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MUTACIJE GENA 7P53 U
KARCINOGENEZI

UvOD

Cinjenica daje gubitak funkcije gena TP353 za-belezen u vise od polovine
humanih kancera ¢ini vrlo znacajnim razmatranje uloge ovog gena u kar-cinogenezi.
Mutacije gena 7P53 nadene su u skoro svim tipovima humanih kancera, a ucestalost
varira medu razli¢itim tipovima kancera. Ove mutacije su prisutne u kancerima mokrac¢ne
besike, ezofagusa, kostiju, kolona, mozga, cerviksa, jetre, dojki, lar-inksa, pluca,
hematopoetskih celija, limfoidnog tkiva, ovarijuma, koze, pankreasa, Zeluca, endometri-
juma uterusa, tiroidne zlezde. Posebno su ceste mutacije gena 7P53 u kolorektalnim
kancerima (oko 70%), kancerima pluca (oko 50%) i kancerima dojke (oko 40%).
Osim mutacija, za mnoge tipove tumora karakteristicna je visoka ekspresija gena 7P53.
Njegova prekomerna ekspresija moze biti prognosticki znak za vise kancera, kao §to su
kancer dojke, ovari-
juma, endometrijuma, pluéa, ezofagusa, karcinom mokra¢ne besike, maligni melanom.
lako se prekomerna ekspresija ili mutirano stanje nalazi kasno u karcinomu kolona, ove
njegove karakteristike se zapazaju mnogo ranije u drugim kancerima. Tako npr. p53 se
akumulira u oko 30% ranog displa-sticnog tkiva pluca, oko 68% karcinoma pluc¢a i u 80%
invazivnih tumora, $to moze biti dijagnosticki marker za ove bolesti.

BIOLOSKA ULOGA P53

Protein od 53 kDa, kasnije poznat kao p53, prvi put je otkriven kao komponenta
kompleksa SV40 u transformisanim ¢elijama ovim virusom (1). Kasnije je p53 naden u
razli¢itim transformisanim misjim celijskim linijama, kultivisanim humanim tumorskim
¢elijama i u mi§jim tumorima indukova-nim hemijski, radijacijom ili virusima. Ulogu p53
u karcinogenezi jo$ viSe je potencirala Cinjenica da transfekcija gena 7P53 imortalizuje i
transformise celije (2, 3), te da kooperiSe sa ras-om u indukciji transformacije (4). Zato je
pS53 prvobitno smatran za onkogeni protein. Postepeno su se redala saznanja da on
suprimira onkogenu transformaciju celije, a da je njegova transformiSuca sposobnost
posledica mutacije. Danas je jasno da nemutirani, divlji tip gena TP53, vr$i negativnu
kontrolu ¢celijske proliferacije i suprimira celijsku transformaciju i tumorogenezu,
odnosno da vr$i tipiénu ulogu tumor supresornog gena (5, 6, 7).
Delovanje p53 na molekul DNK pokusava se objasniti preko nekoliko mehanizama.
Jedan od njih objasnjava delovanje p53 kao transkripcionog faktora za gene koji deluju
supresivno na ¢elijski rast. Prema drugom objasnjenju njegovo inhibitorno delovanje na
transkripciju vr$i se preko inhibicije vezivanja TATA boks-vezuju¢ih proteina za
promotor gena, a postoji i objasnjenje da p53 direktno ometa replikaciju interreagujuéi sa
replikacijskim aparatom.



Protein p53 je multifunkcionalan. Uloga transkripcionog faktora je jedna od njegovih
brojnih uloga. Ovu ulogu vrsi tako §to se tetramer p53 veze za DNK, pri ¢emu moze da
aktivira transkripciju gena koji su nishodno od p53 vezujué¢eg mesta. Protein p53 regulise
transkripciju viSe gena koji su odgovorni za odvijanje replikacije DNK. Zaustavljanje
rasta koje je indukovano aktivacijom p53 pre ili blizu restrikcione tacke u kasnom GJ
periodu je udruZzeno sa smanjenjem transkripcije gena, koji su ukljuceni u replikaciju
DNK i ¢elijsku proliferaciju, kao Sto su geni za histon Hj, ¢elijski nuklearni antigen
(PCNA), DNK polimerazu alfa i b-myb. Za ove regulatorne dogadaje, p53 mora zauzeti
odredene konformacione strukture, §to je jasno modulisano fosforilacionim stanjem.
Vezivanje na DNK, omogucuje njegova oligomerizovana forma. Mutantni p53 ne moze
da postigne odgovarajuc¢u konforma-ciju, a sa druge strane formira oligomere sa divljim
p53 ina taj nacin ga blokira.

