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UvOD

Kontrola celijske signalizacije predstavlja osnovni mehanizam u odrzavanju
homeostaze u celini koja obezbeduje adaptaciju na promenjene uslove sredine,
sinhronizovanost, svrsishodnost i ekonomicnost ¢elijskog metabolizma. Proces prenosa
signala kroz celije ostvaruje se zahvaljujuc¢i visokospe-cijalizovanim sistemima celije,
koji integriSu, prenose i aplifikuju vanéelijske informacije sadrzane u hemijskim
signalima. Signalni molekuli su naj¢esce prirodni produkti celije (endokrini hormoni,
neuro-transmiteri, parakrini i autokrini hormoni) ili sintetski produkti. Indentifikacija
molekularnih signala, regulacija njihovog prenoSenja i amplifikacija efekata ostvaruje se
kroz sadejstvo i interakciju razli¢itih membranskih i citozolskih proteina. Svi signalni
putevi na pojedinim nivoima prenosa informacije koriste nekonvalentnu protein-protein
in-
terakciju ili kovalentnu modifikaciju proteina (fos-forilaciju). Otuda se posttranslaciona
modifikacija proteina moze smatrati klju¢nim dogadajem u celijskoj signalizaciji. Proces
prenosa signala kroz ¢eliju podrazumeva sledece faze:
* sintezu signalnog molekula,
+ oslobadanje bioloski aktivnog molekula iz celija,
* transport do mesta delovanja,
* detekciju signalnog molekula od strane specifi¢nih receptora,
» odgovor unutar ¢elije,
* terminaciju signala.
Signalni molekuli formiraju specifican kompleks sa receptorima tako da ova interakcija
liganada 1 receptora podseca na enzim-supstrat interakciju. Nakon vezivanja signalnog
molekula za aktivno mesto receptora, prenos informacije se obavlja kroz regulatornu
kaskadu koju ¢ine razli¢iti mem-branski i intracelijski proteini. Sekvencionalnom
interakcijom ovih proteina dobijena informacija se prevodi na jezik sekundarnog glasnika
koji najceS¢e inicira kaskadnu fosforilaciju citozolarnih proteina od kojih mnogi
predstavljaju faktore transkripcije odgovorne za regulaciju ekspresije gena.

CELIJSKA SIGNALIZACIJA U FIZIOLOSKIM PROCESIMA
Intracelularni putevi signalizacije funkcioniSu kao dobro uigrana ekipa gde svaki
ucesnik po ta¢no utvrdenom redosledu predaje signal sledecem, sve do konacnog krajnjeg



"target" uCesnika u kaskad-nom nizu, koji pokre¢e odgovor na dati signal. Target efektori
mogu biti: odgovaraju¢i enzim, najceS¢e regulatorni enzim nekog metabolickog puta,
tran-skripcioni faktori ili jonski kanali.

Dosadasnja saznanja o prenoSenju signala koncipirana su na dobro poznatoj strukturi
receptora, kao i funkciji sekundarnih mesengera i manje poznatim efektorima, koji u
interakciji sa sekundarnim glasnicima pokre¢u odgovor ¢elije na dati signal. Najveéi broj
signalnih molekula zbog svoje hi-drofilne prirode(proteinski hormoni, faktori rasta,
neurotransmiteri, medijatori ¢elijskog proinflama-tornog i imunog odgovora) ne prolazi
¢elijsku membranu, ve¢ vezujuéi se za receptore na njenoj povrsini indirektno regulisu
aktivnost itracelularnih proteina. Manji broj signalnih molekula, zbog svoje rastvorljivosti
u lipidima, (steroidni hormoni, NO, H,0,), lako prolazi kroz ¢elijsku membranu i direk-
tno reaguje sa target proteinima u citozolu tj. jedru. Na ¢elijske receptore otpada manje od
0,01 % ukupne mase proteina ¢elije. Prema funkciji tj. nacinu prenosa signala receptorni
proteini se mogu svrstati u tri klase:

* receptori vezani za jonske kanale

* receptori vezani za enzime i

* receptori vezani za G- protein

U celijama eukariota postoji najmanje 5 klasa razlicitih receptor-enzimskih komleksa, gde
enzimi mogu biti strukturne komponente receptora ili receptori asociraju sa enzimima
(1,2):

* receptor guanil ciklaze - u interakciji sa ligandima dovodi do porasta cGMP u citozolu

» receptor tirozin kinaza - vr8i forilaciju specifi¢nih tirozinskih rezidua intracelularnih
signalnih proteina

» receptor udruzene tirozin kinaze - asocira sa proteinima koji imaju tirozin kinaznu
aktivnost

* receptor tirozin fosfataza i

» receptor serin/treonin kinaze - fosforiliSe specifi¢ne serinske ili treoninske rezidue in-
tracelularnih proteina.

