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SAMMANFATTNING

p53 ar en transkriptionsfaktor som gor att celler gar i apoptos eller undviker cellproliferation
vid DNA-skada. Genen inhiberar bl.a. CDK-komplexet och far pa sa satt cellcykeln att
avstanna i G1-fasen. p53 kodar ocksa for Bax vilket inducerar apoptos i ett flertal celltyper;
samt GADDA45 som é&r involverat i DNA-reparation. |1 normala fall finns p53-proteinet i laga
koncentrationer i cellen pa grund av dess korta halveringstid (ca 20 min). Genen aktiveras vid
DNA-skada (genom y-stralning eller ultraviolett stralning), narvaro av DNA-
reparationsintermedidrer samt vid hypoxi. Vid aktivering stabiliseras p53-proteinet vilket gor
att halveringstiden forlangs.

Inledande forskning gjordes i borjan av 90-talet och studien gick ut pa att ta fram en
djurmodell for att identifiera p53-genens roll vid utvecklingen av tumdérer. Den huvudsakliga
slutsatsen man kom fram till var att homozygota mdss for p53-genen loper stor risk att
utveckla tumérer. En liknande studie gjordes 1994 dar man ville konfirmera féregaende fynd
samt gora ytterligare observationer. | denna studie drog man ocksa slutsatsen att homozygota
moss for p53-genen loper stor risk att utveckla tumaérer. Man kom i denna studie ocksa fram
till att heterozygota madss for p53-genen har en 6kad bendgenhet att utveckla tumoérer.

2004 anvénde forskare musmodeller med punktmutationer i p53-genen for att skapa en
modell av Li-Fraumeni-Syndromet (LFS) hos manniska. Tumorspektrumet hos mdossen
liknade det tumorspektrum som ses hos manniskor med LFS. Man kom ocksa fram till att
punktmutationer i p53-genen kan leda till en s.k. ”gain-of-function”.

Mutationer i p53-genen tillsammans med andra gener kan ge en synergisk effekt. Man har
visat att moss med mutationer i bade p53- och RAS-genen hade 6kad bendgenhet att utveckla
tumarer i jamforelse med nar en mutation fanns i nagon av generna. Man har ocksa visat hur
en mutation av p53-genen forst far effekt efter en mutation av PTEN, som &r en annan
tumaorsuppressorgen.  Forskning tyder pa att mutationer i p53-genen sker sent i
cancerogenesen, vilket i sin tur tyder pa att dven andra gener och faktorer spelar in vid
tumorbildning.



SUMMARY

p53 is a transcription factor which regulates apoptosis and cell proliferation. The gene inhibits
the CDK-complex and takes the cell cycle to a halt in the G1 phase. The p53-gene also
encodes transcription of Bax, which induces apoptosis in numerous cell types. Normally, the
p53-protein is found in low concentrations in the cell due to its short half time (approximately
20 minutes). The gene activates by DNA damage (gamma rays or UV lights), the presence of
DNA repair intermediates or by hypoxia. When activated, the p53 protein stabilizes which
makes the half time longer.

The first research of the p53 gene was made 1992 and the goal of the study was to find an
animal model to identify the role of p53 in tumor genesis. The main conclusion drawn by in
the study was that mice homozygous for the p53-gene have a high risk of developing tumors.
A similar study was made 1994 to confirm these results and to make new observations. The
conclusion in this study was that mice homozygous for the p53-gene have a high risk of
developing tumors. Another conclusion in this study was that mice heterozygous for the p53-
gene also have higher risk of developing tumors.

In 2004 scientists used mouse models with endogenous point mutations in the p53-gene to
create a model of Li-Fraumeni-Syndrome (LFS). The tumor spectra from the mice resembled
the tumor spectra that can be seen on humans with LFS. Another conclusion drawn from the
study was that point mutations in the p53-gene can lead to a “gain-of-function”.

Mutations in the p53-gene together with mutations in other genes can result in a synergetic
effect. Mice with mutations in both the p53-gene and the RAS-gene have a higher prevalence
of tumors, in comparison to when just one of the genes has a mutation. Also, mutations of the
p53-gene matters only after a mutation of PTEN, which is another tumor suppressor gene.
Studies show that mutations in the p53-gene occur late in cancer genesis, which indicates that
other genes and factors play important roles in tumor formation too.



