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INTRODUCERE

Oncoproteinele sunt molecule care actioneaza sustinut in perturbarea ciclului celular,
conducand finalmente la transformarea canceroasa. Aparitia lor in celula se datoreaza
modificarii genelor care codifica partenerii lor normali.

Studiul oncoproteinelor a capatat 0 amploare considerabila datorita interesului pe
care 1l prezinta in intelegerea, pe de o parte, a modificarilor moleculare si a mecanismelor
transformarii si, pe de ata parte, pentru terapia bolilor canceroase.

Pentru Tnceput, prezentam moleculele reunite dupa unii autori, Tn prima grupa de
oncoproteine din cele patru grupe pe care le abordam. Dintre toate oncoproteinele cunoscute,
cele de transcriere au 0 deosebita importanta prin faptul ca actioneaza direct asupra unor gene
celulare ce intervin Tn sinteza materialelor necesare diviziunii celulare (diviziunea celulara
repetata caracterizeaza celulele tumorale) si in blocarea genelor implicate Tn specializarea
celulara.

Tn cazul fosfoproteinelor familiei myc, datele privind functiile acestora s-au Tmbogatit
prin stabilirea relatiilor lor cu alte proteine, care fie le stimuleaza, fie le blocheaza activitatea,
asa cum se constata in cuplarea cu Max s Mad. Noile descoperiri sunt importante Tn ideea
posibilitatii terapeutice de a anula functia carcinogenica a proteinelor acestel familii de
oncogene.

Recent s-au stabilit caracterele diferentiate ale proteinei L-myc din cancerul
pulmonar si ale proteinei N-myc din neuroblastom. Prezenta oncoproteinel myc in diferite
tipuri de cancer (gastric, colorectal, de prostata, de vezica urinara, ovarian S mamar)
argumenteaza rolul acesteia in initiereasi mentinerea fenotipului de celula canceroasa.

Formarea complexului AP1 (proteina activatoare) din proteinele jun si fos este de o
mare eficacitate Tn declansarea transcrierii unor gene cu rol Tn cresterea si diviziunea celulara,
asa incét desfacerea complexului scade activitatea celor doua proteine atunci cand actioneaza
independent. Chiar s Tn aceasta postura, cand sunt stimulate de anumiti factori, ele au o mare
eficienta asupra genelor tinta.

Partenerii normali ai oncoproteinelor fos si Thdeosebi ai oncoproteinelor descoperite
ulterior, cum sunt proteinele codificate de genele Fra-1l si Fra-2, au roluri importante in
dezvoltarea embrionara

Virusul leucemiel acute aviene E26, prin oncogena sa ets determinalapui mielo- s
eritroblastoza. La om genaets-1 localizata in cromosomul 11q 23 afost detectata ca oncogena
n leucemiile acute limfoide si mieloide. Promotorul genei ets poate fi activat de AP1, AP2 si
Spl care au efect reglator asupra acestel gene. Este un exemplu de interdependenta intre
proteinele nucleare de transcriere care au incitat numeroase cercetari moleculare.

Citochinele IL-1-afa s TNF-afa s-au dovedit cei mai puternici stimulatori ai genei
ets, in timp ce bTGF, EGF st PDGF sunt stimulatori tardivi. Oncoproteina ets poate actionain
complex cu oncoproteina myb (myeloblastom) cain cazul produsului oncoproteinic viral p135
gag-myb-ets

Oncogena rel (reticuloendotelioza) descoperita la curcani este aceeas cu gena
NF-kB, gena de importanta majora ih mecanismele de reglare a integritatii organismelor.
Modificarea acestei gene conduce la un spectru larg de afectiuni printre care si neoplazia.



NF-kB este un heterodimer constituit din proteinele RelA si RelB, molecula strict coordonata
de inhibitorul sau specific IkappaB (1kB). Multitudinea modalitatilor si a locurilor de actiune
este apreciabila, deoarece NF-kB este indus de peste 150 stimuli actionand ca factor de
transcriere s controland astfel transcrierea a peste 150 de gene. Perturbarile acestei gene au
urmari dintre cele mai grave, finalizéndu-se cu transformarea maligna.

Tn ultimii ani s-au descoperit alte numeroase gene si proteine pe care le codifica s
care au functii de factori de transcriere. Cel mai frecvent s-au detectat in tumori sau ca
initiatori ai tumorilor. Pe de alta parte, partenerii lor normali sunt indispensabili Tn dezvoltarea
si/sau diferentierea unor tipuri celulare.

Gena EWS (sarcomul Ewing) este caracteristica celulelor tumorale ale sarcomului
Ewing. Tumorile induse de familia genelor Ewing prezinta translocatii recurente constand in
fuziunea genel EWS din cromosomul 22912 cu diferiti membrii a factorilor de transcriere
cum sunt FLI-1, ERG, ETV-1, FEV, din care unii sunt membrii ai familiei ets.

n celulele mieloide, proteina maf poate interactiona in transcriere cu myb pentru a
actiona asupra genelor tinta ale proteinei myb. Cu factorii de transcriere Pax6 si Sox1, L-maf
regleaza dezvoltarea cristalinului. Fiind descoperitasi |a metazoarele inferioare, gena Pax este
considerata 0 gena ancenstrala indispensabila dezvoltarii organismelor animale.

Familia genelor ski, sno si smad-3 codifica Th numeroase tipuri celulare, proteine
nucleare cu rol in transcriere intervenind remarcabil Tn proliferarea epiteliilor.

PU.1/SPI-1, o ata gena din familia ETS este reclamata cu produsul ei, pentru
dezvoltarea progenitorilor mieloizi s limfoizi s nu numai. Expresia necontrolata a acestei
gene determina aparitia bolilor maligne fiind asa cum s-a mentionat, oncoproteina frecvent
TntalnitaTn leucemia acuta mieloida.