Mnogi faktori rasta, citokini i drugi fizioloski agonisti, vezujuci se za receptore Celijske
membrane, pokrecu sintezu sekundarnih glasnika koji iniciraju kaskadnu fosforilizaciju
target proteina (najceSce faktora transkripcije) u procesu fizioloske regulacije ekspresije
gena. Produkti c-Fos i c-Jun gena (aktivirajuci protein-1) (AP-1) u formi hetero-ili homo-
dimera (3.,4), nakon vezivanja za AP-1 ve-zujuc¢e mesto u regulatornom regionu DNA,
iniciraju aktivaciju transkripcije kaskadnih gena odgovornih za uvodenje ¢elije u S fazu
¢elijskog ciklusa. Drugi faktori rasta kao §to su epidermalni faktor rasta (EGF) i insulinu
slican faktor rasta (IGF), slicno receptom insulina poseduju deo na receptom koji
funkcionise kao tirozin kinaza. Vezivanjem ovih faktora rasta za receptore, obradom i
prenosom signala indukuje se dimerizacija i autofosforilacija tirozinskih rezidua u
citozolarnom delu receptorskog kompleksa(5). Fosforilisane tirozinske rezidue re-
ceptorskih kompleksa se prepoznaju od strane intracelularnih signalnih proteina, ¢ija je
zajedniCka karakteristika da sadrze dva homologna neka-taliticka regiona nazvana SH, 1
SH; (po Src proteinu gde su prvi put opisani). Aktiviraju¢i protein GTP-azne aktivnosti
Ras proteina, fosfolipaza C-g 1 i Src-protein kinaza sadrze tirozinske residue (6). Za ak-
tivirane tirozinske receptore vezuju se i drugi intracelularni proteini adapteri koji takode
sadrze SH, tj, SH; regione.

Ras protein ostvaruje kljuénu vezu u intracelu-larnoj signalnoj kaskadi aktivisanoj
receptorom tirozin kinaze. Ras familija predstavlja monomerene intracelularne proteine
koji poseduju GTP-aznu aktivnost. Za aktivirane fosfotirozinske ostatke receptorskog
kompleksa se najpre vezuje jedan molekul -adapter (GRB,), koji za sebe vezuje Sos



protein a ovaj se dalje kompleksira sa p21 ras proteinom(slika 1). Sos protein stimuliSe
zamenu GDP-a sa GTP-om na guanozin nukleotid vezujuéem mestu Ras proteina, ¢ime
se pokrece enzimska kinazna kaskada reakcija. Aktivacija Ras proteina stimulisana recep-
torom tirozin kinazom na citosmolarnoj strani re-ceptorskih kompleksa je signal koji
kratko traje. De-fosforilacija tirozinskih rezidua se vr$i pod dejstvom specificnih
fosfataza a aktivirani Ras inaktivira sebe samog hidrolizom GTP u GDP. Za regulaciju
dugoroc¢nih procesa kao §to su rast i diferencijacija potrebno je da se kratkoziveéi signali
prevedu u dugotrajnije, koji dalje posreduju u prenosu signala u jedro. Aktivirani Ras
protein vezuje za sebe Raf protein koji poseduje serin/treonin tiroznu aktivnost (1,2). Raf
zatim vezuje 1 fosforiliSe druge kinaze
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Akfivna MAP kinazs