INLEDNING

| ca 50 ar har patologer och forskare utforskat sjukdomars egenskaper genom att anvanda
djurslaget mus som modelldjur. Den forsta lyckade gendverforingen for att skapa en transgen
mus (mus med forandrat genom, som i sin tur overfor férandringen vertikalt) skedde i borjan
av 1980 talet. Sedan dess har hundratals genetiskt férandrade musmodeller av biomedicinsk
betydelse skapats (Roths et al., 1999). Dessa modeller har gett och fortsatter att ge manga
mojligheter inom cancerforskningen; och modellerna har hjalpt forskare att forstd manga olika
pato-genetiska mekanismer inom omradet (Reco et al., 2001). Det finns enorma méangder
genetisk information om djurslaget mus, och manga olika genetiskt modifierade linjer av
mass; varfor djurslaget ofta anvénds inom forskning (Roths et al., 1999).

Benamningen knockout-mus kannetecknar mdss dar man pa genniva plockat bort eller
inaktiverat en egenskap. (Medical Dictionary, 2012). Ett exempel pa detta ar hamningen av
p53-genen. Detta beskrevs for forsta gangen 1992 av Donehower (Roths et al., 1999) och man
borjade i samband med detta forsta att p53-genen spelar en avgdrande roll i cancerogenesen.
Sedan dess har intensiv forskning gjorts inom amnet och man har kommit fram till att pa
humansidan har hélften av alla maligna tumérer en mutation i p53-genen (Levine, 1997).

Min fragestallning for det har arbetet ar dels vad p53-genen har for funktion, och dels
huruvida studier av genen med mus som modelldjur kan extrapoleras till ménniska. Jag &ar
ocksa intresserad av huruvida p53-genen kan interagera med andra gener och vilken betydelse
detta har for en eventuell tumoéruppkomst, samt hur olika typer av mutationer hos genen kan
ge olika svar i tumdruppkomsten.

MATERIAL OCH METODER

Vildigt mycket forskning har gjorts inom detta omrade vilket har resulterats i en uppsjo av
artiklar pa natet. De vetenskapliga artiklarna har jag framst hittat genom sékning i databaserna
Web of Knowledge och Pubmed. Sokord jag anvant mig av i olika kombinationer ar p53,
transgenic mouse, p53 mouse model, p53 tumor supressor. Manga ganger begransade jag min
sokning till ”veterinary science”. Jag valde artiklar dels efter tidsskrift och dels om de blivit
citerade av andra forskare inom omradet.

LITTERATUROVERSIKT
Allméant om p53

p53 ar en transkriptionsfaktor som gor att celler gar i apoptos eller undviker cellproliferation
vid DNA-skada. p53-genen fungerar ddrmed som en tumdrsuppressor. Mutationer i p53-
genen hittas vid ca 50 % av cancerfallen pa humansidan (Wahl, 2006) och man har observerat
missense-mutationer i genen vid mer &n 50 olika typer av cancer hos ménniska (Olive et al.,
2004).

p53-genen kodar for ett protein som aktiverar transkriptioner av sex eller sju kénda gener,
vars uppgifter ar att utova p53-beroende funktioner i cellen. Exempel pa proteiner som
aktiveras av p53-genen ar p21, WAF1 och Cipl, vars funktioner &r att inhibera CDK-
komplexet och pa sa satt fa cellcykeln att avstanna i G1-fasen. p53 kodar ocksa for Bax vilket



inducerar apoptos i ett flertal celltyper; samt GADD45 som é&r involverat i DNA-reparation.
(Levine, 1997).

| normala fall finns p53-proteinet i laga koncentrationer i cellen pa grund av dess korta
halveringstid (ca 20 min). Genen maste darfor under dessa omstandigheter fa en signal for att
aktiveras. Denna aktivering kan ske vid DNA-skada (genom y-stralning eller ultraviolett
stralning), vid narvaro av DNA-reparationsintermedidrer samt vid hypoxi. Vid aktivering
stabiliseras p53-proteinet vilket gor att halveringstiden forlangs, vilket i sin tur svarar for den
hogre koncentrationen av p53-proteinet i cellen. Koncentrationen av p53-proteinet ar
proportionellt mot graden av DNA-skada (Levine, 1997).