Proteinele nucleare reprezinta ultima treapta In cascada de reactii implicate n
transmiterea semnalelor, reactii care incep la nivelul membranel celulare si care reclama in
vederea cuplarii la DNA-ul unor gene, interventia unui factor extracelular. Ritmurile ciclului
celular sunt Tnsa controlate s de impulsuri pornite din interiorul celulei. Cercetarile
moleculare releva ca uneori, unele geneisi autoregleaza activitatea.

Intentia autorilor acestel lucrari vizeaza prezentarea datelor privind statutul actual al
celorlalte trel grupe de oncoproteine (familiile ras, receptori celulari si factori de crestere).
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FACTORII TRANSCRIPTIONALI MYC

Genele familiei MY C sunt: c-myc, L-myc si N-myc codifica proteine cu localizare
nucleara s cu rol de reglatori a transcriptiel (1). Alaturi de genele fos si jun (gene de raspuns
timpuriu) a caror expresie este indusa foarte rapid ca urmare a cascadelor de fosforilare
declansate prin activarea receptorilor factorilor de crestere induc transcrierea unor gene.

Toate genele familiei MY C codifica fosfoproteine de aproximativ 60 kD exprimate
atét in celule normale cét si in celulele transformate malign in cazul Tn care expresia lor este
dereglata. Capatul N-termina a proteinelor Myc contine un domeniu de transactivare
transcriptionala. Capatul C-terminal contine semnalul de localizare nucleara s urmatoarele
situsuri: regiunea bazica, “helix-loop-helix” s “leucine zipper”, de unde s denumirea
grupului, de factori transcriptionali caproteine b HLH L Zip.

Regiunea bazica este implicata in legarea Myc la secvente specifice de DNA, Tn timp
ce motivele HLH s Lzip sunt necesare pentru interactiunile proteina-proteina ale lui Myc,
interactiuni fara de care aceasta nu poate forma homo- sau heterodimeri si Tn consecinta, nu-s
poate exprima functia de transactivator transcriptional (2).

Reglarea nivelului expresiei Myc Tn celulele normale este asigurata prin diverse
mecanisme. Nivelul bazal al Myc mRNA este semnificativ ca raspuns la stimuli externi cum
sunt factori de crestere sau ca raspuns la activarea ator oncogene celulare. Se admite ca unul
din aceste mecanisme, considerat si principal, constain elongarea transcriptionala (3). Un alt
mod de reglare deriva din turnoverul, foarte rapid in mod normal, al mMRNA si proteinei Myc.

Proteinele Myc 1s autoregleaza productia, des datele in acest sens sunt
contradictorii. Toate mecanismele de control insa, au rolul de a mentine nivelul [ui Myc Tntre
anumite limite si de a-i regla expresiainalta in timpul stimularii celulelor dorminde pentru a
le determinaintrareain ciclul celular.

Protooncogenele myc s proteinele pe care le codifica implica 0 mare varietate de
anomalii Tn expresia si functia lor Tn procesul transformarii. Myc a fost descrisa initial ca
oncogena viraa, ntr-o serie de tulpini virale care afecteaza predominant celulele mieloide s
macrofagele, inducand diverse tipuri de leucemii la pasari. Produsul genei v-myc din
retrovirusul avian MC-29, a fost prima proteina descoperita, proteina codificata de oncogena
virala localizata nuclear s cu capacitate de legare la DNA (4). Oncogena v-myc releva
omologii cu protooncogena c-myc din genomul celulelor aviene st mamaliene. Astfel, v-myc
M C-29 se omologheaza cu exonii 2 s 3 din genac-myc (5).

Activarea genei c-myc
Activarea insertionala.

Activarea insertionala este una din modalitatile de declansare a transcrierii genei
c-myc, respectiv integrarea in  genomul celular a unui genom retroviral integru sau partial.
Retrovirusurile cu potential de replicare pot induce o varietate de tumori prin activarea
insertionala a genelor celulare; aceasta presupune ca virusul nu detine 0 oncogena, ceea ce nu



este cazul retrovirusurilor care detin 0 oncogena si produc transformarea celulelor direct,
“independent”. Astfel, Tn cazul virusului ALV, DNA provira se integreaza in DNA celular.
Prin integrarea provirusului sau a fragmentelor lui, prin fragmente de jonctiune se realizeaza
clonarea moleculara a DNA vira-DNA celulei gazda. Tn celulele tumorale o asemenea
recombinare determina activarea unei gene celulare care ofera un avantaj de crestere.

Mecanismul activarii genelor celulare de catre provirusul integrat este divers, dar
Tntotdeauna legat de proprietatea retrovirusului de a poseda semnalele transcrierii. S-a propus
caLTR din dreaptaa unui provirusintegrat, sa serveasca direct ca promotor transcriptional al
unel gene, promotor dependent de elementul proviral. Acest model de insertie a promotorul ui
viral este valabil pentru multiple limfoame bursale induse de ALV, de unde sugestia ca multe,
daca nu chiar toate provirusurile din vecinatatea lui c-myc ar detine deletii extinse ae
genomului viral, asa incét, in unele cazuri nu raméne decdt un LTR solitar, intact. Alteori, in
celulele tumorale, provirusul ALV ar putea apare independent de c-myc sau in orientare
inversa. Aceasta forma indirecta a activarii transcriptionale a indicat cresterea enhancerilor
transcriptionali ai LTR retroviral.

Activarea insertionala nu este unica pentru gena c-myc, deoarece asemenea integrari
sunt cunoscute si pentru numeroase alte gene s retrovirusuri. Se subliniaza ca integrarea
retrovirala are 0 anumita specificitate pentru secventele de DNA celular sau pentru structura
cromatinei (6).

