Edukativni ¢lanci

Opsta medicina 2005; 11 (1-2): 67-71

Rast i maligna transformacija ¢elija
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Uvod

Maligna transformacija ¢elija je nekontrolisana, ,,anarhij-
ska deoba”, tj. stanje tkiva koje protivprirodno ,,buja”. Ovu
transformaciju normalne celije omoguduju, s jedne strane,
protoonkogeni u svom aktivnom obliku (onkogeni) a, s druge
strane, promene na nivou DNK izazvane hemijskim, biolo-
§kim i fizikim mutagenima. U sustini, maligna ¢elija svojom
ubrzanom i nekontrolisanom deobom osvaja susedna tkiva i
organe, §to uzrokuje pojavu metastaza'.

Stvaranje genetski izmenjenih celija u odnosu na ishodnu
majku ¢eliju predstavlja klon. Dalja proliferacija ¢elija klona
ide u pravcu nastanka éelijske linije sa izmenjenim hromo-
zomskim sastavom.

Drugim re¢ima, aktivacija protoonkogena remeti restrik-
cionu tacku, te ¢elija iz G prelazi u Gy period, $to znaci da
ulazi u ¢elijski ciklus. S druge strane, fizicki mutageni, preko
jonizujuéeg ili UV zragenja, takode mogu da iniciraju primar-
ni defekt na DNK molekulu prouzrokujuéi sekundarnu malig-
nu transformaciju ¢elija. Hemijski mutageni, koji u principu
deluju kao promutageni, mogu da (aktivacijom enzima doma-
¢ina preko svojih intermedijera) provociraju nekontrolisanu
deobu ¢elija remeteci restrikcionu tacku.

Bioloski mutageni, pre svih virusi koji nose ili ne nose
onkogene, takode iniciraju a samim tim promoviSu nastanak
kancerske éelije.®

Celijski ciklus i njegova regulacija

Pod ¢celijskim ciklusom se podrazumeva priprema celija
za deobu i neposredna deoba. U pripremi celije za deobu po-
stoji takozvani relativni period mirovanja, odnosno period ak-
tivnih metaboli¢kih procesa. U tom periodu, koji se sastoji iz
uslovno recena Cetiri stadijuma (G, Gy, S, G,), vrSe se neop-
hodne pripreme u smislu nastanka svih potrebnih molekula za
procese transkripcije i replikacije DNK molekula. Klju¢ni mo-
menat je G period, tj. period nakon prethodno izvrSene deo-
be ¢éelija. U tom stadijumu figuri$e takozvana restrikciona ta¢-
ka (slika 1)7, kontrolisana materijama zvanim kejloni koji odr-
Zavaju nepromenjeno stanje u celijama. Medutim, u slu¢aju
ucesca antihalona, odnosno produkata onkogena, ovaj mirni
per%gc}ilse destabili$e i ¢elija krece u Gy, a samim tim i u deo-
bu. ™

U G, periodu vrii se transkripcija RNK molekula, izme-
du kojih su molekuli informacione RNK odgovorni za enzime
koji regulidu procese maturacije, replikacije DNK molekula i
histona.

U S periodu, u takozvanom sintetskom periodu, vr$i se
udvajanje DNK molekula a samim tim replikacija DNK mole-
kula i sinteza histona.

Istovremeno u citoplazmi pocinje deoba centrozoma na
dve centrale, ¢ime su steceni svi uslovi za G, period. U G, pe-
riodu histoni se ugraduju u hromozomske strukture a aktini,
miozini i tubulini stvaraju niti deobnog vretena. U normalnim
slu¢ajevima od jedne ishodne majke ¢elije nastaju dve kceri
po broju hromozoma i veli¢ini iste c¢elije. Medutim, ako je iz-
gubljena kontrola deobe celije, procesi razdvajanja sestrinskih
hromatida se remete, te nastaju hromozomski izmenjene celi-
je, tj. maligne celije.” 10
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Slika 1. Generativni ciklus (G) Celije

G, - pripremna faza éelije za deobu u kojoj sadrzi diploidnu DNK;; S - pe-
riod sinteze, odnosno replikacije DNK; G, - premitozna faza u kojoj jedro
sadrzi tetraploidnu DNK; M - faza mitoze; G, - stanje mirovanja celije

Protoonkogeni

Protoonkogeni su geni sli¢ni strukturnim genima, neop-
hodni u embriolo§kom procesu jer ubrzavaju deobu blastome-
ra, ali po rodenju spadaju u ,,zatvorene” gene. Za razliku od
strukturnih protoonkogena (neaktivni onkogeni) nisu pretrpe-
li evoluciju, $to znaci da su isti kao kod ¢elija kvasca i kod ¢e-
lija sisara.

