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Obitelj gena p53 — uloga u razvoju

organizma i tumorigenezi
The p53 family of genes in development and tumor formation

Arijana Zori¢, Andela Horvat, Neda Slade’

\ Zavod za molekularnu medicinu,

Laboratorij za molekularnu onkologiju,
Sazetak. Tumor supresorski gen p53 ima kriticnu ulogu u kontroli stani¢nog rasta i odrZavanju Institut “Ruder Bogkovi¢”, Zagreb

genetske stabilnosti. Ove aktivnosti posljedica su cinjenice da p53 stvara tetramere koji se
vezu za odredeni slijed na DNA i aktiviraju transkripciju. Gubitkom tumor supresorske aktivno-
sti, mutirani proteini p53 dobivaju onkogeni potencijal sto rezultira nekontroliranim rastom
stanica tumora. Otkrivena su i dva srodnika gena p53 — p63 i p73, koji pokazuju veliku struk- Primljeno: 30. 12. 2009.
turnu slicnost s genom p53, ali funkcionalno velike razlike. Sva tri gena imaju dva promotora, Prihvaceno: 26. 2. 2010.
Sto zajedno s alternativnim izrezivanjem i alternativnim pocetkom translacije daje brojne izo-
forme proteina s razli¢itim funkcijama. Tako geni p63 i p73 imaju vrlo sloZzenu strukturu i kodi-
raju dvije skupine izoformi proteina koje imaju suprotno funkcionalno djelovanje — izoforme s
transaktivacijskim podruéjem (TAp63/73) koje imaju tumor supresorsko djelovanje i izoforme
bez transaktivacijskog podrucja (ANp63/73) s potencijalnim onkogenim djelovanjem koje dje-
luju kao transdominantni inhibitori TAp73 i divljeg tipa p53. Nedavno je utvrdeno da i p53 sa-
drzi jos jedan promotor, te da dolazi do sinteze visestrukih izoformi ¢ija funkcija nije jos u pot-
punosti jasna. U ovom preglednom radu opisane su razliCite izoforme p63, p73 i p53 te njihova
uloga u razvoju i tumorigenezi. Istrazivanja ¢lanova obitelji p53, posebice njihovih medusob-
nih interakcija, pridonijet e rasvjetljavanju uloge ovih proteina u nastanku i razvoju tumora.

Kljucne rijeci: diferencijacija, p53, p63, p73, razvoj, tumorigeneza

Abstract. TP53 tumor suppressor protein is crucial in the cell growth control and the main-
tenance of genomic stability. These activities are due, at least in part, to its ability to form
homooligomers that bind to specific DNA sequences and activate transcription. Later dis-
covered p53 homologues, p63 and p73 share remarkable structural and partly functional
similarity with p53. All three genes have two promoters and undergo alternative splicing to
generate multiple isoforms that might play important roles in carcinogenesis. Both p63 and
p73 genes generate two groups of isoforms: transactivating forms (TAp63/73) with tumor
suppressor activities as well as a number of N-terminally truncated transactivation- defi-
cient transdominant isoforms (called ANp63/73). It was recently discovered that p53, like
p73, has a second internal promoter that leads to the synthesis of multiple isoforms whose
function is not yet fully clear. In this review different isoforms of p63, p73, p53 and their
roles in development and tumorigenesis are described. Defining the interactions between
p53/p63/p73 would give a new insight into the roles of these proteins in tumorigenesis.
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OBITELJ GENA P53

Prvi ¢lan obitelji p53, gen p53, otkriven je 1979.
godine kao stani¢ni protein koji ulazi u interakciju
s onkogenim T antigenom virusa SV40%2. Tumor
supresorski gen p53 ima klju¢nu ulogu u tumori-
genezi®— odgovoran je za regulaciju stani¢nog ci-
klusa, programirane stani¢ne smrti i stani¢nog
starenja (senescencije). Kontrolira stani¢ni odgo-
vor na stres potiCuci apoptozu i zastoj stani¢nog
ciklusa te tako sprjecava nastanak tumora. Gubit-

Bioloske funkcije izoformi proteina p63 i p73 vrlo su ra-
zlicite i specificne. Izoforme proteina p53 jos uvijek ima-
ju nerazjasnjene uloge. Nove spoznaje o ulozi pojedinih
izoformi u stani¢nim procesima vezanim uz nastanak tu-
mora mogle bi pomoci boljem razumijevanju tih proce-
sa i pronalasku novih metoda lije¢enja bolesnika obolje-
lih od tumora.