Druga vazna uloga p53 je izgleda mnogo S§ira i sumarno je opisana kao "Cuvar genoma".
Ova cuvarska funkcija se ogleda u zaustavljanju replikacije ostecene DNK. Normalne
celije sa ostecenom DNK se zadrze na kontrolnoj tacki na prelazu G, u S period ¢elijskog
ciklusa sve dok se ostecenje ne popravi. Celije koje su izgubile gen TP53 ili sadrze
njegovu mutantnu formu, neée biti zadrzane na G,. Normalno p53 vr§i monitoring
integriteta genoma i funkcionise kao "molekularni policajac". Ako je DNK ostecena, tada
se p53 akumulira i zaustavlja replikaciju DNK i deobu celije za vreme dok se DNK ne
repariSe. Ako su reparacioni mehanizmi neuspesni, pS3 okida apoptoti¢ni odgovor, a ko-
nacan rezultat je smrt ¢elije. Ali, ako je p53 izgubljen ili je mutirao, ¢elija replikuje leziju
na

DNK, ona se zatim prenosi na cerke celije, koje mogu imati prednost u prezivljavanju u
odnosu na normalne celije. Ovakve celije su geneticki manje stabilne, pa akumuliraju
mutacije 1 preuredenja gena, dovodeci do generisanja malignog stanja koje se onda jo$
pojacava, $to se vidi kroz progresiju tumora (8, 9, 10).

Posmatranje uloge p53 kao regulatornog proteina za rast ¢elija namece Cinjenica da ima
kratak poluzivot, nuklearnu lokalizaciju i aktivnost transkripcionog faktora, te da je
njegova sinteza u ¢elijama sa oSte¢enom DNK pojacana. Da od gena TP53 zavisi odgovor
¢elije na oste¢enje DNK, vidljivo je iz Cinjenice da Celije koje imaju mutiran ovaj gen ne
odgovaraju adekvatno na defekte DNK. Protein p53 u stvari povecava osetljivost na joni-
zujuce zracenje i antikancerske lekove kao $to su 5-fluorouracil, etoposid i doksorubicin.
Sa druge strane, odsustvo p53 ili njegove funkcije povecavaju rezistenciju na jonizujuce
zracenje 1 hemoterapeut-ske agense.

Apoptoza je vazan nivo kontrole tkivnog ho-meostazisa koji §titi organizam od posledica
prirodne selekcije medu ¢elijama, a uzrokovana je de-lovanjem p53. Ova funkcija dolazi
do izrazaja posle izlaganja celija radijaciji, citostaticima i generalno, agensima koji
ostec¢uju DNK. Gen bcl-2 sa anti-apoptotiCkom funkcijom je pod nishodnom regulacijom
gena TP53 (11, 12).

GEN TP53

Gen TP53 je mapiran na hromozomu 17 (17pl3). Gen sadrzi 10 egzona i
eksprimiran je u svim telesnim Celijama, ali u veéini tkiva na vrlo niskom nivou
ekspresije. Njegov produkt, humani protein je izgraden od 393 aminokiseline i1 sadrzi 9
serinskih rezidua za potencijalnu fosforilaciju. Jedna od rezidua, serin 316, se fosforilise
ciklin zavisnom kinazom (13). Blizu fosforilacionog mesta je domen preko kojeg se vrsi
nuklearna trans-lokacija zavisna od signala koji reguliSu celijski ciklus. Nuklearna
lokalizacija je znacajna za funkciju p53. U nekim humanim kancerima, defekt funkcije



p53 je posledica njegovog zadrzavanja u citoplazmi zbog nesposobnosti da se translocira
u jedro éelije.

Medu vrlo razli¢itim zivotinjskim vrstama postoji prilicno velika homologija p53.
Tako npr. izmedu proteina zabe Xenopus-a i ¢oveka postoji oko 55% homolognosti, a
neki delovi proteina su ¢ak 100% homologni. Karakteristicno je da su ovi vi-
sokohomologni regioni naj¢es¢e pogodeni mutacijama na genu 7P53, $to upucuje na to
da ovi regioni imaju posebno znacajnu ulogu u regulatornim funkcijama p53.

RASPROSTRANJENOST MUTACIJA GENA TP53

U ¢eliji moze izostati funkcija p53, ako je gen TP53 mutiran, eliminisan iz Celije
delecijom ili zbog delovanja inhibitora kao §to su produkt gena MDM; ili protein Eg
papiloma virusa.
Preko 50% humanih kancera ima mutacije 7P53 (13) i one predstavljaju najceSce
genetske pro-mene nadene u kancerima. Medu mutacijama ovog gena neke su posebno
Ceste. U karcinomima su najcesce misens point mutacije. S druge strane, u sarkomima su
najcesce delecije, insercije 1 preuredenja gena, a point mutacije su vrlo retke. U nekim
sarkomima su nadene amplifikacije onkogena MDM,, C¢iji produkt inaktivira p53.
Mutacije su razli¢ito distribuirane po tkivima. Tako npr. u oko 53% kancera jetre u
podruc¢jima endemic¢nim za hepatit B i izlozenost aflatoksinu B, srec¢e se mutacija u ko-
donu 249.
Mutacije p5S3 mogu biti i germinativne. Primer je Li-Fraumeni sindrom koji se javlja vrlo
Cesto u nekim porodicama. Mnogi ¢lanovi ovih porodica imaju misens i nonsens mutacije
u jednom od alela 7P53, a karakteriSe ih sklonost ka osteosarkomima, adrenokortikalnim
karcinomima ili kancerima mozga, ¢esto vrlo rano tokom zivota (10, 14, 15). Iako se
mutacije 7P53 Cesto nalaze u kanceru kolona, ovaj tip kancera nije prevalentan u
pomenutim porodicama, §to ukazuje na to da germinativne mutacije ¢ine ipak neka tkiva
podloznijim za kasnije somat-ske mutacije od drugih tkiva, ili da neka tkiva imaju
dodatne regulatome mehanizme za regulaciju Celijske proliferacije.
Postoje najmanje tri fenotipska efekta mutacija 7P53. Jedan je gubitak funkcije Sto je
posledica misens mutacije koja ukida sposobnost p53 da blokira ¢elijsku deobu ili ¢eliju
vra¢a u normalan iz transformisanog fenotipa. Protein p53 moze zbog mutacije da stekne
novu funkciju da indukuje tumorski fenotip ili da prevlada normalnu supresornu funkciju
p53, sto se ponekad zove dominantni negativni efekat. Ovaj efekat moze biti objasnjen
time da je mutantni protein manje podlozan degradaciji od normalnog (16).