Vid funktionsstorning av p53-genen (t.ex. via missense-mutationer) kan viktiga kontrollsteg
av cellcykeln forsvinna. Detta kan resultera i proliferation av muterade celler vilket kan vara
ett steg i utvecklingen av cancer. (Wahl, 2006).

Inledande forskning

Den forsta p53-knockout-musen (= mus dar man tagit bort p53-genens funktion) beskrevs
1992 av Donehower et al (Roths et al., 1999). Studien gick ut pa att ta fram en djurmodell for
att identifiera p53-genens roll vid utvecklingen av tumoérer. Forskarna anvande sig av
homolog rekombination i embryonala stamceller fran mus for att fa fram en noll-allel av p53-
genen, d.v.s. en mutant kopia av genen som saknar genens normala funktion (Donehower et
al., 1992).

Moss som var homozygota for den muterade allelen (mdss med tva utslagna alleler,
benamning p53™) var benagna att spontant utveckla tumdrer — framfor allt lymfom och
sarkom — innan de natt 6 manaders alder. Denna utveckling kunde ses hos 74 % av djuren och
genomsnittstiden for att uppticka tumorer var 20 veckor. Histologiskt kunde forskarna se att
tumaorerna bestod av manga olika celltyper. Heterozygota mass (mdss med en vildtyp-allel
och en muterad allel, bendamning p53*") utvecklade enbart i sallsynta fall tumdrer (2 av 96)
innan de natt 9 manaders alder. Mdss med dubbel uppséttning av vildtyp-allelen (bendgmning
p53*"*) utvecklade inga tumorer innan 9 méanaders alder (Donehower et al., 1992).

Den huvudsakliga slutsatsen Donehower och kollegor drog var att homozygota maéss for p53-
genen I6per stor risk att utveckla tumadrer. En annan pa den tiden viktig slutsats forskarna drog
var att p53-genen inte var nodvandig for embryonal utveckling, nagot man tidigare trott da
man noterat att genen ar aktiv i cellcykeln. Forfattarnas slutord var att p53-knockout-mdss
kommer bli en anvandbar modell for att studera p53-genens roll i utvecklingen av tumarer.
(Donehowver et al., 1992).

En liknande studie (1994) gjordes dar man ville konfirmera Donehowers fynd samt gora
ytterligare observationer. | denna studie drog man ocksa slutsatsen att homozygota maoss for
p53-genen loper stor risk att utveckla (maligna) tumdrer, samtidigt som man bekréftade att
genen inte &r nddvandig for embryonal utveckling. Alla homozygota moéss (49/49) hade dott
vid nio manaders alder och man hittade tumérer hos alla utom atta djur (hos dessa kunde av
olika anledningar obduktion inte utfdras) (Jacks et al., 1994).



Jacks kom - till skillnad frdn Donehower — fram till att heterozygota moss for p53-genen
ocksa ar predisponerade for utveckling av cancer, men att utvecklingen tar langre tid. Man
forklarade detta genom att det kravs en mutation i den resterande vildtyp-allelen ndgon gang
under tumdrutvecklingen. Mycket riktigt visade tre fjardedelar av tumérerna hos de
heterozygota mossen pa en mutation av vildtyp-allelen. Man kom ocksa fram till att
tumorspektrumet for heterozygota moss skiljer sig fran tumorspektrumet hos homozygota.
Detta forklarades med att den aterstaende vildtyp-allelen hos heterozygota mass kan ha olika
bendgenhet att mutera i olika vdvnader och celltyper. Den vanligaste tumoértypen hos
heterozygota moss var osteosarkom och den vanligaste for homozygota var lymfosarkom.
Tumdrspektrumet hos heterozygota moss liknade det tumdrspektrum som ses hos ménniskor
med det sa kallade Li-Fraumeni-syndromet, men var dock ej identiskt (Jacks et al.,1994).