Tn numeroase lucrari experimentale sunt prezentate variante de integrare. Astfel, s-a
stabilit ca numai genele myc cu promotor din LTR localizat intre promotorul nativ (c-myc) si
al doilea exon are functie transformanta in celulele embrionare de prepelita. LTR poate astfel
transforma gena myc intr-o gena transformanta pentru celulele embrionare, numai in conditiile
n care se cupleazaintr-o anume pozitie determinata (7).

Anadiza clonei moleculare care contine gena c-myc releva ca DNA-ALV se
integreaza in “dreapta’ fata de c-myc cu 575 perechi nucleotide ce reprezinta segmente din
interiorul portiunii netranslatabile, Tmpiedicand astfel folosirea semnalului normal  al
poliadenilarii (8). Concluzia este ca inducerea cu ALV a limfomului celulelor B este
determinata de insertia provirusului Tn gena celulara c-myc. Tn 66 din 68 cazuri de limfoame
induse de ALV, integrarea genomului viral se face in gena c-myc, iar 64 din ele au aceeas
orientare transcriptionala. Toate provirusurile inserate s-au integrat fie in primul exon fie in
primul intron a genel myc si, de asemenea, toate au avut deletii care au inclus segmente din
vecinatatea lui 5’'LTR. Majoritatea provirusurilor au pastrat ambele LTR (3' s 5') dar au
pierdut segmente delanga5' LTR.

Anadliza a 24 situri de insertie arata ca aceasta se face pe o distanta de 3000 kb,
nemijlocit “stanga’ fata de segmentul de codificare c-myc (9). MoMuLV (virusul leucemiei
murine Moloney) care declanseaza aparitia timomului la sobolan se leaga partial la exonul 1
c-myc prin 5’ LTR, orientarea acestuia fiind inversatranscrierii c-myc (10).

Amplificarea genei myc

Amplificarea specifica a genelor este implicata intr-o varietate de raspunsuri
adaptative ale celulelor, la stresurile mediului. Tn celulele tumorale si In cele selectate pentru
rezistenta la droguri, s-au stabilit modalitati citogenetice de amplificare genica, printre care
minicromosomii ce apar in metafaza si care sunt asemanatori perechilor de cromosomi, (dar



carora le lipseste un centromer) s regiunile cromosomale omogen colorate (HSR -
Homogenous Staining Chromosomal Regions).

Aceste anomalii citogenetice sunt forme alternative ale amplificarii gend,
amplificare care poate merge de la céteva ori, la peste sute de ori. In celulele leucemice

premielocitice HL-60 gena
c-myc se amplifica de 8-32 ori Situatie care se regaseste s in celulele leucemice primare ale
pacientilor.

In carcinomul de colon de la om (COLO 320) c-myc prezinta pana la 30 copii.
Alterarile structurale ale genelor preced amplificarea lor sau se obtin in timpul amplificarii. Tn
acest tip de carcinom sunt amplificate atét versiunile normale cét s cele alterate ale genei
myc.

Tn unele celule tumorale, oncogenele amplificate pot complementa pe cele activate
mutational. Gena N-myc este consistent amplificata in majoritatea liniilor celulare de
neuroblastom - tumora pediatrica fatala. Dimensiunea ampliconului in aceasta tumora poate fi
de ordinul a200-2000 kb si contine secvente distincte din bratul cromosomal 2q. Aproximativ
50% din neuroblastoamele aflate Tn stadiile avansate de evolutie (I11,1V) contin oncogena
N-myc amplificata.

Amplificarea genica nu este un proces initiator al carcinogenezei. Amplificarea s
cresterea expresiei c-myc s N-myc apar in timpul progresiei maligne a carcinomului
pulmonar uman, ca si in celulele neuroblastomului. Probabil amplificarea unei gene afecteaza
progresia maligna a celulelor dgja initiate. Tn unele cazuri, chiar oncogenele amplificate pot
deveni transcriptional “linistite” dupainductiadiferentierii tumorale (11).

Amplificarea genelor celulare ramane totusi, unul din mecanismele celulare
adaptative genetic, mecanism necesar pentru capacitatea de sinteza a mari cantitati de produse
celulare specifice. Amplificarea neprogramata a genelor implicand domeniile DNA extensive
este un proces frecvent prin care celulele capata rezistenta la drogurile selective, in timp ce
amplificarea programata poate apare in unele faze din timpul dezvoltarii normale, asa cum
este cazul celulelor foliculilor ovarieni ai mustei de fructe.

Tn neuroblastom, DNA amplificat este parte a genei c-myc, omologul celular a lui
v-myc. Aceasta noua secventa de DNA a fost numita N-myc. Din 26 linii celulare de
neuroblastom, 22 arata N-myc amplificat Tn proportie de 10-700 ori, iar celelate 4 linii nu
arata amplificare. Tn toate cazurile Tnsa, amplificarea lui N-myc este detectata n
minicromosomi s HSRs. Frecvent, amplificarea se detecteaza in stadiile |1l s 1V, ceea ce
presupune ca aceasta reprezinta un fenomen térziu in evolutia neuroblastomului. Th mod
normal, N-myc este localizata pe bratul scurt a cromosomului 2 (2p23-24), in timp ce HSRs,
s-au detectat pe numerosi diferiti cromosomi. Nu este clar daca N-myc este translocata
Tnaintea amplificarii sale, sau daca aparitia unor HSRs in diferite pozitii cromosomiale
reprezinta rezultatul amplificarii prior.

Amplificarea genei N-myc apare atét in neuroblastom cét s in cancerul pulmonar cu
celule mici. Tn acest ultim caz, amplificarea genei este asociata cu forme mult mai agresive ale
tumorilor (12).

Amplificarea acestel gene de pe cromosomul 2 din celulele neuroblastomului uman
stimuleaza cresterea, ceea ce ofera avantgjul proliferarii, fenomen de altfel comun multor
tumori. Tn tumorile metastazice amplificarea locusului N-myc este un fenomen dominant (13).



