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P53	
  and	
  Apoptosis 	
  	
  
•  P53	
  tumor	
  suppressor	
  TF	
  

responsible	
  (with	
  Rb)	
  to	
  control	
  
many	
  of	
  the	
  cyclin	
  proteins	
  
responsible	
  for	
  regulaBng	
  
checkpoint	
  and	
  acBvaBon	
  of	
  cell	
  
cycle	
  

•  DNA	
  damage	
  (single	
  or	
  double	
  
strand	
  –	
  ionizing	
  radiaBon,	
  
viruses,	
  chemcal	
  issues	
  …)	
  
acBvates	
  p53	
  to	
  stop	
  cell	
  cycle	
  
unBl	
  repair	
  

•  Extended	
  Bme	
  or	
  extend	
  of	
  
damage	
  will	
  induce	
  apoptosis	
  

•  Within	
  one	
  hour	
  of	
  acBvaBon	
  –	
  
apoptosis	
  will	
  lead	
  to	
  
disappearance	
  of	
  damaged	
  cell	
  

Frequency	
  of	
  mutant	
  p53	
  alleles	
  in	
  tumor	
  genomes	
  

p53	
  

•  Homotetramer	
  –	
  large	
  flexible	
  mulB-­‐domain	
  transcripBon	
  factor	
  
•  Low	
  concentraBon	
  unBl	
  damaging	
  signal	
  occurs	
  
•  Tumor	
  suppressor	
  transcripBon	
  factor	
  
•  Common	
  mutaBon	
  (Arg248	
  in	
  red	
  –	
  fits	
  into	
  the	
  minor	
  groove	
  forming	
  a	
  

stabilizing	
  interacBon	
  between	
  protein	
  (+)	
  and	
  DNA	
  (-­‐	
  phosp)	
  
•  hXp://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=31	
  )	
  

P53	
  Domains	
  

•  Human	
  p53	
  protein	
  (Hp53)	
  can	
  be	
  divided	
  into	
  five	
  domains,	
  each	
  corresponding	
  to	
  specific	
  
funcBons:	
  

•  I)	
  The	
  amino-­‐terminus	
  part	
  1-­‐42	
  contains	
  the	
  acidic	
  transacBvaBon	
  domain	
  and	
  the	
  mdm2	
  protein	
  
binding	
  site.	
  It	
  also	
  contains	
  the	
  Highly	
  Conserved	
  Domain	
  I	
  (HCD	
  I)	
  	
  

•  II)	
  Region	
  40-­‐92	
  contains	
  series	
  repeated	
  proline	
  residues	
  that	
  are	
  conserved	
  in	
  the	
  majority	
  of	
  p53.	
  
it	
  also	
  contains	
  a	
  second	
  transacBvaBon	
  domain.	
  	
  

•  III)	
  The	
  central	
  region	
  (101-­‐306)	
  contains	
  the	
  DNA	
  binding	
  domain.	
  It	
  is	
  the	
  target	
  of	
  90%	
  of	
  p53	
  
mutaBons	
  found	
  in	
  human	
  cancers.	
  It	
  contains	
  HCD	
  II	
  to	
  V.	
  	
  

•  IV)	
  The	
  oligomerizaBon	
  domain	
  (307-­‐355,	
  4D)	
  consists	
  of	
  a	
  beta-­‐strand,	
  followed	
  by	
  an	
  alpha-­‐helix	
  
necessary	
  for	
  dimerizaBon,	
  as	
  p53	
  is	
  composed	
  of	
  a	
  dimer	
  of	
  two	
  dimers.	
  A	
  nuclear	
  export	
  signal	
  
(NES)	
  is	
  localized	
  in	
  this	
  oligomerizaBon	
  domain.	
  	
  

•  V)	
  The	
  carboxy-­‐terminus	
  of	
  p53	
  (356-­‐393)	
  contains	
  3	
  nuclear	
  localizaBon	
  signals	
  (NLS)	
  and	
  a	
  non-­‐
specific	
  DNA	
  binding	
  domain	
  that	
  binds	
  to	
  damaged	
  DNA.	
  This	
  region	
  is	
  also	
  involved	
  in	
  
downregulaBon	
  of	
  DNA	
  binding	
  of	
  the	
  central	
  domain.	
  	