136

kom tumor supresorske aktivnosti mutirani pro-
teini p53 dobivaju onkogeni potencijal Sto rezulti-
ra nekontroliranim rastom stanica tumora.

Prvi homolog gena p53, gen p73, otkriven 1997.
g., nalazi se na poloZaju 1p36.2-3, regiji kromoso-
ma koja je Cesto deletirana u neuroblastomima,
tumorima kolona, melanomima i tumorima doj-
ke*. Godine 1998. otkriven je novi ¢lan obitelji

p53, gen p63, smjesten na poloZaju 3q27-29, re-
giji kromosoma koja je ¢esto udvostruc¢ena u ra-
zlicitim vrstama tumora, Sto ukazuje na moguci
onkogeni uc¢inak gena p63°.

Mutacije gena p73 i p63 u tumorima nisu prona-
dene, ali postoji vazna dominantno-negativna
veza izmedu proteina p53, p63 i p73. Ta veza te-
melji se na stvaranju heterokompleksa izmedu
odredenih izoformi proteina p53 i p73, pri ¢emu
dolazi do inhibicije njihove funkcije.

STRUKTURA PROTEINA P53/P63/P73

Obitelj gena p53 ima vrlo veliku strukturnu slic-
nost u organizaciji genoma (slika 1). Sva tri ¢lana
obitelji p53 sadrze tri podrucja karakteristicna za
transkripcijske faktore. Na N-kraju nalazi se tran-
saktivacijsko podrucje (TAD; engl. transactivation
domain), sredisnje i najvece je DNA-vezno po-
drucje (DBD; engl. DNA-binding domain), a na C-
kraju nalazi se oligomerizacijsko podrucje (OD;
engl. oligomerization domain)®. lzmedu DNA-ve-
znog podrucja i oligomerizacijskog podrucja nala-
zi se malo podrucje — signal za smjestanje u jez-
gru (NLS; engl. nuclear localization signal).
Nadalje, svi predstavnici obitelji p53 sadrze bar
jedno podrucje bogato prolinom (PRD; engl. pro-
line rich domain) s motivom PXXP (gdje je P =
prolin, a X = bilo koja druga aminokiselina). Na
svom C-kraju imaju inhibitorno podrucje i po-
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Slika 1. Usporedna struktura gena p53, p63i p73.
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Figure 1. Comparative gene structure of p53, p63 and p73 genes.

Osnovni elementi strukture gena p53, p63 i p73 obuhvacaju transaktivacijsko podrucje (TAD, od engl. transactivation
domain), podrucje bogato prolinom (PXXP), DNA vezno podrucje (DBD; engl. DNA-binding domain), signalno
podrucje za smjestanje u jezgru (NLS; engl. nuclear localisation signal), oligomerizacijsko podrucje (OD; engl.
oligomerization domain). Geni p63 i p73 imaju podrucje sa sterilnim a-motivom (SAM; engl. sterile a motif) i
inhibitorno podrucje (engl. inhibitory domain), dok p53 ima bazno podrucje (BD; engl. basic domain).
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Slika 2. Shematski prikaz izoformi gena p53/p63/p73.
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Figure 2. Schematic presentation of p53, p63 and p73 isoforms.

Brojevi ispod kucica prikazuju eksone, crna boja kucica prikazuje nekodirajuce regije. Strelice oznacavaju razlicita
mjesta pocetka transkripcije. Izoforme p53 i p73 nastale alternativnim izrezivanjem N-kraja prikazane su iscrtkanim
linijama, dok su izoforme koje se razlikuju na svom C-kraju svih ¢lanova obitelji p53 prikazane punim linijama i grckom

nomenklaturom.

drucje sa sterilnim a-motivom (SAM; engl. sterile
o motif)’, dok protein p53 na svom C-kraju ima
bazno podrucje (BD; engl. basic domain).