Atét liniile celulare cat s tumorile de neuroblastom se disting prin exprimarea
scazutaa HLA clasa |, mgjoritatea aratand oncogena N-myc amplificata. Totusi, nu totdeauna
rata scazuta de crestere aHLA clasal in celulele tumorale, se coreleaza cu expresia c-myc. O
corelatie inversa intre nivelele lui c-myc ss HLA mRNA se observa numai dupa expunerea
celulelor larTNF-alpha (14).

Protooncogena c-myc amplificata s hiperexprimata este observata si in cancerele
cervicale avansate, unde se asociaza cu progresia tumorii. Hiperexpresia c-myc este corelata
cu un risc de 6 ori mai mare sugerand ca activitatea acesteia poate conferi celulelor tumorale,
abilitate metastazica (15).

Tn 25% din histiocitoamele fibroase maligne se constata, de asemenea, 2-11 scurte
amplificari ale genel c-myc, cas cresterea activitatii e transcriptionale (16).

Amplificarea genelor familiel myc Tn celulele canceroase pulmonare mici are loc in
diferiti cromosomi. Tn 7 din 9 linii celulare genele c-myc, N-myc si L-myc apar amplificate,
proces evidentiat in 60% din liniile celulare ae acestui carcinom. Amplificarea, Tndeosebi a
genel c-myc se coreleaza cu cele mal agresive cancere, boala relevand cea mai dramatica
evolutie (17).

Translocatia genei myc

Trandocatiile cromosomiale presupun rearanjari specifice ale cromosomilor, care in
cazul sistemului imunitar permit aparitia unei multitudini de proteine (anticorpi), caraspuns la
invazia antigenilor. Rearanjarile incorecte pot conduce la modificari moleculare cu tendinta de
transformare celulara. Gena c-myc se presupune ca este implicata in transformare, in anumite
trandocatii care ii stimuleaza activitatea. Astfel sunt edificatoare translocatiile ei cu genele
lanturilor greu s usor ae Ig Tn limfomul Burkitt si plasmocitomul murin. Tn celulele B
maligne ale limfomului Burkitt, la 75% din pacienti s-a stabilit trandocatia t (8;14), la
aproximativ 16%, t (8;22), t (24;q11) si 1a9%, t (2,8 (p11;924).

in t (8;14), gena c-myc din cromosomul 8 (g8.4) este transferata Th cromosomul 14,
locusul CH (al lantului greu VH Ig), iar genalgCH trece in locul genei c-myc din cromosomul
8, mod in care apare t (8;14) (q24-g32). Gena c-myc astfel translocata este scoasa din circuitul
reglator normal s intra sub influenta constitutiv activa a unui locus Ig; de aici sugestia ca ar
jucaun rol esential in transformarea maligna. Break point (punctul de rupere) din cromosomul
8 a genel c-myc este insa foarte diferit. Cand € are loc in exonul s intronul 1, gena este
lipsita de elementele promotoriale proprii, considerandu-se astfel ca, transcrierea celor doi
exoni ramasi, care au abilitate de transcriere, sunt sub noua influenta promotoriala, probabil
elemente Ig. Tn unele cazuri, punctul de rupere din cromosomul 8 are loc la distanta de exonul
1, gena trandocandu-se in intregime in cromosomul 14 laolalta cu exonul 1 detinator al
structurii promotoriale proprii, ceea ce presupune ca cei doi exoni codificanti 2 si 3 sunt
activati de propriile elemente activatoare. Cu toate acestea, gena c-myc juxstapusa g are
expresie inalta datorata, probabil, plasarii e sub influenta constitutiv activanta a unui locus g,
fapt ce implicaun rol esential in transformarea maligna. (18,19).

Tn majoritatea plasmocitoamelor murine, portiunea distala a cromosomului 15 ce
poarta gena c-myc, este translocata in cromosomul 12 care poarta locusul lantului greu al unei
lg, sau In cromosomul 6 care poarta genele Ig kappa. Tn aceste conditii se pot produce mutatii
in elementele reglatoare promotoriale ale genei sau, locusul 1g poate juca un rol mai activ cu



elementel e reglatoare ce actioneaza asupra genei (20).

Imunocitomul spontan la sobolan Louvain (Ric) determina juxstapozitia lui myc cu
IgH, fiind de fapt, o trandocatie reciproca t (6;7). Initierea transcriptionala a genei myc este
schimbata la Ric. Tn linia stabilizata de fibroblaste Rat-2 de sobolan promotorul myc cel mai
distal (P2) este locul preferat pentru initiere. Tn Ric Tnsa, numai  30% din transcrieri sunt
initiate Tn P2, 30 % in P1 si 30% intr-un nou promotor-Pla- localizat intre P1 si P2 (21).

Abilitatea celulelor normale de a modula transcrierea lui c-myc initiata in P2, ofera
un fin mecanism de control a nivelelor RNA c-myc. Tn modelele aberante exprimate de gena
translocata c-myc in celulele limfomului Burkitt se produc mutatii Th si langa aelele
translocate. Elongarea transcrierii initiata in P2 poate fi blocata in conditiile Tn care se produc
mutatii (22).

Expresia protooncogenei umane c-myc este supusa la numeroase nivele si tipuri de
control. Proteina MDBP omniprezenta la mamifere, cupleaza specific intr-un loc de la
inceputul primului intron al acestel gene. Proteina cupleaza la un enhancer viral, astfel ca
poate fi utila pentru controlul expresiel genel c-myc.

Tn unele limfoame Burkitt, genele c-myc 1si pierd locul de cuplare la MDBP prin
rearanjare cromosomiala sau prin multiple mutatii spontane, ceea ce ar putea contribui la
activarealor Tn procesul cancerizarii (23).