  

	
  

QuesBonable	
  Origins	
  
•  First	
  discovered	
  as	
  a	
  protein	
  bound	
  to	
  a	
  viral	
  
(SV40)	
  expressed	
  protein	
  (large	
  T	
  anBgen)	
  as	
  a	
  
protein	
  of	
  53-­‐54	
  kilodaltons	
  (p53)	
  
– p53	
  is	
  a	
  target	
  but	
  not	
  product	
  of	
  SV40	
  transformaBon	
  

•  Several	
  early	
  studies	
  showed	
  p53	
  cooperated	
  with	
  
H	
  Ras.	
  

	
  
P53	
  cDNA	
  was	
  cloned/

synthesized	
  from	
  tumor	
  cells	
  
with	
  mutant	
  p53	
  instead	
  of	
  
wild-­‐type	
  normal	
  gene!	
  

P53	
  as	
  a	
  tumor	
  suppressor	
  

•  Use	
  of	
  point	
  and	
  deleBons	
  of	
  wild-­‐type	
  p53	
  
with	
  Ras	
  show	
  true	
  nature	
  of	
  protein	
  funcBon	
  
– Soj	
  gel	
  agar	
  foci	
  lost	
  when	
  normal	
  p53	
  and	
  
mutant	
  Ras	
  expressed.	
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Not	
  two	
  hit	
  /	
  LOH	
  model	
  
•  First	
  of	
  the	
  dominant	
  allele	
  suppressor	
  genes	
  
	
  

•  LOSS	
  of	
  BOTH	
  alleles	
  causes	
  death	
  in	
  months	
  typically	
  from	
  lymphomas	
  
and	
  sarcomas	
  –	
  indicates	
  the	
  gene	
  is	
  a	
  TS	
  

	
  

Second	
  clue	
  to	
  “novel”	
  TS	
  funcBon	
  
•  Most	
  mutaBons	
  are	
  point	
  -­‐missense	
  mutaBons	
  
not	
  truncaBon,	
  knockout	
  or	
  nonsense	
  codon	
  
mutaBons	
  

•  N	
  term:	
  
transacBvaBon	
  
domain	
  –	
  binds	
  to	
  
other	
  proteins	
  

•  TetramerizaBon	
  –	
  
where	
  p53	
  binds	
  
other	
  p53	
  subunits	
  

•  DNA	
  binding	
  domain	
  
–	
  where	
  most	
  
mutaBons	
  occur	
  

•  Thus	
  –	
  mutaBons	
  allow	
  for	
  protein	
  interacBon	
  with	
  wild-­‐type	
  and	
  mutated	
  p53	
  
but	
  poor	
  binding	
  to	
  DNA	
  –	
  ineffecBve	
  TF	
  and	
  dominant	
  negaBve	
  phenotype	
  

p53	
  Expression	
  –	
  unusual	
  case	
  
•  High	
  level	
  of	
  p53	
  expression	
  but	
  half	
  life	
  is	
  ~20	
  min.	
  	
  	
  
–  Unusual	
  to	
  have	
  high	
  expression	
  of	
  unstable	
  protein	
  
–  RegulaBon	
  takes	
  place	
  at	
  transcripBon,	
  mRNA	
  stability	
  or	
  protein	
  stability	
  
–  Cycloheximide	
  blocks	
  tRNA-­‐mRNA	
  translocaBon	
  and	
  stops	
  protein	
  synthesis	
  
–  Used	
  to	
  show	
  level	
  of	
  p53	
  regulaBon	
  	
  

Jin	
  et	
  al.	
  Oncology	
  Reports	
  2013	
  pp1983	
  

Epigallocatechin	
  gallate	
  (EGCC)	
  
promotes	
  p53	
  accumulaBon	
  in	
  

human	
  lung	
  cells	
  

DNA	
  -­‐>	
  mRNA	
  -­‐>	
  protein	
  -­‐>	
  aa	
  

p53	
  

Why	
  make	
  a	
  protein	
  only	
  to	
  destroy	
  it?	
  	