Svi ¢lanovi obitelji p53 imaju dva promotora (slika
2): P1 smjesten uzvodno od eksona 1, i P2 smje-
Sten unutar eksona 3 (p63 i p73), odnosno ekso-
na 4 (p53). Koristenjem dvaju promotora i alter-
nativnim izrezivanjem sintetiziraju se razlicite
izoforme. Prepisivanjem gena s promotora P1 na-
staju izoforme koje imaju transaktivacijsko po-
drucje — p53, TAp63, TAp73. Kombiniranim kori-
Stenjem alternativnog izrezivanja na 5’ kraju te
razli¢itih promotora nastaju dodatne izoforme
proteina TAp63 i TAp73. Alternativnim izreziva-
njem transkripta gena p73 koji se prepisuju s pro-
motora P1 nastaju izoforme Ex2p73, Ex3p73 i
Ex2/3p73. Izoformi Ex2p73 nedostaje ekson 2,
izoformi Ex2/3p73 eksoni 2 i 3, a izoformi Ex3p73
ekson 37. Prepisivanjem s alternativnog promoto-
ra P2 unutar introna 3, odnosno 4, nastaju izofor-
me bez transaktivacijskog podrucja kojima nedo-
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staje dio N-kraja, a po funkciji su suprotne
izoformama TAp63/p73 (ANp53, ANp63, ANp73).
ANp63 i ANp73 imaju dominantno- negativni utje-
caj na aktivnost gena p53, p63 i p73%, te mogu di-
rektno inaktivirati njihove ciljne gene®®. Budud¢i da
izoforme TAp63/p73 i ANp63/p73 djeluju kao tu-
morski supresori, odnosno onkogeni, ¢esto govori-
mo o strukturi “dva gena u jednom”.

Nedavno je utvrdeno da i gen p53 kodira za niz ra-
zlicitih izoformi, jos uvijek nerazjasnjenih bioloskih
funkcija. 1zoforme A133p53 prepisuju se s alterna-
tivnog promotora P2 unutar introna 4'° dok se
izoforme A40p53 (p47) prepisuju s prvog promo-
tora P1, ali nemaju isto inicijacijsko mjesto kao div-
lji tip p53; ili pak nastaju alternativnim izreziva-
njem introna 22 (slika 2). Izoforme A133p53 i
A40p53 zajednicki se nazivaju ANp53 jer im nedo-
staje dio ili cjelovito transaktivacijsko podrucje.
Vecina alternativnog izrezivanja, medutim, doga-
da se na 3’ kraju, od eksona 10 do 13, ¢ime nasta-
ju izoforme koje se razlikuju na svom C-kraju®.

http://hrcak.srce.hr/medicina
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Tako u zdravim stanicama postoji najmanje Sest
izoformi proteina p73 (a-7)*. Izoforme B i d su kr-
nje forme p73a koje nastaju kao posljedica alter-
nativnog okvira Citanja. Izoforma & najsli¢nija je
proteinu p53 jer joj nedostaje veéina C-kraja. Izo-
forma y sadrzi dugi alternativni okvir ¢itanja koji
rezultira stvaranjem C-kraja od dodatnih 75 ami-
nokiselina. lzoforma ¢ sadrzi C-kraj od dijelova
okvira ¢itanja izoformi y i a, dok izoforma { ima
deleciju od 96 aminokiselina. Izoforme se razliku-
ju i u svojim biokemijskim funkcijama. lzoforma
TAp73B ima najjacu transkripcijsku aktivnost i
sprjecava stani¢ni rast transformiranih stanica. Za
razliku od TAp73p, izoforme TAp73a, d i 1 imaju
slabiju transkripcijsku aktivnost i nemaju toliko
velik utjecaj na stanicni rast, dok ga izoforme TA-
p73y i TAp73¢ uopée nemaju*®.

Protein TAp63 ima tri varijante nastale alternativ-
nim izrezivanjem koje se razlikuju na svom C-kra-
ju. Izoforma a ima punu duljinu, B nema dio iza
eksona 12, a y nema eksone 12 do 14, ali ima do-
datni ekson 15%.

Alternativnim izrezivanjem introna 9 gena p53
nastaju tri razli¢ite izoforme: p53, p53f i p53y, od
kojih p53f3 i p53y nemaju oligomerizacijsko po-
drucje. Za sada je poznato devet varijanti protei-
na p53: p53, p53pB, p53y, A133p53, A133p53p,
A133p53y, A40p53, A40p53p, A40p53y.