Activarea congtitutiva a lui myc este esentiala pentru geneza cancerului s de aceea
intelegerea functiel sale depinde de identificarea s cunoasterea tintelor ei. Pentru
determinarea mai specifica a rolului Myc in oncogeneza s-au facut o serie de studii Tn ideea
identificarii genelor care sunt fie activate fie represate de catre Myc. S-au identificat astfel
gene ce codifica molecule de suprafata cum este LFA-1 in linii celulare limfoblastoide de tip
B, s unele gene care codifica histone exprimate normal in timpul diferentierii eritroide.
C-Myc regleaza, de asemenea, gena pentru protimozina-alfa s gena ornitindecarboxilazel
(ODC) prin intermediul elementului E-box din primul intron al acesteia tot prin interactiunea
cu acesteia element E-box (29, 30).

Myc interactioneaza si cu 0 serie de componente ae ciclului celular cum sunt
diversele cicline si kinazele asociate lor, precum s alti reglatori ai desfasurarii normale a
ciclului celular. Astfel, s-a aratat ca proteinele myc actioneaza in amonte de o serie de kinaze
dependente de ciclina, cum este cdc25, s antagonizeaza cu cel putin un inhibitor al acestora,
proteina p27 (31). S-a demonstrat indirect o interactiune intre Myc s produsul genel Rb
retinoblastomasi o corelatie intre expresiasas ceaagene p53 (28). O cooperareintre Myc s
Rb ar puteafi criticain timpul fazei G1 aciclului celular dar si pentru reglarea intrarii in faza
S.

Se admite ca oncogenele Myc stimuleaza celulele dorminde sa sintetizeze DNA,
demonstrandu-se in acest sens ca hiperexpresia lui Myc in celule blocheaza diferentierea
acestora. Stimularea cresterii celulare de catre c-myc poate fi responsabila de abilitatea
acesteiade ainitias promota transformarea de tip malign (32).

Proteinele Myc sunt implicate nu numai in crestereadar Si in supravietuirea celulara.
Astfel, se sustine ca dereglarea expresiei myc sensibilizeaza celulele la moartea prin apoptoza
S ca proprietatile proapoptotice depind de capatul N-terminal si de domeniul bHL HL Zip a
proteine, dar s de interactiunea cu proteinele partener. Unele gene ‘tinta’ ae proteinelor myc,
cum sunt ODC s cdc25, se pare caintervin in apoptoza mediata de myc (33).



Functiile genel myc

Productia genei c-myc induce activarea genelor care determina trecerea celulelor din
faza Go in faza G1 a ciclului celular. Experimente care au folosit transfectanti cu gena c-myc
demonstreaza ca proteina c-Myc umana este predominant localizata in fractia nucleara, ceea
ce induce sinteza a 8 proteine s represia sintezel a altor 5 proteine. De aici, concluzia ca
expresia c-myc induce gene implicate in raspunsul proliferativ al celulei (24).

In celulele eucariote exista un schimb continuu de macromolecule, intre
nucleoplasma s citoplasma, s de asemenea, 0 posibila cale de reglare a activitatii
Intracitoplasmatice a proteinel or nucleare carora le controleaza accesul in nucleu.

Studiul proteinelor nucleare c-Myc, c-Fos, polimeraza alpha DNA st PCNA (Antigen
Nuclear care Prolifereaza Celula) Tn diverse conditii fiziologice ale celulel Tn repaus sau catre
o stare proliferativa, releva ca raspunsul acestora este diferit. Cand fibroblastele sunt cultivate
intr-un ser saracit proteinele sunt detectate in citoplasma in timp ce stimularea cu ser
determina acumularea proteinelor in nucleu. Delocalizarea s relocalizarea celor patru proteine
Nnu urmeaza insa aceeas cinetica.

Proteinele replicarii PCNA s polimeraza alfa DNA sunt primele care parasesc
nucleul dupa care urmeaza p c-myc s p c-fos n conditiile saracirii serului. Dimpotriva, Tn
conditiile stimularii serului proteinele c-myc si c-fos sunt localizate rapid Th nucleu s ulterior
intra PCNA s afapolimeraza DNA.

Comunicarea dintre compartimentul nucleu si cel citoplasmatic este mediata de
complexul porilor nucleari, structuri proteinice care perforeaza nucleolema. Schimbarile in
compozitia porului si/sau structura membranei nucleare apar in diferite stadii ale cresterii. Se
conclude ca proteinele c-Myc s c-Fos sunt implicate in evenimentele reglatoare pe cand
celelate doua proteine, PCNA s afa polimeraza DNA sunt implicate in mecanismul
replicarii DNA.

Culturade celule de Xenopus a aratat variatii semnificative in localizarea lui c-myc si
PCNA 1in timpul dezvoltarii. Astfel proteina c-Myc este pusa in rezerva in mari cantitati in
citoplasma oocitului si translocata in nucleu dupa fertilizare, in timp ce localizarea nucleara a
PCNA apare ciclic in etapele dezvoltarii timpurii la Xenopus. Asa incét la Tnceputul ciclului
celular, in faza G1, se produce o acumulare intranucleara a proteinelor c-Myc s ¢c-Fos, in timp
ce PCNA s afa DNA polimeraza se acumuleaza perinuclear. Totusi PCNA se detecteaza in
nucleu numai in timpul fazei S si niciodata la periferia acestuia (25).

Protooncogena c-myc din oviductul avian poate fi influentata de actinea
progesteronului. Cantitatea de mMRNA specific c-myc a scazut dupa 10 minute de la injectarea
hormonului. Dupa 30 de minute acest indicator a atins minimum (30% din valoarea primara),
dupa care are loc oprirea treptata a sintezei mMRNA c-myc. Efectul observat depinde de doza
hormonului s este tesut-specifica. Se presupune ca gena de reglare timpurie, in particular
c-myc, reprezinta punctul incipient al activitatii receptorilor hormonilor steroizi (26).