nazvane MEK, koje mogu fosforilisati ili serinske ili tirozinske ostatke. MEK kinaze
aktiviraju MAP ki-naze (za mikrotubule asocirane proteine ili mitoge-nom aktivirane
proteine). MAP kinaze predstavlja grupu specificnih kinaza za ¢iju je potpunu aktivaciju
potrebna fosforilacija i treoninskih i tirozinskih ostataka u enzimu. Unutar ove grupe
enzima izdvajaju se : 1) ERK kinaze (ekstracelularnim signalima regulisane kinaze); 2)
JNK kinaze (c-Jun N-terminalne kinaze) i p38 kinaze. JNK kinaze obuh-vataju i nekoliko
formi stres-aktiviraju¢ih protein kinaza (SAPK). Faktor tumorske nekroze (TNF) in-
dukuje SAPK aktivacijom kaskadnog sistema kinaza koji je slican MAPK kaskadi.
Medutim, za razliku od MAPK kaskade, TNF-inducibilna SAPK kaskada ne zahteva
aktivaciju Ras-a ili Raf-a. ERK kinaze se smatraju odgovornim za signalizaciju koju
ostvaruju faktori rasta (7). Aktivacija ERK kinaza Cini zadnju kariku MAP kinaznog
kaskadnog sistema, odgovornog za fosforilaciju razlicitih cito-zolarnih i nuklearnih
proteina, koji najces¢e predstavljaju faktore transkripcije ili proteine koji su sa njima
asocirani.

Produkti Ras gena su odgovorni za kontrolu i modulaciju puteva prenosa signala u
procesu

¢elijskog rasta, diferencijacije i maligne transformacije. Ras gen koduje familiju proteina
molekulske mase oko 21kda . Protein - produkt Ras gena (p21 ras) poseduje region koji je
homologan sa sekven-com a-subjedinice G proteina, sli¢no a-subjedinici vezuje guanin
nukleotide i poseduje GTP-aznu aktivnost ¢ime ucestvuje u kontroli kratkoro¢nih i
dugoro¢nih odgovora celije u fizioloskim uslovima. Hemijski kancerogeni agensi, kao i
onkogeni virusi ¢esto dovode do mutacije ovog protoonkogena (8). Najcesce je alterisan
Ras gen na 12-om kodonu, zbog cega ras-onkogen protein ne poseduje GTP-aznu
aktivnost, §to za posledicu ima produzeno trajanje signalizacije i dalje "pobudivanje"
kaskadne fosforilacije u prenosu signala sa membrane celije u jedro.

PROTOONKOGENII TUMOR SUPRESOR GENI U KONTROLI GENETSKE

STABILNOSTI I PROMOCIJI KANCEROGENEZE

Najnoviji podaci (9-11) ukazuju daje hipere-kspresija i aktivacija odredenog dela
puta prenosa

signala kroz c¢eliju, generalno prihvacena teorija kancerogeneze nezavisno da li su
primarno delovali genotoksi¢ni ili negenotoksi¢ni agensi. Vrednost ovih studija lezi u



Cinjenici da one predstavljaju osnovu mnogih laboratorijskih istrazivanja, koja ispituju
molekularne mehanizme kancerogeneze na osnovu kojih je moguce odrediti dobru
strategiju i ustanoviti nove terapijske moguénosti u lecenju kan-cera.

Kancerogeneza predstavlja kompleksan proces u kome delovanjem genotoksicnih i
negeno-toksi¢nih agenasa dolazi do poremecaja u kontroli normalnog ¢elijskog rasta,
diferencijacije 1 deobe celija sa tendencijom rasta karakteristicnih klonova
prekancerogenih i kancerogenih ¢elija. Ove celije izgubivsi kontrolu prijema, obrade i
prenosa signala predstavljaju genetski nestabilne klonove u kojima neefikasno fukcionisu
faktori koji determiniSu specifi¢nu i nespecifi¢nu antitumorsku aktivnost. Kancerogene
¢elije beskonacnom deobom postaju autonomne, §to se ¢esto oznacava kao njihovo"asoci-
jalno ponaSanje". U maligno-alterisanim celijama, najceS¢e dolazi do disfunkcije
normalnih morfo-genih karakteristika, kao Sto su: gubitak kontaktne inhibicije u toku
reprodukcije, kompetencija prolif-erativnog rasta, promene adhezione interakcije i
pokretljivosti. Stimulacija neovaskularizacije omoguéava snabdevanje malignih celija
hranljivim materijama 1 njihovo prezivljavanje. Maligne celije poseduju sledece
karakteristike (5,12):

» Klonalno poreklo - sve kancerske ¢elije pc ticu od maticne tumorski izmenjene celije,
koja proliferacijom daje klon malignih celija

* Autonomnost - rast malignih ¢elija nije pod kontrolom regulacionih mehanizama oko-
line ¢elija

* Anaplazija - pojava gubitaka koordinisane ¢elijske diferencijacije

» Metastaziranje - sposobnost kancerskih ¢elija za neprekidan rast i razmnoZzavanje, kao i
rasejavanje u sve delove tela.