ULOGA GENA P63 1 P73 U RAZVOJU |
DIFERENCHJACUI

Geni p63 i p73, unatoc svojoj strukturnoj sli¢no-

sti, imaju vrlo vaznu i jedinstvenu ulogu u razvo-
ju. Ta uloga nadena je kod p63 i p73 knock out
misal’1°. Za razliku od p53 knock out misa, koji
spontano visestruko razvija tumore u dobi do 6
mjeseci starosti, p63, odnosno p73 knock out mis
ne razvija tumore, ali zato ima niz regulacijskih
poremecaja: poremecena diferencijacija ektoder-
ma i neurogeneze, promijenjena dinamika proto-
ka cerebrospinalnog likvora i respiratorne sluzi,
pojava hidrocefalusa, disgeneza hipokampusa,
kroni¢ne infekcije i upale, te poremecaj feromon-
skih receptora®. Cinjenicu da p53 knock out mis
nema problema u razvoju mozda moZzemo obja-
sniti nadomjesnom ulogom gena p63 i p73.

p63 presudan je za stvaranje udova i morfogene-
zu gornjeg sloja koze, ukljucujudi i stvaranje ad-
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nekse. Zivotinje koje nemaju p63 pokazuju ab-
normalnosti ili c¢ak odsustvo udova, kao i
kraniofacijalne malformacije, u nemogucnosti su
razviti koZu, prostatu i mlijecne Zlijezde, a Zive tek
nekoliko dana. Nasljedne mutacije p63 kod ljudi
izazivaju rijedak autosomalno dominantni razvoj-
ni poremecaj EEC (engl. ectrodactyly, ectodermal
dysplasia and facial clefting) i AEC (engl. ankylo-
blepharon, ectodermal defects and clefting). Ove
mutacije inhibiraju vezanje izoformi TAp63 na
molekulu DNA, dok mutacije sindroma EEC u pro-
teinu ANp63 uzrokuju gubitak njegove dominan-
tno-negativne uloge prema p53 i TAp63y?°.

Vaino je napomenuti da bazalne stanice normal-
nog epitela imaju visoku ekspresiju izoforme
ANp63°. Njegova ekspresija, medutim, smanjuje
se diferencijacijom keratinocita?*?, a ekspresija
p21 i 14-3-36 (ciljni geni p53) pojacava. Visoka
ekspresija p63 zabiljeZena je pri diferencijaciji pri-
jelaznog urotela®, dok je kod invazivnih tumora
mjehura jako smanjena.

p73 ima vrlo jasnu ulogu u procesu razvoja. Ek-
spresija p73 vazna je za neurogenezu hipokam-
pusa, prijenos signala kod receptora feromona, te
za normalan protok i dinamiku cerebrospinalnog
likvora i respiratorne sluzi'®. Osnova poremecaja
u razvoju hipokampusa u p73 knock out miseva je
selektivni gubitak velikih bipolarnih neurona, ta-
kozvanih Cajal-Retzius (CR) stanica. CR neuroni
imaju koekspresiju p73 i sekretornog glikoprotei-
na reelina koji je nuzan za migraciju neurona u
korteks®®.

p73 knock out miSevi ne razvijaju tumore ni na-
kon dvije godine starosti®, ali imaju hidrocefalus,
pokazuju nenormalno reproduktivno i socijalno
ponasanje koje je kod glodavaca regulirano pu-
tem feromona i vomeronazalnim organima. Pre-
dominatna forma u razvoju mozga kod misa je
ANp73% i zapravo je jedina pronadena u mozgu i
simpatickom gangliju u neonatalnim misevima.
p73 ima ulogu i u diferencijaciji. Dodatak retino-
icne kiseline uzrokuje pojacanu ekspresiju p73
Sto rezultira spontanom diferencijacijom neuro-
blasti¢nih stanica?’. Ekspresija izoformi proteina
p73 nastalih prepisivanjem s C-kraja korelira s
normalnom diferencijacijom mijeloidnih stanica.
Tako se izoforme p73a i B povezuju s normalnom
diferencijacijom mijeloidnih stanica, dok se izo-
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forme p73y, §, € i B povezuju s nastankom leuke-
mijskih stanica?. Ovo ukazuje na specifi¢nu ulogu
gena p73 u diferencijaciji koja ne korelira s ulo-
gom p53, odnosno p63.