Tn absenta diviziunii celulare c-myc are rolul Tn controlul cresterii celulare. Reglarea
proliferarii implica coordonarea cresterii celulelor (acumulare de masa celulara) s a
dezvoltarii celulelor. Celulele P493-6 au aratat ca diviziunea lor este strict dependenta de
prezenta serului fetal de vitel. Myc singura induce cresterea in dimensiuni a celulelor si
regleza pozitiv sinteza proteinei. O crestere a sintezel proteinel ar putea fi o cauza a cresterii
masei celulare. Myc stimuleaza activitatea metabolica, asa cum indica si acidifierea mediului
de cultura. Se confirma modelul precum ca myc este implicat Tn reglarea cresterii celule si
confera pentru prima data evidenta indirecta ca induce cresterea celulei, o crestere in



dimensiune a celulel, necuplata la diviziunea celulara (27).

Protooncogena myc regleaza direct expresia altor gene prin cuplarea secventelor
DNA specifice CACGTG. Printre genele tinta se citeaza ECA-39, p53, ODC (ornitin
decarboxilaza), alfa-protimozin, cdc25A pentru reglarea lor de catre myc mai sunt necesari S
alti factori celulari specifici (28).

N-myc

Gena N-myc s proteina N-myc prezinta numeroase similaritati cu gena c-myc s
proteina c-myc. Pentru prima data, gena N-myc s-a descoperit Tn neuroblastoma de unde de
atfel vine s initiadla N. S-a demonstrat contributia el |a transformarea neoplazica a celulelor
mamaliene in cultura. Gena N-myc atédt din celulele normale ca s din celulele de
neuroblastoma este de 16 kb iar mRNA de 4 kb.

Amplificarea genei, uneori de proportii, 0 incrimineaza in carcinogeneza (stadiile I11
s 1V ae neoroblastomului) (34).

Asacum s-a mentionat, gena N-myc este localizata pe bratul scurt al cromosomului 2
(2p23-24) iar secventele el amplificate, pe ati cromosomi.

Inhibarea expresiei N-myc prin metoda antisens conduce la aparitia de fenotipuri
diferite: intermediar, neuronal sau de tip Shwann, si induce fie supresia proliferarii celulare fie
diferentierea si/sau apoptoza. Aceste constatari sugereaza ca N-myc poate actiona in procese
celulare diferite (35).

Expresa N-myc este asociata in mod normal cu statutul nediferentiat al
neuroblastelor care migreaza in timpul embriogenezei din creasta neurala (36) fiind implicata
in reglarea directiei de dezvoltatre si evolutiei celulelor acesteia, respectiv in migrarea
ventrala s diferentierea neuronala (37). Astfel, N-myc este reglata negativ in urma inducerii
diferentierii celulelor de neuroblastom de catre acidul retinoic (RA) sau IFN-gamma; acesta
din urma scade transcriptialui N-myc si reduce ‘half-life’ al mRNA (36).

n alte tipuri de celule decdt cele de origine neurala, expresia N-myc este, de
asemenea, importanti pentru dezvoltare. Soarecii mutanti pentru gena N-myc arati o
dezvoltare anormala a ficatului, expresia acestei gene fiind limitata la nivelul structurilor
periferice ale ficatului care vor genera capsula Glisson si este necesara pentru supravietuirea
hepatocitelor (38).

Amplificarea genei N-myc este un fenomen frecvent intr-o serie de celule tumoraein

care ea se exprima, fiind asociata cu progresia rapida s prognosticul sumbru n neuroblastom
(39) expresia sa core-landu-se cu aparitia s evolutia metastazelor (36). Nu numai N-myc, dar
s celelate doua gene myc pot dobandi un control transcriptional aberant in neuroblastom
( 4 0 ) :
N-myc s-a gasit a fi amplificata in 30 de linii celulare de cancer pulmonar s doar intr-o
singura linie de adenocarcinom, situatie de altfel foarte rara (41). Detectarea prin FISH
(Fluorescence In Situ Hybrdization) a amplificarii N-myc Tn celulele alveol are sau embrionare
de rabdomiosarcom releva ca tumora apare doar Tn celulele alveolare nu si in cele embrionare,
amplificarea genel putand constitui un factor de prognostioc in cazul evolutiel nefavorabile a
bolii (42). Tot ca factor de prognostic poate fi utilizata amplificarea lui N-myc in cazurile de
gliom primar sau secundar (43).

Expresias functia N-myc este, larandul sau influentata de diversi factori, existand o
corelatie intre expresia sa s a ator tipuri de proteine implicate in proliferare, diferentiere sau



transformare si, de asemenes, influentata si de catre factori extracelulari. In acest sens, s-a
constatat o0 corelatie intre expresia genei N-myc s 0 gena supresoare tumorala Witl
(identificatain tumora Wilms' arinichiului la copii) Th sensul ca ele sunt coexprimate in mod
normal in timpul dezvoltarii rinichiului si sunt hiperexprimate in tumora Wilms. S-a aratat de
asemenea ca represia promotorului genei N-myc este mediata de gena Wtl (44).

Dintre factorii extracelulari, IGF-1 (Insuline-like Growth Factor - 1) stimuleaza
cresterea nivelului mMRNA a N-myc peste limitele bazale in linii celulare de neuroblastom,
stimulare mediata de o0 cascada de semnalizare in care sunt implicate protein kinaze activate
de mitogeni (45).

L-myc

Gena umana L-myc codifica multiple fosfoproteine nucleare ca urmare a procesarii
dternative a mRNA. Tn liniile celulare de carcinom pulmonar cu celule mici se formeaza
cateva proteine de fosforilare de 66 kD s de 60 kD, care se congtituie prin translocarea
MRNA L-myc. Acestea se localizeazain nucleu si au o viata foarte scurta.