Mus som modelldjur fér méanniska

Musmodeller har bidragit till forstaelse for p53-genens roll och funktion (Attardi et Jacks.,
1999) och ar anvandbara redskap for att fa insikt och forstaelse for hur exponeringar av olika
agens kan bidra till tumoruppkomst (Recio et Everitt., 2001). Flera musmodeller har
utvecklats for att efterlikna humana sjukdomar. Studier pa dessa modeller har gett forskare
mer kunskap om dessa sjukdomar (Hoogervorst et al., 2005). Modellerna har ocksa gett
forskare mojligheter att undersoka manga olika geners funktioner (Wolfer et al., 2002).

Mutationer i p53-genen hittas ofta vid human cancer (Wahl, 2006). Ett exempel dar p53-
genen forlorat sin funktion &ar Li-Fraumeni-Syndromet (LFS). LFS pa manniska &r ett ovanligt
autosomalt dominant tillstand, karaktériserat av stora risker att drabbas av cancer fran tidig
barndom och framat. Den enda genetiska mutation man kanner till vid detta syndrom &r en
mutation i en av allelerna i p53-genen. Det krdavs darmed bara en mutation i den andra allelen
for att personen ska bli extremt benédgen att utveckla cancer. Manniskor med denna mutation
har 90 % risk att utveckla maligna tumorer, och 20% av patienterna utvecklar cancer innan 20
ars alder. De vanligaste tumdrerna ar brostcancer, sarkom, leukemi, och hjarntumorer
(Lammens et al., 2010).

Olive et al undersokte 2004 olika typer av missense-mutationer i p53-genen med musmodeller
som genetiskt skulle likna manniskor med LFS. Tidigare forskning visade pa att homozygota
moss for p53 var bendgna att utveckla tumorer. Till skillnad fran LFS-patienter utvecklade
dock dessa moss oftast sarkom och lymfom; d.v.s. tumorspektrumet liknande inte det
tumarspektrum som ses vid LFS. For att skapa LFS-modelldjur tog man fram tva muslinjer
med endogena punktmutationer i p53 (Olive et al., 2004).

Punktmutationerna gjordes i kodon 172 och kodon 270. Dessa kodon motsvarar kodon 175
och kodon 273 pa méanniska och mutationer i dessa specifika kodon &r vanliga vid LFS. Man
ansag sig darmed ha skapat en musmodell som pa genniva liknar en manniska med LFS. |
studien utgick man fran tva principiellt olika modeller om hur missense-mutationer av p53-
genen kan ske, och den kliniska betydelsen av dessa. Kortfattat gar den forsta modellen ut pa
att en mutation av p53-genen resulterar i en forsamrad (eller helt utslagen) férmaga att utfora
dess funktion i cellen. Denna var den mest accepterade modellen. Den andra modellen gar ut
pa att p53-mutationer aktivt kan framja bildning av tumdrer, s.k. gain-of-function. Tidigare



studier som gjorts tydde pa att vissa mutationer av p53 aktivt kan bidra till tumoruppkomst.
Man ville i denna studie bekrafta dessa fynd (Olive et al., 2004).

For att utvardera huruvida de punktmuterade mdssen faktiskt fungerade som en bra modell for
LFS-patienter jamforde man 41 moss med punktmutation i kodon 172 (déar den andra allelen
var av vildtyp; benamning p53*'#*) 37 moss med punktmutation i kodon 270 (dér den andra
allelen var av vildtyp; bendmning p53%’%*), och 37 heterozygota méss for p53 genen (en allel
av vildtyp och den andra utslaget; benamning p53*"). Medeléverlevnadstiden skiljde sig inte
mellan linjerna men daremot skiljde sig tumorspektrumet mellan de tre grupperna. p532"%* -
mossen visade en okad incidens av karcinom och B-cells-lymfom jamfort med p53%*-
mossen och p53* -massen. p53t#*-massen drabbades oftast av sarkom; framst osteosarkom.
Ungefar dubbelt s3 manga p537%*-méss fick osteosarkom i jamforelse med p5327%*-mossen
och p53*" -mdssen. Sammantaget ansdg man sig ha hittat en battre modell for LFS i de tva
linjerna med endogena punktmutationer, i jamforelse med de heterozygota mdssen. De
punktmuterade mossen stamde fenotypiskt battre Overens bade i tumorforekomst samt
tumaorspektrum (Olive et al., 2004).