Na osnovu mehanizma delovanja svi agensi-prediktori kancerogeneze mogu biti svrstani
u geno-toksicne i negenotokiséne. Genotoksicni efekti nastaju direktnim delovanjem neke
supstance ili njenog metabolita nad genom, tj. DNK ¢elije. Oni izazivaju mutacije DNK
lanca. Iz toga proizilazi Siroko zastupljen stav da je najveci broj mutagena kancero-gen.
Klasa negenotoksicnih kancerogena podrazu-meva materije koje ne reaguju sa DNK ve¢
su stimu-latori proliferacije, a poznati su kao mutogeni (stim-uliSu proliferaciju celija
koje su u mirovanju), kao i grupu supstanci poznatu kao citotoksini, koji izazivaju
regenerativnu ili reparativnu proliferaciju

¢elije. No ova podela ipak nije rigidna, budu¢i da mutageni u ve¢im dozama ispoljavaju i
prolifera-tivne efekte, dok su citotoksicni efekti neretko praceni lezijama genoma, tj.
mutacijama (2,5). Celijska proliferacija je integralni deo karcinogeneze jer daje vecu
mogucnost prenosa "pogresnog" genetskog materijala.

Brojni eksperimentalni i klini¢ki podaci (13-15) podrzavaju hipotezu Berenlum-a da se
vecina tumora razvija u vise faza: inicijacija, promocija i progresija. Indukcija mutacija i
klonalni rast premalignih ili malignih ¢elija predstavlja kriti¢an dogadaj u pomenutim
fazama.

Inicijacija predstavlja inicijalni, tj. rani dogadaj u karcinogenezi koji predisponira ¢eliju
na malignu alteraciju. Ona najces¢e podrazumeva kovalentnu modifikaciju DNK usled
delovanja kancerogena koja dovodi do izmene genetski kontroli-sanog programa
proliferacije. Ukoliko nije doslo do reparacije, u procesu replikacije nastaju ireverzibilne
promene. Maligna transformacija rezultat je viSestrukog nakupljanja mutacija specifi¢nih
gena. Rak se razvija kada se u ¢elijama, tokom niza godina, nakupi veéi broj mutacija.
Dve vrste gena, koje ¢ine samo mali deo ukupnog genoma ¢oveka, imaju kljuénu ulogu u
nastanku raka. Oni kontroliSu deobu i diferencijaciju celija. Genetske aberacije uslov-
ljene fizickim, hemijskim i bioloSkim agensima u kumulativnom dejstvu dovode do
oSteCenja - mutacija u protoonkogenima ili supresor genima (antion-kogenima), koji



kontrolisu funkciju protoonkogena i deluju kao balanseri u procesu mutacije protoonko-
gena u onkogen. Aktivirani onkogeni u diferentova-noj celiji mogu izazvati malignu
transformaciju. Poznato je da onkogeni nastaju konverzijom normalnih celijksih gena-
protoonkogena, koji su uklju¢eni u procese regulacije celijskog ciklusa. Tumor-
supresorni geni predstavljaju antionkogene, tj. ¢elijske gene ¢ija inaktivacija povecava
verovatnoéu formiranja tumora. Cesto se nazivaju i recesivni tumorski geni, s obzirom da
njihova aktivacija zaustavlja tumorski rast (12,17). Do sad je otkriveno oko stotinu
potencijalnih onkogena (Celijksih i virusnih), kao i dvanaest tumor-supresornih gena.
Najpotentniji su-presorni regulatorni gen je p53, koji se aktivira u uslovima oStecenja
DNK, hipoksije, kao i permanentne mitogene stimulacije (18). Smanjena funkcija p53
supresora odgovorna je za vecu verovatnocu proliferacije, spontane genetske abnormal-
nosti (promene broja, prekida i rekombinacija hro-mozoma), kao i amplifikacije gena
(12,18). Gen p53 naziva se stoga cuvarom genoma. NajceSce je mutacija p53
antionkogena izazvana transverzijom G:C-T:A. Ova supstitucija moze biti izazvana 8-
hidroksi guaninom (80x0G) Cije stvaranje indukuje hidrok-silniradikal (12,19).