Onkogeni su prvo otkriveni kao transformirajuci deo re-
trovirusa koji izaziva brzi razvitak tumora i morfolosku tran-
sformaciju celija. Za retroviruse je u novijim analizama doka-
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zano da poseduju samo tri standardna gena u svom genomu, i
da normalno genom ne poseduje visak gena. Ta tri gena su ge-
ni GAG, POL i ENV. Gen GAG je odgovoran za sintezu unu-
tradnjih proteina virusa. Gen POL kontrolise sintezu enzima
obrtne transkriptaze, koja je neophodna za prepisivanje RNK
virusa u jednolan¢anu komplementarnu DNK (¢cDNK). Ovo
¢~ DNK sluzi kao matrica za stvaranje odgovarajuéeg drugog
lanca DNK. Upravo ova sposobnost transformacije RNK u
DNK, uz pomo¢ pomenutog enzima, dala je ovim virusima
naziv retrovirusi. Tre¢i gen, ENV, odgovoran je za sintezu
proteina konstituenata virusnog omotaca. > *

Treba jo§ napomenuti da se na oba kraja retrovirusnog
genoma nalaze LTR sekvence (long terminal repeat).

Iz navedenog mozemo uociti da retrovirusi normalno u
sebi ne nose onkogene, a ukoliko ih poseduju smatra se da su
ih ,,zaradili” pri nekoj ranijoj infekciji pomoc¢u rekombinacije
sa genom domadina.

Onkogen se u ovom slu¢aju vezuje za LTR sekvencu. Vi-
rusni onkogeni sadrze samo egzonske sekvence i ozna¢avamo
ih kao V onkogene. Njima odgovarajuce gene, koje nalazimo
kod eukariota nazivamo ¢elijskim protoonkogenima i obeleza-
vamo ih kao ,,c” protoonkogeni ili (,,c” onkogen ukoliko su
aktivni) > *.

Protoonkogeni su vazni éelijski geni koji imaju negativ-
nu sposobnost da se promene u onkogene Mihajlovi¢ D,
1997). Po svojoj gradi su vrlo sli¢ni strukturnim genima, a raz-
likuje ih broj (stotinak protoonkogena nasuprot tridesetak hi-
ljada strukturnih gena) i to §to protoonkogeni nisu pretrpeli
skoro nikakvu evoluciju (po gradi su sli¢ni kako kod beski¢-
menjaka tako i kod sloZenih organizama). Buduéi da su proto-
onkogeni sacuvani tokom evolucije, smatra se da u¢estvuju u
vaznim celijskim funkcijama vezanim za rast, proliferaciju i
diferencijaciju (rias diversion, development, diferentiation).
Bududi da ove funkcije karakteri§u i genom tumora, nije te§ko
uociti mogucu vezu izmedu ovih gena i nastanka maligniteta.g

U uvodu je napomenuto da je prvi otkriveni onkogen po-
ticao iz Rausarcom virusa, i on je obelezen pomocu tri slova
(src) koja predstavljaju skraéenicu izazovnog oboljenja. Po
ovom principu obeleZeni su i svi kasnije otkriveni onkogeni -
tri slova su skracenica oboljenja ili vrste organizma odakle su
izolovani.

Ukoliko zelimo kompletno obelezavanje, dodajemo i po-
datke o molekulskoj masi onkoproteina (proteina kodiranih
onkogena) p60 src, gde je broj 60 molekulska masa od 60 ki-
lodaltona.

Produkti onkogena, onkoproteini, svojim osobinama i
smeStajem unutar ¢elije, ukazuju na nekoliko mogucih nacina
delovanja, $to je omogucilo i podelu onkogena na vise grupa:3

« onkoproteini po strukturi sli¢ni faktorima rasta (c-sis);

« onkoproteini kao receptori za faktore rasta
(c-fms, c-erbB);

* onkoproteini sme$teni sa unutra§nje strane membrane,
gde ugestvuju u prenosu signala i imaju aktivnost GTP-
aze (-Hras, c-Kras) i protein kineze (c-abl, c-yes, c-src);

* onkoproteini smesteni u citoplazmi, sa aktivno$éu pro-
teina kinaze (mos, C-raf);
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* proteini kodiranih onkogena (c-fos, c-myc, c-jun) koji
se nalaze i deluju u jezgru, i koji su odgovorni za tran-
skripcione regulatore (DNK - vezujuéi proteini).