Vid LFS forloras ofta den aterstaende viltyp-allelen. Det var darfor av intresse att undersoka
om vildtyp-allelerna hos p53*"®*-méssen och p53''%*-mossen var intakta eller inte. Genom
PCR-analys kunde man konstatera att 4 av 10 p532’”*-mdss och 6 av 10 p53'"#*-méss hade
forlorat sin vildtyp-allel, och muslinjerna validerades darmed ytterligare till att vara modeller
for LFS (Olive et al., 2004).

For att fa svar pa fragan huruvida en mutation i p53-genen kan ge upphov till en s.k. “gain-of-
function” gjordes ytterligare studier. Man jamforde 41 p53” -méss, 40 p53°% -mdss och 45
P53t -moss. Alla mossen behdvde eutanasi (dodshjalp) och medeléverlevnadstiden var
liknande mellan grupperna; ca 4.5 manader. Precis som Donehower et al observerade 1992
fick p53” -mossen framst lymfom och sarkom, men séllan karcinom. | kontrast till detta
utvecklade 18 % av p53°% -mossen karcinom och 16 % av p53*%-mossen. Bland dessa tva
grupper kunde karcinom hittas i lungor, tunntarm, tjocktarm, juver, hud, lever och
bukspottkorteln. Tumoérforekomsten var generellt hogre hos mdss med punktmutationer.
Slutsatserna forskarna drog med dessa studier var att punktmutationer faktiskt kan leda till
”gain-of-function”, d.v.s. att punktmutationer i p53-genen aktivt kan ge upphov till tumérer
(Olive et al., 2004).

Wang et al tog 2006 fram en musmodell for lungcancer genom att korsa mgss med mutationer
i bade p53-genen och Ras-genen. Man ville ta reda pa hur kombinationer av dessa mutationer
kunde ge upphov till tumérer. Ras &r en onkogen och mutationer i denna gen kan leda till
tumoruppkomst. Punktmutationer i RAS-genen har upptackts hos 30-50 % av manniskor med
adenokarcinom i lungorna. Tidigare studier visade pa att moss med en punktmutation i kodon
135 i en av allelerna i p53-genen var bendgna att utveckla lungtumarer. Darfor korsade man
moéss med denna mutation (dar den andra allelen var av vildtyp, bendmning p53****) med
moss med en utslagen Ras-allel och en vildtyp-Ras-allel (bendmning Ras”*). Man korsade
ocksd p53"* med Ras™ samt p53=%" med Ras™*. Mdss med mutation i bade p53 och Ras
visade pa en niofaldig 6kning i tumoruppkomst, i jamforelse med nar bara en mutation fanns



(antingen i Ras eller p53). Enligt forskarna tyder detta pa en additiv effekt vid mutation i de
bada generna.

Aven Duan et al undersokte p53-genens roll vid utveckling av lungtumdérer. Enligt dessa
forskare finner man att hos ménniska sker majoriteten av mutationerna av p53-genen vid
tumorer i lungorna pa kodon 273. Med detta i atanke ville man anvéanda sig av en musmodell
med en mutation i p53-genen som liknar mutationen man finner hos méanniska. Man tog
darfor fram en musmodell med mutation i kodon 273. Obduktioner utférdes kontinuerligt pa
grupper av moss mellan dldrarna 4-24 manader. Man fann att mossen med mutation i kodon
273 hade betydligt hogre prevalens av lungtumorer mellan aldrarna 13-21 manader i
jamforelse med de icke genmanipulerade mdéssen (Duan et al., 2009).