Neke od mutacija protoonkogena ili tumor-supresornih gena mogu biti odgovorne za
narusavanje balansa izmedu celijskog rasta i programirane celijske smrti (apoptoze), $to
predstavlja dodatni faktor strukturne i funkcionalne destabilizacije ¢elijske homeostaze
(20). U normalnim uslovima p53 gen stimuliSe ekspresiju specificnog PIG gena, ¢iji
produkti intenzivirajuci oksidativni stres, izazivaju promene na membrani mitohondrija i
jedra, Sto rezultira aktivacijom kaspaza, i inicijacijom apoptoze. Disregulacija aktivnosti
ovog tumor-supresor gena dovodi do gubitka pozitivne regulacije apoptoze, $to celiju
uvodi u kontinuiranu proliferaciju .

Hiperekspresija i/ili mutacija receptora epi-dermalnog faktora rasta (EGF) - (erbB! i
erbB; i erbB;) otkrivena je u mnogim kancerskim ¢elijama epitelijalnog porekla. Ovaj
faktor rasta poseduje re-ceptor tirozin kinazu ¢ija aktivacije biva prosledena preko Ras
proteina, fosfatidilinozitol 3-kinaze, fos-folipaze Cg, protein tirozin fosfataze i Src tirozin
ki-naze na MAP kinazni put Cija hiperekspresija dovodi do promene fenotipa i razvoja
kancera (21,22). Nedavno je pokazano da je aktivacija MAP kina-znog puta odgovorna za
neo-angiogenezu tumora pluca kao preduslov njegovog rasta i metastaziranja. Alteracija
K-ras i c-mos onkoproteina, koji predstavljaju okidace za hiperekspresiju MAPK, u di-
rektnoj je korelaciji sa stepenom angiogeneze tumora kao i sa sintezom vaskularnog
endotelijalnog faktora rasta (VEGF) (23).

INFEKTIVNI AGENSI KAO UZROCNICI ALTERACIJE PROCESA

PRENOSA SIGNALA - TARGET MESTA U KANCEROGENEZI

Iako se o bioloskoj kancerogenezi raspravlja poslednjih stotinak godina, tek su
zadnjih desetak godina prikupljeni materijalni dokazi o tome da virusi, bakterije pa i
paraziti mogu biti povezani sa nastankom i razvojem raka. Naj¢e$¢i uzroCnici raka su
DNK-virusi. Skoro viSe od 20% svih zlo¢udnih tumora razvija se u procesu onkogene
kolaboracije veéeg broja genetskih i epigenetskih faktora gde klju¢nu ulogu ostvaruju
virusisi. Tako se npr. karcinom jetre povezuje s virusom hepatitisa B (HBV), leukemije
T-¢elija s virusom HTLV-1, karcinom vrata materice s virusom papiloma (HPV), a
Burkit-tov limfom ili nazofaringealni karcinom s Epstein-Barrovim virusom (EBV) (24).
Papiloma virusi coveka ¢ine veliku skupinu epiteliotropnih virusa, gde je vec¢ina tipova
HPV-a odgovorna za nastanak dobrocudnih tumora, no iz-vestan broj u sadejstvu sa
sloZzenim genetskim i epi-genetskim faktorima (npr. imunoloski i hormonski ststus,
genetsko naslede) dovodi do maligne altera-



cije normalnih ¢elija (25). Gotovo svi tipovi HPV-a imaju sli¢ni genom sastavljen od
cirkularne dvo-lan¢ane DNK duzine 7,9 Kb. Regije gena E,-E; kodiraju proteine
ukljucene u odrzavanje i prezivljavanje virusa. Produkti gena E6/E7 HPV-a stvarajuci
komplekse s normalnim celijskim proteinima ukljuenim u proces prenosa signala
dovode do njihove inaktivacije, §to s druge strane otvara put u kancero-genezu. Tako npr.
E; stvara kompleks s produktom gena Rb, negativnim regulatorom celijskog rasta.
Gubitak aktivnosti gena Rb rezultira malignom transformacijom (26). Protein E¢ stvara
kompleks s drugim supresorskim proteinom - produktom gena p53. Znacajno manja
koli¢ina p53 u ¢elijama u kojima je prisutan aktivni virusni protein Es predhodi malignoj
transformaciji (27).