Promena u proteinu, bilo u njegovoj koli¢ini, gradi i vre-

menu sinteze osnova je svake maligne transformacije, a
osnovni oblici aktivacije onkogena su (slika la i 2)':

* ugradivanje virusnog onkogena u normalnu éeliju;

« ugradivanje virusa (bez onkogena) u genom domadina
koji se nalazi u neposrednoj blizini protoonkogena;

* strukturne hromozomske aberacije
(translokacije, delecije);

* delovanje mutagena mikrookoline koji uzrokuju tac¢ka-
ste mutacije.
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Ugradivanje virusnog onkogena u normalnu
celiju

Retroviruse koji nose onkogene nazivamo akutnim ili br-
zotransformi$u¢im virusima. Ugradivanjem ,,svog” onkogena
ovi virusi iniciraju stvaranje viska proteina, §to ¢eliju uvodi u
nekontrolisani rast i deobu. Centralno mesto u ovoj aktivaciji
ima enzim obrtna-transkriptaza, koja omoguéava prenos gene-
ti¢ke informacije sa RNK na DNK. Jednolan¢ani RNK retro-
virus ulazi u ¢eliju domacina, te se uz pomoc obrtne transkrip-
taze genom virusa transkribuje u komplementarni lanac DNK
(stvaranje dodatnih koli¢ina DNK u éeliji domacina). Nadalje,
dolazi do integracije DNK forme hromozome éelije i vrsi se
transkripcija u RNK molekule, koji predstavljaju matricu za
sintezu proteina virusa (progenski virusni strukturni proteini).
Ovi proteini virusa ¢e kasnije obrazovati nove partikule viru-
sa. Ako je retrovirus nosio onkoégen, onda je ve¢ maligna celi-
ja alterisala - prelazak u klon.>

Primer za ovu kategoriju virusa je Raus sarkom virus (sli-
ka 2)”. Maligna transformacija nastaje unutar mesec dana sa
100% ucinkom.

Virusi koji u sebi ne nose onkogene nazivaju se hroni¢ni
ili sporotransformiSuci virusi. Umetanjem svojih gena oni re-
mete dejstvo antionkogena (supresornih gena) i ponasaju se
kao promotori. Za razliku od onkogena ¢&ija aktivacija ili poja-
va u ¢eliji izaziva malignu transformaciju, antionkogeni delu-
ju suprotno, njihov gubitak i inaktivacija dovode do malignog
preobrazaja celije.



ROUS SARCOMA
VIRUS

SRC ONKOGEN
RNK GENOM

KAPSID

ROUS SARCOMA O
RNK GENOM  — "\ ANNNNL — SRC ONKOGEN
l VIRUSNA OBRATNA TRANSKRIPTAZA

ROUS SARCOMA _
DNK GENOM
JEDARNE
(\/ PORE
SELIJSKA INTEGRACIJA
IEMBRANA o VIRUSNE DNK
JEDRO
JEDROVA
HROMOZOMSKA  “tpaNSKRIPCIIA OPNA

ANNANNNNN | gag| pol| env| src] 4iRNK
e Ve Vi Ve W Ve W Wille Ve Ve Ve Ve VA N
TRANSLACIA

src KODIRANA
t%‘g% % PROTEIN KINAZA

MEMBRANSKI VEZANI
src GENSKI PRODUKTI
(PROTEIN KINAZE)

1
PROGENSKI VIRUSNI
STRUKTURNI PROTEINI

PROGENSKI VIRUSNI
GENOM

CITOPLAZMA

ROUS SARKOMA PROGENSKI VIRUS
Slika 2. Zivotni ciklus Rous sarcoma virusa.

Ovaj tip maligne transformacije (ugradivanje virusa bez
onkogena) poznat pod nazivom inserciona aktivacija protoon-
kogena, jeste ugradivanje Avian leukocitoti¢nog virusa (avian
myelocitomatosis virus - virus pti¢je mijelocitomatoze). On se
vezuje za c-myc onkogen, deluje kao promotor i izaziva nje-
govo ubrzano prepisivanje. Samim tim nastaje velika koli¢ina
produkata c-myc onkogena, §to ¢e na kraju dovesti do malig-
nog preobrazaja celije (Baricitov limfom). Ono §to se zna, ve-
Zano je za c-myc protogen, jeste njegova povecana ekspresija
u normalnim ¢elijama kada se one spremaju za deobu.°®

Kako je je jedna od osobina tumorskih ¢elija nekontroli-
sana proliferacija, nije teko uociti povezanost ovog protoon-
kogena sa malignitetom. Pored retrovirusa i DNK virusi se
mogu ponasati kao hroni¢ni virusi, §to znac¢i da deluju kao bi-
ologki karciogeni. Tu spadaju adenovirusi i herpes virusi.