  
EnergeBcally	
  costly	
  –	
  

To	
  rapidly	
  change	
  level	
  of	
  protein	
  to	
  
physiological	
  response	
  

Low	
  steady	
  state	
  in	
  normal	
  condiBons	
  
are	
  easily	
  increased	
  by	
  blocking	
  

degredaBon	
  of	
  protein!	
  

p53	
  acBvaBon	
  
•  “acBvaBon”	
  is	
  stabilizaBon	
  
of	
  protein	
  from	
  
proteolysis	
  –	
  	
  

•  Two	
  key	
  regulators	
  Mdm2	
  
and	
  p19ARF	
  

•  Mdm2	
  (found	
  in	
  mouse	
  
sarcoma	
  cells)	
  binds	
  p53	
  
and	
  targets	
  it	
  for	
  
ubiquinaBon	
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p53	
  acBvaBon	
  
•  One	
  of	
  the	
  genes	
  
acBvated	
  by	
  p53	
  is	
  Mdm2	
  
(negaBve	
  regulaBon)	
  

– Mdm2	
  binding	
  decreases	
  affinity	
  of	
  
p53	
  for	
  TF	
  partners	
  p300/CBP	
  

– Mdm2	
  binds	
  p53	
  at	
  transacBvaBon	
  
domain	
  and	
  promotes	
  ubiquiBnaBon	
  	
  

•  Both	
  Mdm2	
  and	
  p53	
  are	
  differenBally	
  
phosphorylated	
  regulaBng	
  acBon	
  

p53	
  PhosphorylaBon	
  
•  DNA	
  damage	
  (single	
  and	
  double	
  stranded	
  
breaks)	
  acBvates	
  ATM,	
  Chk1	
  and	
  Chk2	
  kinases	
  
–	
  which	
  phosphorylate	
  p53	
  on	
  N	
  term	
  –	
  
BLOCKING	
  Mdm2	
  interacBon	
  –	
  leads	
  to	
  higher	
  
cellular	
  concentraBon	
  

Response	
  to	
  UV/RadiaBon	
  •  First	
  observaBon	
  of	
  
p53	
  acBvaBon	
  was	
  
due	
  to	
  exposure	
  to	
  
radiaBon	
  and	
  UV	
  
light	
  induced	
  stress	
  
–	
  led	
  to	
  DNA	
  
strand	
  breakage	
  

p53	
  AcBvaBon 	
  	
  
•  Basic	
  acBvaBon	
  is	
  due	
  to	
  diminished	
  Mdm2	
  driven	
  degradaBon	
  via	
  

ubiquiBn/proteosome	
  
•  Some	
  increase	
  in	
  translaBon	
  (mRNA)	
  will	
  also	
  occur	
  with	
  extended	
  

cellular	
  insult	
  
•  Several	
  other	
  PTM	
  and	
  proteins	
  also	
  regulate	
  p53	
  

Cell	
  Cycle	
  Check	
  Point	
  and	
  More	
  

•  p21	
  Cip1	
  (kinase)	
  is	
  upregulated	
  by	
  p53	
  
•  …	
  p53	
  controls	
  Apoptosis	
  if	
  damage	
  is	
  to	
  great	
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Apoptosis	
  –	
  Eat	
  Me	
  
Programmed	
  Cell	
  Death	
  
•  PhosphaBdyl	
  Serine	
  and	
  
annexin	
  flip	
  from	
  inner-­‐
plasma	
  membrane	
  to	
  
extracellular	
  leaflet	
  

•  Signals	
  phagocytosis	
  by	
  
macrophages	
  

•  Cells	
  begin	
  complicated	
  
series	
  of	
  proteolysis,	
  
DNA	
  degradaBon	
  and	
  
membrane/organelle	
  
eliminaBon	
  

Repair	
  or	
  Die	
  

•  p53	
  commits	
  cells	
  to	
  increase	
  apoptosis	
  	
  
•  Cancer	
  cells	
  find	
  ways	
  to	
  mute	
  p53	
  signaling	
  
allowing	
  damaged	
  cells	
  to	
  conBnue	
  to	
  grow	
  and	
  
collect	
  addiBonal	
  mutaBons	
  

•  Fate	
  of	
  cell	
  is	
  a	
  maXer	
  of	
  balance	
  of	
  pro	
  and	
  anB	
  
apoptoBc	
  signals	
  

Apopto5c	
  Signals	
  
	
  