Gen p53 ima vaznu ulogu tijekom embriogeneze.
To su pokazala dosadasnja istrazivanja ukidanjem
autoregulatornog mehanizma povratna sprege s
MDM?2 ¢ime je naruSena koli¢ina p53 u stani-
¢i®3°, S obzirom na to da p63 i p73 knock out mi-
Sevi ne razvijaju tumore, moZzemo pretpostaviti
da se njihova slozena uloga u tumorigenezi ne
moZe objasniti samo ukidanjem cijelog gena, vec
se radi o nizu interakcija izmedu razli¢itih protei-
na i promijenjene ekspresije pojedinih izoformi.

ULOGA CLANOVA OBITELJI P53 U
REGULACUI TRANSKRIPCIJE

Mnoge funkcionalne paralele nalazimo izmedu
p53, TAp73 i TAp63 s jedne strane te izmedu
ANp73 i ANp63 s druge strane. Protein p53 tran-
skripcijski je faktor — veze se na vise od 300 razli-
¢itih promotora i na taj nacin poti¢e ekspresiju
razli¢itih gena. Cinjenica da je najve¢a homologija
izmedu clanova obitelji p53 pronadena u DNA-
-veznom podrucju upucuje na Cinjenicu da ¢lanovi
obitelji veZu iste sljedove DNA i aktiviraju iste
promotore. Uz velika preklapanja, postoji odre-
den stupanj selektivnosti u ulozi pojedinih ¢lano-
va obitelji vezanih uz regulaciju transkripcije razli-
¢itih gena®®. Protein TAp73 aktivira transkripciju
niza istih ciljnih gena kao i p53, premda ne jedna-
ko ucinkovito: tako ucinkovitije aktivira 14-3-30 i
Gadd45, a slabije p21"2f/c?l Nedavno su otkrive-
na specificna vezna mjesta u promotoru gena
EVPL i SMARCD3 specificna samo za p633. Gene
mdm?2, Bax, PUMA, ciklin G i IGFBP podjednako
aktiviraju svi ¢lanovi obitelji gena p53.

Za transkripcijsku aktivnost obitelji p53 odgovoran
je C-kraj*?. U razlic¢itim stresnim uvjetima, C-kraj
proteina p53 odgovoran je za selekciju posttransla-
cijskih modifikacija i direktnih interakcija protein-
protein. Ulogu C-kraja u posttranslacijskim modifi-
kacijama i interakcijama proteina TAp63 i TAp73
potrebno je istraziti, premda je poznato da se veci-
na alternativnog izrezivanja dogada na ovom dije-
lu. 1z ovoga zakljucujemo da raznolikost i regulacija
C-kraja ima vrlo vaznu ulogu u transkripcijskoj ak-
tivnosti razli¢itih izoformi obitelji p53.
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ULOGA GENA P53, P63 | P73
U TUMORIGENEZI

p53 je transkripcijski faktor koji se specifi¢cno i
izravno veze kao tetramer na ciljno mjesto mole-
kule DNA (engl. p53 — responsive elements
(pRE))®*34. Tumor supresorska uloga gena p53
vazna je za sprjeCavanje nastanka i rasta tumora.
Ta uloga ostvaruje se uskladivanjem ili mijenja-
njem ekspresije razlicitih ciljnih gena odgovornih
za nastanak tumora. Otkri¢e inhibitora ciklin ovi-

Clanovi obitelji p53 mogu regulirati ekspresiju brojnih
gena koji sudjeluju u kontroli stani¢nog ciklusa, apopto-

ze, stani¢nog starenja, ali i samih sebe.