Strukturne hromozomske aberacije
(translokacije, delecije)

U patologiji ¢oveka, kao posledica translokacije i deleci-
je, javljaju se razli¢ite neoplazme usled aktivacije aberacijama
zahvacenih protoonkogena (citat). Premestaji hromozoma va-
Zan su mehanizam aktivacije celijskih onkogena. Najéesée se
odvijaju translokacije hromozoma gde fragilna mesta, tj. tac-

ka loma (break points), na hromozomu koji se translocira, ¢e-
sto zahtevaju one regije koje se aktivno prepisuju, ukljucujuéi
i onkogene (tacke loma su obavezno u blizini protoonkogena).
Kod bolesnika sa leukemijama i limfomima ustanovljeno J;e
dvadesetak tacaka loma na hromozomima 1, 8,9, 111 16. L
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Slika 3. U humanoj patologiji kao posledica translokaci-
ja i delecija javljaju se razliCite neoplazme zbog aktivacije
(aberacijama zahvacenih) protoonkogena
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Kao primer navodimo Hroni¢nu mijeloidnu leukemiju
(CML), translokacija t(22:9). Ovom translokacijom normalni
c¢elijski protoonkogen c-abl premesta se sa hromozoma 22 na
hromozom 9. Skraceni 22 hromozom je poznat kao Philadelp-
hia hromozom -Ph. Lom na hromozomu 22 zahteva malu regi-
ju koja se, zbog grupisanja lomova u tom podrudju, naziva - ber
(break point cluster region), tj. regija lomova gena (slika 3)’.

Kao rezultat translokacije, brc i c-abl se spajaju u tako-
zvani glava-rep konfiguraciju, i stvara se hibridni genetski niz.
Spojeni geni odgovorni su za nastanak proteina p210, koji ima
aktivnost proteina kinaze i povezuje se sa patogenozom hro-
ni¢ne mijeloidne leukemije.

Pri ovoj translokaciji protoonkogen c-abl (koji je sasta-
vljen od 12 egzona i kodira protein p145) gubi svoj 5 egzon,
$to dovodi do stvaranja promenjenog proteina, a time i do raz-
voja bolesti. Na slici 2 prikazana je translokacija 9/22 hromo-
zoma. Tacke mutacije najée$ce zahtevaju c-ras familiju (H-
ras, K-ras i N-ras), dovode¢i do promena strukture i funkcije
onkoproteina p21. Na taj na¢in mutacije mogu zahvatati razli-
¢ite kodone; samo neke od njih, kao §to su mutacije kodona
12, 13 ili 61 u N-ras-u, dovode do aktivacije onkogena.

Tipi¢an primer mutacione aktivacije onkogena nalazi se
kod akutne mijeloidne leukemije (AML). Mutacija N-ras on-
kogena nalazi se kod 25-30% bolesnika sa ovom bolescu. Pri-
meceno je da je ras mutacija, zapazena na poc¢etku bolesti, po-
nekad kasnije odsutna ili je zamenjena drugom ras mutacijom.
Nalaz mutacije N-ras onkogena u mijelidoplasti¢nom sindro-
mu (preleukemija) govori u prilog shvatanju da c-ras ucestvu-
je u ranim fazama nastanka leukemije, tj. da nalaz ovog onko-
gena predstavlja predispoziciju a ne uzrok ove bolesti.

Onkogeni i maligna transplatacija ¢elija

Dejstvom produkata onkogena do tada mirne ¢elije kre¢u
u ubrzanu proliferaciju, ¢ime nastaju maligne celije koje se
bitno razlikuju od normalnih celija. Razlike se ogledaju kroz
promenu nukleocitoplazmati¢nog odnosa u Korist jedara; kroz
povecanje broja jedaraca, §to ukazuje na visoku metaboli¢ku
aktivnost ¢elija; kroz pojavu novih antigena na ¢elijskoj mem-
brane, ¢ime se remete ragulatorni mehanizmi preko hormona
ili preko proteinskih materija; kroz izrazitu fosforilizaciju tiro-
zina, §to znadi i da je celija izgubila kontrolu nad svojom de-
obom; kroz pojavu strukturnih i numeri¢kih aberacija, $to je
slucaj sa ¢elijskim linijama (slika 4)".

Slika 4. Celijska linija ,, HEL” obojena Wright-Giemsom
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Na slici se vidi éelijska linija HEL, odnosno humana eri-
troleukemijska celijska linija pra¢ena sa 66 hromozoma i sa
2y. Sliéno ovoj liniji su i éelijske linije HELA i HL-60"°. HL-
60 je humana leukemijska linija koja nije zahvatila ostale loze
kostne srzi.