Nawijn et al skriver 2008 om musmodeller for human prostatacancer. Forskare har undersokt
individuella gener hos ménniska och om defekter i dessa gener eventuellt kan bidra till
utvecklingen av prostatacancer — den nast vanligaste cancerrelaterade dédsorsaken hos man i
vastvérlden. En av generna som beskrivs i artikeln &r p53. Tidigare studier har visat att moss
med mutation i p53-genen inte ar bendgna att utveckla prostatacancer. | studier dar man slagit
ut bade p53 och PTEN har dock resultatet sett annorlunda ut. PTEN &r en tumdrsuppressorgen
som reglerar apoptos och cellproliferation. Mutationer genom deletioner i denna gen hittas
ofta hos méan med prostatacancer. Forfattarna beskriver att mutationer i p53 far effekt forst
efter forlusten av PTEN, och att en synergisk effekt av mutationer i bada generna ofta ger
upphov till en aggressiv tumorvaxt hos mdss med prostatacancer. Dessa musmodeller
efterliknar den humana progressionen av prostatacancer och har potentialen att tydligt
beskriva patogenesen vid prostatacancer. Med modellernas hjalp kan man ocksa utvérdera
effektiviteten for olika behandlingssatt mot sjukdomen. Forfattaren menar att modellerna
mojliggér en kartlaggning av kritiska kontrollpunkter vid den tidiga utvecklingen av
prostatacancer. Dock finns det nackdelar med dessa musmodeller, dar den framsta &r att
prostatan hos mus och manniskor skiljer sig at anatomiskt (Nawijn et al., 2008).

DISKUSSION

Moss ar och fortsétter att vara ett exemplariskt modelldjur for studier av humana sjukdomar,
daribland cancer. Utifran de artiklar jag studerat ar det valdigt tydligt att p53-genen har en
mycket viktig roll i cancerogenesen. Som Donehower et al (1992) och Jacks et al (1994)
skriver verkar tuméruppkomsten till stor del bero pa om en eller bada allelerna ar utslagna.
Det ar tydligt att moss med tva utslagna alleler har betydligt aggressivare tumortillvaxt i
jamforelse med nér bara en allel ar utslagen (forutsatt att den resterande vildtyp-allelen inte
muterat), eller nar bada allelerna ar av vildtyp.

Dessa forskare - som i bérjan av 90-talet var pionjarer inom amnet - tog dock inte upp fragan
huruvida tumoruppkomst ocksa har med andra gener att gora. Enligt Jacks et al (1994) var
den vanligaste tumdren hos heterozygota moss for p53-genen osteosarkom (OS). Dock ar OS
en valdigt komplex sjukdom med manga olika teorier om hur uppkomst sker, och man vet an
idag inte hur stor roll p53-genen faktiskt spelar (Gorlick et Khanna 2010). Wang et al (2006)
och Nawijn et al (2008) beskriver hur mutationer i p53 tillsammans med andra gener kan ge
en synergisk effekt med aggressivare tumortillvaxt. Det verkar vara tydligt att p53-genen inte



ensam ansvarar for hdmningen av tumarer, och man kan darmed inte utesluta p53-genen som
den enda orsaken vid cancer. Dock ar det ingen tvekan om att den spelar en viktig roll da man
trots allt sett mutationer i genen pa ca 50 % av cancerfallen pa humansidan.

Andra intressanta forskningsresultat ar att olika typer av mutationer i p53-genen ger olika svar
i bade tumoruppkomst och tumorspektrum. Forskningen har kommit sa pass langt att det ar
mojligt att gora punktmutationer i olika geners kodon, och sedan studera de fenotypiska
resultaten. Duan et al (2009) visade att moss med en punktmutation i kodon 273 hade hdg
prevalens av lungtumorer. Den kanske mest aktuella sjukdomen pa humansidan som hér till
amnet ar som tidigare namnts LFS. Olive et al (2004) tog fram musmodeller med
punktmutationer for att efterlikna syndromet. Tumorspektrumet skiljde sig fran homozygota
och heterozygota mdss. Dessutom kom man fram till att vissa mutationer i genen kan framja
tillvaxt av tumorer. Denna studie ar ytterligare ett exempel pa hur olika punktmutationer i p53
ger olika svar i tumorférekomst.

Troligtvis kommer p53-genen fortsatta att studeras i hopp om kunskapen om utvecklingen av
cancer kommer att 6ka. Det ar dock viktigt att inte lagga allt for stor vikt vid just denna gen
da mutationer hos manga andra gener ocksa verkar vara betydelsefulla for utvecklingen av
cancer. Farid (2001) skriver att mutationer i p53-genen ofta sker sent i cancerogenesen. Genen
verkar darmed inte initiera tumoruppkomst, utan fungerar snarare som en reglerare av de
slutliga kontrollpunkterna. Detta bevisar ytterligare komplexiteten vid uppkomsten av cancer
och att cancerogenesen beror pa flera faktorer/gener.
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