Asemenea genei c-myc, L-myc detine 3 exoni s 2 introni, un mMRNA L-myc din care
se scoate al doileaintron vafi de 3,9 mii nucleotide, iar daca se elimina primul intron, mMRNA
devine de 3,6 mii nucleotide s va elabora proteina de 60 kD. In vivo, acest RNA sintetizeaza
proteinele p32 si p37, care sunt prezente si in vitro procesarea diferita a transcriptului  genei
L-myc poate determina corelatia p60, p66 (46, 47).

L-myc afost initia identificata Th carcinomul pulmonar, fiind frecvent amplificata s
hiperexprimata in cel cu celule mici S este slab exprimata in tesuturi umane adulte. Tn ate
tipuri de carcinom pulmonar, atele decét cele cu celule mici, L-myc este hiperexprimata dar
nu si amplificata (48). Prin inhibarea L-myc ntr-o linie celulara de carcinom pulmonar cu
celule mici care hiperexprima L-myc, s-a obtinut inhibarea proliferaii celulare (49).

Tn mod normal, L-myc, ca si ceilalti doi membri a familiei Myc este implicata In
procesele biologice de crestere si diferentiere. Tn dezvoltarea normala |la soarece, gena L-myc
este exprimata in rinichi, plamani, tub neural si creier, in cel din urmafiind prezenta atat in
zonele proliferative cét si in cele diferentiate. Faptul ca soarecii nuli pentru L-myc se dezvolta
normal s sunt viabili sustin ideea conform careia functiile sale ar putea fi preluate de catre
celelalte proteine Myc s ca exista mecanisme functional compensatorii Tn cadrul acestei
familii de proteine (50).

Myc/Max/Mad

Un pas deosebit de important Tn Tntelegerea functiei Myc a fost identificarea unel
familii de proteine, de 21-22 kDa, s anume proteinele Max, care fac parte ca si Myc din
grupul proteinelor ce contin motivele bHLHZip (basic region Helix-Loop-Helix Leucine
Zipper) (51). Functia biologica a lui Myc nu poate fi exercitata decdt in urma
heterodimerizarii cu proteinele Max. Interactiunea Myc-Max se face prin intermediul
motivelor “helix-loop-helix” s “leucine-zipper” din structura acestora. Heterodimerii
Myc-Max leaga DNA cu afinitate ridicata si sunt foarte buni transactivatori transcriptionali.
Homodimerii Myc-Myc au afinitate redusa de legare a DNA iar homodimerii Max-Max sunt
inactivi deoarece nu contin domeniul activator care se gaseste la capatul N-terminal al lui
Myc.



Complexul Myc-Max leaga DNA la nivelul secventei 5'-CACGTG, cunoscuta si ca
miezul ,Myc’ din elementul E-box. Acest element contine secvente repetitive
purina/pirimidina care se pot modifica conformational de la structura B-DNA la structura
Z-DNA. E-box este frecvent intalnit in genomul uman si poate fi legat i de catre alte proteine
n aceeas maniera ca s complexele Myc/Max. De aceea, s-au derulat o serie de studii Tn
celuledle COS-7 (52) s in creier murin (53) menite sa determine specificitatea cu care
transcriptia este mediata de acest element.

Max interactioneaza cu toate proteinele myc (c-Myc, N-Myc s L-myc) in reglarea
transcriptiel dar poate functionaeainsas si carepresor transcriptional (54, 55).

Localizarea genel Max a fost cartata pe cromozomul 14; deletiile care implica acest
cromosom Tn malignitati mieloide sau limfoide precum s translocatiile acestuia in leiomiomul
uterin explica dereglareafunctiel proteinei in aceste tipuri tumorale (56).

Proteinele Max exista ca doua izoforme care difera prin insertia/ldeletia a 9 reziduuri
de aminoacizi. Acestea sunt Max(L) sau formalunga si Max(S) sau forma scurta. Max(L) este
mai eficienta in legarea DNA decét Max(S). S-a aratat n culturi de celule NIH3T3 ca forma
Max (L) represeaza o genareporter myc-responsivain timp ce Max(S) fie stimuleazafie nu are
efect asupra acestela Comparativ cu celulele care hiperexprima Max(S), cele care
hiperexprima Max(L) cresc mai lent, au necesitati ridicate pentru factori de crestere si au o
apoptoza mai acceleratain momentul deprivarii de factori de crestere (57).

Expresia proteinelor Max in celulele epiteliale imortalizate sau transformate, precum
s in fibroblaste este reglata in functie de conditiile de crestere (58). In procesul diferentierii
celulare, in celulele K562 expresia Max ramane neschimbata in timpul diferentierii catre linia
mielomonocitara, pe cand in cazul diferentierii eritroide expresia sa este reglata negativ (59).

Linia celulara tumorala de feocromocitom, PC12, nu exprima o proteina Max
functionala deoarece in aceste celule se sintetizeaza un transcript mutant care codifica o
proteina incapabila sa homo- sau heterodimerizeze (33).

Pierderea functiel proteinel Max la soareci rezulta in intérzieri in dezvoltare si chiar
n blocarea cresterii embrionilor s tesuturilor extraembrionare, ceea ce coincide cu pierderea
sau reducerea expresiel Max maternal Tn embrionul in cresterein vivo. Embrionii cu deficienta
in expresia max sunt redusi ca dimensiune s prezinta degenerari citologice precum si
capacitate redusa de incorporare a BrdU (60).

