciem modeli zwierzecyh [34].

Nasze wieloletnie badania nad mechanizmami lezacymi
u podstaw terapii fotodynamicznej (PDT) wykazaty, iz fo-
touczulacz, protoporfiryna IX (PpIX), bezposrednio od-
dzialuje z typem ,,dzikim” biatka p53 in vitro oraz indu-
kuje $mier¢ komorek raka okreznicy (HCT 116) w sposéb
zalezny 1 niezalezny od biatka p53 [54]. W pracy wykaza-
liSmy, iz PpIX moze bezposrednio wigzaé si¢ z biatkiem
p53, przez co zaburza formowanie kompleksu z biatkiem
MDM2. Zapobiega to degradacji biatka p53 i prowadzi do
jego stabilizacji. PpIX dziata wigc analogicznie do opisywa-
nych wczesniej niskoczasteczkowych inhibitoréw interak-
cji p53 — MDM2, potencjalnych lekéw przeciwnowotworo-
wych. W efekcie obserwuje si¢ indukcje zaleznej od biatka
pS3 apoptozy jeszcze w ciemnosci, przed wzbudzeniem
protoporfiryny Swiattem. Wzbudzenie Swiatlem o energii 2
J/cm? indukuje apoptoze w komorkach zawierajacych biat-
ko p53 (p53**), jak i jego pozbawionych (p537), co dowie-
dziono badajac indukcj¢ proapoptotycznego genu PUMA,
bedacego jednoczesnie pod kontrola transkrypcyjna biatka

PismiennicTwo

p53. Ostatnie badania wskazuja, ze biatko p73, homolog
biatka p53, moze prowadzi¢ do indukcji apoptozy przez
transaktywacj¢ genu PUMA. Bialko p73 ulega ekspresji
zaréwno w linii HCT 116 p53**, jak i p53~-. Mozliwe jest
wigce, ze w komorkach niemajacych aktywnego biatka p53,
dochodzi do indukcji apoptozy poprzez aktywacj¢ biatka
p73 przez protoporfiryneg IX [54,55,57].

W zgodzie z tymi obserwacjami sa badania Mitsunaga
i wsp. [32], w ktérych wykazano, ze indukcja wczesnej
apoptozy w komérkach HCT 116 na skutek PDT jest za-
lezna od obecnosci proapoptotycznego biatka Bax i biatka
p53. W poréwnaniu do typu dzikiego, komérki HCT 116
Bax™~ i p537 wykazaty duzo wieksza zywotnos¢ w od-
powiedzi na PDT.

Ostatnie doniesienia literaturowe podaja, ze inhibitory od-
dziatywan p53 — MDM2 oraz p53 — MDM4 mogtyby by¢
stosowane w leczeniu okoto 2—-3 milionéw pacjentéw dia-
gnozowanych z nowotworem kazdego roku [43].

Whnioski

Powszechnie przyjeto, iz biatko p53 jest najistotniejszym
sensorem stresu w komorkach. Jego celowa inaktywacja
w komoérkach nowotworowych w wyniku nagromadzenia si¢
zmian genetycznych, potwierdza jego istotna rol¢ w rozwoju
i przerzutowaniu guzéw. Dlatego tez wydaje sig, iz strategie
terapeutyczne opierajace si¢ na reaktywacji biatka p53 w ko-
morkach nowotworowych powinny stanowi¢ w przysztosci
skuteczne narzedzie w zwalczaniu tzw. dzumy XXI wieku.
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