sne kinaze, gena p21/Wafl, objasnilo je na koji
nacin p53 zaustavlja stani¢ni ciklus®*. Tumor su-
presorski protein p53 moZe izazvati stani¢nu smrt
neovisno o svojoj transkripcijskoj aktivnosti, npr.
translokacijom i aktivacijom obitelji gena bcl-2,
odgovornih za poticanje apoptoze®* U vedini tu-
mora ljudi gen p53 nije funkcionalan. Razlog
tome su brojne mutacije, gubitak aktivatora tran-
skripcije p14A%, utiSavanje ili prekomjerna eks-
presija mdmz2, odnosno amplifikacija antagonista
gena p53. Kao posljedica mutacija p53 u germi-
nativnoj liniji javlja se Li Fraumeni sindrom koji
ukljucuje razvoj niza tumora u ranoj dobi®’. Osim
gubitka tumor supresorskih aktivnosti (zastoj ra-
sta i apoptoza), neki mutirani proteini p53 stjecu
onkogena svojstva®. Uloga mutiranih proteina
p53, koji su vec¢inom izgubili tumor supresorsku
aktivnost te stekli inhibitornu aktivnost, moze se
objasniti interakcijama izmedu onkogenih i tu-
mor supresorskih izoformi.

Za tumor supresorsku ulogu gena p53 odgovorno
je DNA-vezno podrucje i vise od 80 % svih muta-
cija ovog gena nalazi se upravo u ovom podruc-
ju’. Mutirani p53 je stabilan, medutim ne veZe se
na DNA i ne potice transkripciju nekih gena (npr.
p21imdm?2).

lako su p63 i p73 rijetko mutirani u tumorima?,
posljedica nasljednih mutacija p63 su sindromi
EEC i AEC. Sve osim jedne, missense mutacije
gena p63 u sindromu EEC smjesStene su u DNA-
-veznom podrucju. Ovo ukazuje na vainu ulogu
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DNA-veznog podrucja u funkciji obitelji p53 u sprje-
Cavanju nastanka i razvoja tumora. Do danas nije
pronaden niti jedan sindrom u ljudi koji bi se mo-
gao povezati s mutacijama gena p73%’.

Unatoc sliénosti s p53, gen p73 ne podlijeze kla-
sicnoj Knudsonovoj hipotezi “dva hica” karakteri-
sticnoj za tumor supresorske gene. Ve¢ je spome-
nuto da je gen p73 smjesten u regiji 1p36 koja je
Cesto deletirana u tumorima. Gubitak heterozi-
gotnosti gena p73 prisutan je u razli¢itim tumori-
ma: neuroblastomima®®, tumorima pluéa® i jajni-
ka*'; dok je u tumorima prostate*? i jednjaka®
njegova ucestalost vrlo niska. Za razliku od p53
knock out misa, koji spontano visestruko razvija
tumore u dobi do 6 mjeseci starosti, p63 i p73
knock out misevi ne razvijaju tumore, ali zato
imaju niz razvojnih poremecaja’®. Prema tome,
p73 nije klasi¢an tumor supresorski gen.
Zabiljezena je, medutim, visa razina ekspresije
proteina p73 u razli¢éitim tumorima (neurobla-
stom, tumor pluca, debelog crijeva, dojki, mjehu-
ra, jetre, jajnika) nego u tkivima iz kojih potjecu,
$to upuduje na losiju prognozu za bolesnika®*,
Naime, istraZivanja koja se temelje na mjerenju
ekspresije p73 u razlicitim stadijima razvoja tu-
mora debelog crijeva pokazala su kako je preko-
mjerna ekspresija p73 povezana s losijim isho-
dom bolesti®*. Rezultati opseZnih istraZivanja
velikog broja razli¢itih tumora doveli su do otkri-
¢a malobrojnih missense mutacija gena p73. Bu-
duci da pronadene mutacije nisu imale znacajan
utjecaj na transkripcijsku aktivnost p73, moze se
zakljuciti da je za proces tumorigeneze vaznija
promijenjena ekspresija od gubitka funkcije gena
p73°. Naime, i TAp73 i ANp73 prekomjerno su eks-
primirani u mnogim tumorima**#®4’_ U razli¢itim
tumorima ljudi i stani¢nim linijama izvedenim iz
tumora uocene su nenormalne varijante izreziva-
nja introna gena p73. Bududi da u razli¢itim dije-
lovima istog tumora mogu biti prisutne razlicite
varijante proteina p73, heterogenost p73 odraza-
va biolosku heterogenost tumora?®.