TIPOVI MUTACIJA P53

Tumori pluca sadrze bazne tranzicije i trans-verzije, ali tumori kolona primarno
imaju tranziciju baza C-»T. Dinukleotidi CpG su vrlo ¢esta mesta mutacija. Ovo namece
pitanje da li obrasci tkivno-specificne metilacije C u CpG dubletima moze biti od znacaja
za tip mutacija. Naime, zna se da metila-cija C u CpG mestima pokazuje vecu stopu muti-
ranja nego na mestima sa nemetilisanim C. Ovo
takode usmerava paznju i na vezu pogodenih tkiva i tipa karcinogena. U tom svetlu se
mogu videti podaci da vise od polovine hepatocelularnih karcinoma (HCC) u podru¢jima
izloZzenim aflatoksinu Bj imaju transverziju G—»T u tre¢oj poziciji kodona 249, Sto za
posledicu ima zamenu arginina serinom (17). Ovo takode moze biti demonstrirano izla-
ganjem humanih hepatocita aflatoksinu u ¢elijskoj kulturi. Ali, ako su tkiva HCC uzeta od
pacijenata, koji zive u podrucjima slabo izlozenim aflatoksinu, onda se u'genu 7P53 retko
javlja transverzija G->T, ali su mutacije nadene u drugim regionima gena. lako je



ocigledno da razliCiti karcinogeni mogu uzrokovati promene na razli¢itim mestima u
genu, krajnji rezultat je uvek inaktivacija p53 (18).

Posebno je visoka ucestalost transverzije G—»T u genu 7P53 u humanim kancerima, ¢ija
se etiopatogeneza vezuje za puSenje duvana, kao Sto su kanceri pluca i ezofagealni
karcinomi. Benzopiren (BP), koji je komponenta duvanskog dima proizvodi incidencu od
oko 70% transverzija G—>T u in-dukovanim karcinomima koze misa. Sli¢nu frekvenciju
mutacija, ali sa nizom stopom transverzija G—>T karakteriSu tumori koZe indukovani
7,12-di-metilbenz[a]antracenom. Iz ovoga se namece generalni zaklju¢ak da razliciti
karcinogeni deluju razli¢ito na gen 7P53. U tom smislu bi se mogao razmatrati i nalaz da
karcinomi koze misa indukovani UV radijacijom sadrze prevalencu tranzicija C—>T.

Za razmatranje mehanizma mutiranja gena 77*55 vazna je Cinjenica da vecina mutacija
pogada nematri¢ni lanac gena. Posto se on sporije reparira, to predstavlja veliki potencijal
za prenos greSaka na cerke Celije.

MOGUCA TERAPIJA

Uvodenje divljeg tipa gena 7P53 u nekoliko razlicitih celijskih sistema u
¢elijskim kulturama obi¢no zaustavlja éelijsku proliferaciju i sprecava prolaz ¢elije kroz
kontrolnu tacku za prelaz iz G, u S period c¢elijskog ciklusa. Pri tome dolazi i do supre-
sije neoplasti¢nog fenotipa u ¢elijskoj kulturi i tu-morogenosti u nude misevima. Ali, ako
se u ¢elije uvodi mutirani gen tada nema supresije, ve¢ se pro-liferativnost i tumorogenost
pojacavaju. Ovi efekti su videni i na humanim karcinomima prostate, kolo-rektalnim i
pluénim karcinomima, kao i glioblasto-mima, osteosarkomima i akutnim limfoblastnim
leukemijama.

Normalni 7P53 uveden retroviralnim vektorom u fibroblaste Li-Fraumeni
pacijenata vraca kontrolu celijskog ciklusa i smanjuje amplifikaciju gena na normalni
nivo. Ovakvim genskim tretmanom se moze takode indukovati i apoptoza u tretiranim
¢elijama. Svi ovi podaci su dobar putokaz za primenu genske terapije kancera.
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