Pro	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  An=	
  

Apoptosis-­‐	
  Intrinsic	
  and	
  Extrinsic	
  pathways	
  
•  Intrinsic	
  pathways	
  –	
  driven	
  by	
  pro-­‐apoptoBc	
  
(death)	
  signals	
  opening	
  ion	
  channels	
  in	
  
mitochondria	
  –	
  release	
  cytochrome	
  C	
  to	
  
acBvate	
  caspase	
  proteolyBc	
  pathway	
  
– Bcl-­‐2	
  blocks	
  apoptosis	
  by	
  keeping	
  VDAC1	
  closed	
  	
  
– Voltage-­‐dependent	
  gated	
  anion	
  channel-­‐1	
  found	
  
in	
  inner-­‐mito	
  membrane	
  

Regulators	
  Bcl	
  and	
  
others	
  bind	
  to	
  inner	
  
oligo	
  pepBde	
  and	
  
selected	
  strands	
  to	
  
regulate	
  opening	
  
and	
  closing	
  

p53	
  regulated	
  proteins	
  	
  
•  Bcl-­‐2	
  –	
  close	
  VDAK1	
  
•  Bax,	
  Bad,	
  Bak	
  and	
  Bid	
  Open	
  channel	
  –	
  some	
  are	
  
acBvated	
  by	
  phosphorylaBon	
  (Akt/PKB)	
  	
  

•  Pro-­‐apoptoBc	
  proteins	
  cluster	
  at	
  mito	
  membrane	
  
inducing	
  fragmentaBon	
  of	
  organelle	
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Cytochrome	
  C	
  starts	
  things	
  badly	
  

•  Apoptosome	
  –	
  ApoptoBc	
  protease	
  
acBvaBng	
  factor	
  1	
  (Apaf-­‐1)	
  
protein:	
  	
  Central	
  hub	
  of	
  apoptoBc	
  
complex.	
  	
  	
  WD40	
  (like	
  βγ subunit	
  
of	
  G-­‐proteins)	
  forms	
  complex	
  with	
  
procaspase	
  9	
  in	
  presence	
  of	
  
cytochome	
  C	
  and	
  acBvates	
  by	
  
hydrolysis	
  to	
  caspase	
  9	
  

Cytochrome	
  C	
  starts	
  things	
  badly	
  

•  Caspase	
  (Cysteine	
  Aspartyl	
  Proteases)	
  start	
  
proteylyBc	
  cascade	
  

•  Smac/DIABLO	
  inacBvates	
  anB-­‐apoptoBc	
  IAP	
  
(inhibitors	
  of	
  apoptosis)	
  which	
  ubiquinate	
  
caspases	
  blocking	
  their	
  acBon	
  by	
  removal	
  

•  Cascade	
  ends	
  in	
  release	
  of	
  death	
  substrates	
  –	
  
acBvate	
  other	
  proteases	
  responsible	
  for	
  
digesBon	
  of	
  cell,	
  DNA	
  fragmentaBon,	
  and	
  
cytoskeletal	
  proteins	
  

Intrinsic	
  
Pathway	
  

Extrinsic	
  
Apoptosis	
  

•  Death	
  receptors	
  –	
  pro-­‐
apoptoBc	
  signaling	
  
signal	
  caspases	
  

Convergence	
  of	
  Intrinsic	
  and	
  Extrinsic	
  
p53	
  and	
  apoptosis	
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•  Most	
  p53	
  control	
  of	
  
apoptosis	
  comes	
  
from	
  ability	
  to	
  
regulate	
  Bcl-­‐2	
  
family	
  proteins	
  

•  Each	
  (Bax,	
  Bid…)	
  
have	
  p53	
  promoter	
  
element	
  

•  Most	
  p53	
  signaling	
  
is	
  intrinsic	
  by	
  
inducing	
  Apaf-­‐1	
  

•  Fas/CD95	
  are	
  
targeted	
  by	
  p53	
  

•  PKB/PI3K	
  signaling	
  
(PTEN)	
  also	
  targets	
  
for	
  p53	
  

•  High	
  p53	
  induces	
  
ROS	
  –	
  inducing	
  
greater	
  damage	
  