p53 je kratkozivuci protein cija stabilnost ovisi o
autoregulatornoj negativnoj povratnoj spregi*
nekoliko ciljnih gena kao $to su Mdm?2, Pirh2 i
COP1 koji imaju ubikvitinsku ligaznu aktivnost i
razgraduju p53. Mutirani p53 nesposoban je akti-
virati mdm2, sSto rezultira nefunkcionalnim auto-
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regulatornim mehanizmom povratne sprege i na-
kupljanjem mutiranog proteina*. Gen mdmz2 ne
razgraduje p73 iako ima mogucénost vezivanja za
njega Sto ukazuje na drugaciji mehanizam raz-
gradnje ovog proteina®®®l. Dosadasnja istraZiva-
nja pokazala su da u razgradnji p73 sudjeluju pro-
teini PMS2, tirozin kinaza c-Abl, Itch, p300,
NEDL1, PML i ciklin G>%%3,

ULOGA CLANOVA OBITELJI P53
U REGULACII APOPTOZE

Gen p53 kontrolira stani¢ni odgovor na stres pri
ostecenjima DNA, u stanju hipoksije ili pak aktiva-
cije onkogena, potice apoptozu ili zastoj stanic-
nog ciklusa i na taj nacin sprjecava nastanak tu-
mora. Postoji vise signalnih puteva koji stanicu
vode u apoptozu. Izbor puta ovisi o nizu ciljnih
gena koji mogu biti aktivirani pomoc¢u p53. Zna-
¢ajno je da se p53 brzo nakuplja kao odgovor na
oStecenje DNA?®. Za indukciju apoptoze potrebno
je podrucje AD2 koje stupa u interakciju s kompo-
nentama transkripcijskog sustava i koaktivatorom
p300/CBP’.

Dva najbolje proucena apoptotska puta su: 1)
izvanstanicni put — izvanstanicni ligand veZe se na
povrsini stanice za death receptor i time pokreée
signal za aktivaciju kaspaze 8; i 2) unutarstanicni
ili mitohondrijski put — ukljucuje promjenu po-
tencijala na mitohondrijskoj membrani ubrzava-
judi otpustanje citokroma c i aktivaciju kaspaze 9.
U ovom putu vaznu ulogu imaju geni Bax i p53A-
IP1 (od engl. p53 apoptosis inducing factor 1)>+>>.
Postoje dvije skupine gena odgovornih za apop-
tozu koje aktivira p53: 1) mdm2 i p21 koji su re-
gulirani neovisno o prisustvu TAp63 i TAp73 i 2)
PARP, Bax i NOXA koji su regulirani samo u prisu-
stvu TAp63 i TAp73. IstraZivanja na modelu fibro-
blasta dovela su do zakljuc¢ka da i proces apopto-
ze ovisan o p53 zahtijeva funkcionalnost TAp63 i
TAp73. Na taj bi se nacin mogla objasniti visoka
razina TAp73 i TAp63 u stanicama tumora covje-
ka, Cak i onda kada nisu prisutne mutacije p63/
p73°.

Protein TAp73 nakuplja se i fosforilira na poziciji
Tyr99 kao odgovor na stani¢ni stres®. Akumulaci-
ja i fosforilacija tirozina proteina TAp73 ovisi o ak-
tivaciji tirozin kinaze c-Abl u jezgri*®*’. Dosadasnja
istraZivanja pokazala su da razli¢iti Stetni agensi
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koji uzrokuju stanicni stres na razlicite nacine dje-
luju na aktivnost gena p73. Tako cisplatina i taksol
induciraju nakupljanje TAp73%® i povecavaju nje-
govo vrijeme poluZivota, dok aktinomicin D, ioni-
zirajuce zracenje i metil-metan-sulfonat ne poka-
zuju isti ucinak. IstraZivanja su pokazala kako
c-Abl moZe, ovisno o vrsti stanice i oStecenju
DNA, stabilizirati ili fosforilirati TAp73?®.

Proteini s transaktivacijskim podrucjem (TAp73)
mogu oponasati funkciju p53 transaktivirajudi
mnoge ciljne gene p53 i na taj nadin potaknuti
apoptozu, dok proteini bez transaktivirajuéeg po-
drucja (ANp73) inhibiraju apoptozu i pokazuju
dominantno-negativni uc¢inak prema p53 i TAp73.