Virus hepatitisa B prisutan u hepatocitima, zajedno sa drugim genetskim promenama,
znacajno ubrzava proces nastanka karcinoma jetre. Genom virusa Cine Cetiri glavna
strukturna gena - S, C, X i P. Produkt X-regije funkcioniSe kao regulator transkripcije
(28). Produkt X-gena, izgraden od 154 aminokiseline, deluje kao faktor transkripcije pos-
redno, aktiviranjem protein kinaze C i Raf-1 kinaze (29), ¢ija hiperekspresija rezultira
kaskadom prenosa signala zavisnih od faktora rasta. Na taj nac¢in produkt X-gena HBV-a
oponasa funkciju tumorskih promotora kao $to su forbol estri.

CELIJSKA SIGNALIZACIJA - NOVA MOGUCNOST I STRATEGIJA U

TERAPIJI KANCERA

Najveci broj onkogena i tumor supresornih gena predstavljaju normalne
komponente signalnih puteva celije koji kontrolisu celijski ciklus, apop-tozu, integritet
genoma, morfogenezu i diferencijaciju. Istovremeno promene u ovim signalnim pute-
vima iniciraju razvoj kancera. Kako iskoristiti ova saznanja u spreCavanju i lecenju
malignih tumora uzrokovanih hemijskim i bioloskim agensima? Razvoj lekova specifi¢no
usmerenih na aktivnost onkoproteina moze uciniti ¢elije tumora osetljivim na imunoliski i
genetski nadzor, §to predstavlja novu strategiju lecenja. Od posebnog interesa bila bi pri-
mena farmakoloskih inhibitora MAPK puteva cCelijske signalizacije (30), posebno za one
vrste kancera gde je prisutna hiperekspresija ovih signalnih proteina (9-11).

U slucajevima kada celije raka sadrZze onko-geni virus isti moze biti upotrebljen
kao dobar antigen za razliCite oblike imunoloskog ili genetskog lecenja. Tako npr.
inhibicija regije Efi/E, HPV-a moze povratiti transformisani fenotip celija karcinoma
zarazenih HPV-om u normalni fenotip (31).

Primena nesteroidnih antiinflamatornih leko-va (NSAID) u terapiji kancera kod ljudi
zasnovana je na inhibiciji MAPK (ERK2) puta koji predstavlja target mesto u aktiviranju
inhibicije proliferacije i rasta kancera (32). Lek sulindac iz iste grupe inhibira Ras/Raf
zavisnu transaktivaciju, nekovalentnim vezivanjem za p21Ras, S$to sprecava interakciju
p21Ras proteina sa p21Ras vezujuéim mestom na Raf proteinu, ¢ime se prekida dalji
kaskadni prenos signala na MEK i MAP kinazni put (33).

Brojni podaci (13,14,34-36) sugeriSu da posebno mesto u genezi kancera pripada
delovanju slobodnih radikala u svakoj od faza kancerogeneze, gde radikali ili njihovi
oksidativno modifikovani produkti ¢ine integralne delove u kaskadi transduk-cije signala
do efektora u fizioloskim uslovima.

Medutim, aktiviranjem kriti¢nih senzornih mesta u signalnim putevima mogu uticati na
¢elijsku prolif-eraciju, promenu fenotipa, apoptozu i kanceroge-nezu. S toga ne
iznenaduju nastojanja da se definisu terapijske indikacije primene antioksidanata u mno-
gim imunoliskim, inflamatornim i malignim bolestima. Nedavno objavljeni podaci
ukazuju na moguénost primene silimarina i silibina u terapiji tumora koze i prostate, gde
ovi flavonoidi inhibiraju aktivaciju ERB1 receptora (37,38). Primena antioksidanata



glutationa (39), melatonina (40), a i b toko-ferola (41), selena (42) i vitamina C (43)
takode se bazira na inhibiciji puteva celijske signalizacije c¢ija je alteracija i
hiperekspresija jedan od uzro¢nika u slozenoj multifaktorijalnoj onkogenoj klaboraciji u
procesu kancerogeneze.
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