Mehanizam delovanja onkogena

Onkogeni deluju u principu na tri na¢ina:

* tirozin-kinezna aktivnost

« faktori rasta

* autokineza

U celijski skelet ulazi belan¢evina vinkulin koja normal-
no sadrzi 2 tirozina na 2000 aminokiselina. U tom sluéaju ce-
lija je normalne konstrukcije i deli se po zakonima mitoze.
Medutim, u slu¢aju fosforilizacije (vise od dva tirozina) ¢elij-
ski skelet se remeti (slika 5)12 jer se stvaraju takozvane ,,bre-
$e”. Na taj nacin se gube receptori na ¢elijskoj membrani, a sa-
mim tim je izgubljena i kontrola ¢elijske deobe.* ¢

S druge strane, faktori rasta koji su takode produkti on-
kogenog dejstva stimuli$u brzi i nekontrolisani rast i deobu ce-
lija. Od mnostva faktora rasta, najbolje opisani su trombociti i
epidermalni faktori rasta.

aktinski
sklopovi

adhezijska plocica
druge belancevine aktinski
sklopovi

p60src
vinkulin

membrana

sidrena belancevina matriks

Slika 5 Funkcija vinkulina

Trombocitni faktori rasta (PDGF) imaju dva polipeptilna
lanca. Od njih je jedan isti kao i polipeptidni lanac koji je kon-
trolisan onkogenom SISp28, $to znadi da u nekontrolisanoj
produkciji ovog faktora rasta bez dejstva produkata onkogena
¢elija moZe da se transformise u maligni oblik.

Epidermalni faktor rasta (EGF) radi na principu kompe-
ticije, jer u slu¢aju da se za receptor veZe njemu sli¢ni protein,
hormon proteinske prirode, celijska deoba te¢e normalno. Ali
ako se veze EGF, celija ide u nekontrolisani rast i u deobu. Au-
tokineza je pojava da hormoni imaju éelije cilja (target) koje
stimuli§u po potrebi organizma u smislu njihove transkripcije
a kasnije i deobe. U slu¢aju da ovi hormoni deluju sve vreme
na ove receptore, mogu se ulaskom u ¢éeliju ugraditi na nivou
velikih i malih brazda (slika 6)’ i tako stimulisati neke od on-



kogena. Tipi¢an primer je dejstvo adrenalina na onkogen p21
pak.™

Retrovirusna karcinogeneza

Retrovirusi su RNK virusi sa sposobnoscu za transforma-
ciju u jednolanéani komplementarni DNK molekul. To im
omogucuje genom POL, odnosno genom za enzim obratnu
transkriptazu. Pored ovog gena, RNK virusi poseduju i gene
za proteine kapsida i unutrasnje proteine.’

Slika 6 Sekundarna struktura DNK.
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U slu¢aju da RNK virusi izazivaju malignu transformaci-
juunutar mesec dana sa 100% rezultatom, govori se o akutnim
retrovirusima koji nose neki od onkogena.

U slucaju da RNK virusi indukuju tumor unutar godinu
dana sa 40% efikasnosti, govori se o hroniénim retrovirusima
koji ne nose onkogene ali se ugraduju u blizini onkogena, te
imaju ulogu promotora njihove transkripcije.” '

Zakljucak

Maligna transformacija c¢elija moze biti uzrokovana ak-
tivno§cu proteinskih produkata, ali i pod dejstvom hemijskih i
bioloskih agenasa. Transformisana normalna celija sa viso-
kom proliferativnom moéi i sa izmenjenim genetskim sasta-
vom predstavlja klon.

U principu, svaka maligna déelija pored niza promena u
odnosu na normalnu ¢eliju, poseduje i primarne hromozomske
aberacije ¢ije se sekundarne posledice obja3njavaju malignite-
tom. Fankonijeva pancitopanija je primarna posledica hromo-
zomske aberacije, a finalni proizvod je leukemija ili xeroder-
ma pigmentozu, &ija je sekundarna manifestacija melanom. "

Pored krupnih hromozomskih aberacija i strukturne hro-
mozomske aberacije, delecije i translokacije mogu, nedostat-
kom delova DNK molekula ili njihovom zamenom mesta, ak-
tivisati dotle ,,mirni” protoonkogen.

Na osnovu svega izloZenog proizilazi da je maligna trans-
formacija ¢elija pod direktnom kontrolom produkata onkoge-
na i da u slu¢aju njihove aktivacije, nezavisno da li su od vi-
rusa, hemijskih ili fizickih agenasa, mogu inicirati a kasnije i
promovisati nastanak nekog tumora.”
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