MEDUDJELOVANJE CLANOVA OBITELJI P53

Fizicko i funkcionalno medudjelovanje c¢lanova
obitelji p53 opisano je u tumorima, a ostvaruje se
na dva nacina.

Prvi nacin je kooperacijom i kompeticijom kon-
zerviranih regija u promotorima gena koje aktivi-
ra obitelj gena p53 i samih gena obitelji p53°°*.
DNA-vezno podrucje klju¢no je za interakcije kod
p53, a oligomerizacijsko podrucje kod p63/p73°2.
Istrazivanja su pokazala da polimorfizam na polo-
Zaju 72 mutiranog p53 utjeCe na vezivanje za
TAp73. Varijanta 72Arg stvara jacu interakciju s
drugim proteinima nego polimorfizam 72Pro®.
Takoder je pokazano da arginin na polozaju 72
ima veliku selektivhu prednost kada je mutirani
p53 recesivan, tj. kada ne moZe inaktivirati p53
protein divljeg tipa®. Ove dvije varijante aktivira-
ju iste ciljne gene (p21, mdm2, Fas i pIG3), ali je
varijanta 72Arg mnogo ucinkovitija u aktiviranju
transkripcije od varijante 72Pro®.

Drugi nacin je kada direktnim fizickim interakcija-
ma izoformi proteina p63/p73 dolazi do promje-
ne funkcije heterotetramera koji se veze na DNA i
njegove transkripcijske aktivnosti®. Dakle, hete-
rotetrameri koji nastaju izmedu TAp63/p73 i
ANp63/p73 imaju slabiji uc¢inak na aktivnost tran-
skripcije nego homotetrameri TAp63/p73. Ne-
davno je pokazano da izoforma TAp73 izravno ak-
tivira transkripciju endogenog ANp73 vezivanjem
na dva specificna ciljna mjesta za p73 smjestena
u P2 te kako p53 inducira ANp73 na razini mRNA i
proteina direktnom aktivacijom P2. Ovo je pri-
mjer negativne povratne sprege i ukazuje na po-
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stojanje autoregulatornog mehanizma koji reguli-
ra funkciju p53 i TAp73%. Takoder je pokazano
kako izoforme ANp73 stabiliziraju TAp73 uzroku-
juéi njihovo nakupljanje uz istodobnu inaktivaci-
ju®8. Inhibicija p53 postiZe se kompeticijom za ve-
zivanje na DNA, a inhibicija TAp73 direktnim
proteinskim interakcijama®. Ovakva struktura
ukazuje na ideju o poremecenoj ravnotezi izme-
du pojedinih proteina pri razvoju tumora.
Interakcija medu proteinima p53 obitelji vazna je
i u modulaciji citotoksi¢nosti kemoterapeutika te
ishodu same kemoterapije. Povecana ekspresija
odredenih mutiranih p53 moze dovesti do sprje-
¢avanja poticanja apoptoze pomocu proteina p73
u lije¢enju kemoterapijom®7°,

ZAKLJUCAK

Otkrice homologa gena p53 — p63 i p73 izazvalo
je velika ocekivanja u istrazivanju njihove biolos-
ke uloge. Danas je jasno da, bez obzira koliko su
sli¢ni, ¢lanovi obitelji p53 imaju vlastiti identitet.
Nedavno je utvrdeno da, poput p63 i p73, i gen
p53 sadrzi jos jedan promotor te da dolazi do al-
ternativnog izrezivanja i sinteze visestrukih izo-
formi kojima nedostaje dio N- ili C-kraja. Ukratko,
p53/p63/p73, odnosno njihove izoforme, imaju
razli¢ite uloge u tumorigenezi, i upitno je moze-
mo li ih smatrati klasi¢nim tumor supresorskim
genima. Proteini p63 i p73 imaju vazne uloge u
razvoju, potpuno nezavisne o p53. Svi su ovi pro-
teini ukljuceni u kompleksnu mrezu interakcija
koje odreduju sudbinu stanice, stoga su daljnja
istrazivanja medusobnog djelovanja proteina
p53/p63/p73 neophodna za razumijevanje njiho-
ve individualne i kolektivne uloge.
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