Tn ceea ce priveste interactiunile directe sau/si functionale intre Myc si Max, exista S
evidente conform carora ele pot actiona s independent in diverse tipuri celulare sau conditii
experimentale. Astfel, in celulele K562, Tn timp ce mutanti cu deletii ai proteinei Myc induc
diferentierea cétre linia eritroida, hiperexpresia lui Max stimuleaza acelasi tip de diferentiere
(61). Tn hepatocitele dorminde sau stimulate cu mitogen, Myc s Max pot actiona atét
independent cét si Tn cadrul complexului Myc/Max (62). Tn celule mieloide murine, linia 32D,
Myc s Max intervin In cai apoptotice diferite (63). Interesant este faptul ca in animale
bitransgenice pentru Myc s Max directionate de Emu (pentru lantul greu de Ig),
hiperexpresia lui Max atenueaza statutul premalign de tip B-limfoproliferativ indus de
Emu-Myc s reduce rata instalarii bolii; aceasta sugereaza ca ridicarea nivelului expresiei
proteinel Max in vivo poate inhiba functia oncogenicaalui Myc (64).

-Noua familie de proteine, recent descoperita, s anume familiaMad care cuprinde
Madl, Mxi-1, Mad3 s Mad4, antagonizeaza cu functia Myc prin cuplarea Max si formarea de
heterodimeri Max-Mad care blocheaza procesul transcriptional prin legareala acelas situs pe
DNA ca s heterodimerul Myc-Max (65). Max este considerat un partener central al lui Myc



cu capacitate alternativa de reglare, putand avea efecte opuse la legarea aceleiasi secvente de
DNA. Heterodimerii Myc-Max functioneaza ca activatori transcriptionali in timp ce
heterodimerii Max-Mad functioneaza ca supresori transcriptionali.

Foarte recent s-a identificat o noua proteina - Mmip-2- din familia “RING finger”,
care poate cupla proteinele Mad s astfel poate disrupe legarea la DNA a heterodimerului
Max/Mad, putand astfel anula efectul supresiv a proteinelor Mad asupra proteinelor Myc.
Mad s Mmip-2 se gasesc in diferite compartimente citoplasmatice si nucleare, ceea ce s-a
demonstrat prin trasarea lor cu GFP (Green Fluorescent Protein); ele interactioneaza si se
transloca in compartimentul celular in care se afla mai abundenta (66).

-Alta proteina care interactioneaza cu proteinele familiei Mad este proteina bHLHZip
MIx (Max-like protein x) care structutal si prin gradul extins de expresie in variate tipuri
tisulare se aseamana cu proteina Max; are un timp de Tnjumatatire prelungit si prin faptul ca
formeaza heterodimeri cu proteinele Mad este capabila sa lege secventa CACGTG din
structura DNA (67). Expresia lui Mad in tesuturi de soarece adult este limitata doar la acele
tesuturi care contin populatii celulare a caror proces de diferentiere se reinnoeste in mod
constant. Tn embrioni, transcriptele lui Mad sunt maxime in timpul organogenezei n
momentul Tnceperii diferentierii celulare. Transcriptele membrilor familie Mad sunt
exprimate diferit in timpul diferentierii celulelor in condrocite in vivo s in neuroni (celulele
P19) in vitro. Astfel, transcriptul si proteina Mad3 au fost identificate in celulele proliferante,
priori diferentierii. MIx s Mad4 sunt mai abundente in celulele avansate in procesul
diferentierii, iar Madl afost identificatain celulele diferentiate terminal (68).

Alterarea functiei lui Mad inhiba iesirea granulocitelor din ciclul celular in timpul
diferentierii acestora. La soareci, disruperea expresiel genei madl in urmarecombinarii detip
omolog, releva ca precursori granulocitari sunt blocati in stadiul de “colony forming’
(precursori formatori de colonii), Tn urma diferentierii hematopoietice Tn mutantii homozigoti.
Lasoarecii nuli pentru Madl insa, numarul celulelor diferentiate din maduva osoasa si séngele
periferic nu se schimba (69). Acelas studiu arata ca reconstituirea seriel granulocitare dupa
ablatia maduvei este crescuta la soarecii “knockout” pentru Madl. Tn schimb, la aceste
animale s-a constatat ca sunt exprimate ectopic in splina, alte doua gene ale familiei Mad,
ceea ce sugereaza O redundanta functionala s o reglare care permit diferentierea aparent
normalain absentalui Mad 1 in cadrul acestei familii de gene.

Deletia |a soareci a genelor Madl st Mxi-1 din familia Mad arata ca, desi ele induc
aparitia unor diferite fenotipuri, ambele gene sunt esentiale in procesul de iesire din ciclul
celular s a diferentierii celulare si, de asemenea ca, cel putin Mxi-1 poate actiona ca supresor
tumoral (70).

Se admite existenta unei asa-numite “retele” Myc/Max/Mad, esentiala pentru reglarea
expresiei genice. Masurarea afinitatilor la DNA a complexelor c-Myc/Max, Max/Max s
Madl/Max in celuldle COS7 a demonstart ca toate acestea leaga DNA cu dfinitate
comparabila la nivelul secventei E-Box specifica pentru c-myc. Tn celulele HL-60 nu s-a
detectat complexul Madl/Max des s-a indus expresia Madl in timpul diferentierii lor.
Complexul c-Myc/Max din aceste celule este reglat negativ, in timp ce reglarea complexului
Max/Max a crescut (71). Aceste constatari au condus autorii la concluzia ca, in cadrul retelei
Myc/Max/Mad are loc o reglare posttranscriptionala. Complexul Max/Mad nu are doar
capacitatea de a inhiba transcriptia, dar s-a demonstrat si faptul ca poate bloca transformarea
co-indusa de Myc-Ras (67).

Trecerea de la Myc-Max la Max-Max cupleaza arestul celulelor in ciclul celular, cu
diferentierea celulara. Astfel, expresia ectopica a lui Madl la soareci transgenici, conduce pe



de o parte la letalitate postnatala si piticism, si pe de lata parte, are efect inhibitor asupra
proliferarii celulelor hematopoietice s fibroblastelor embrionare provenite de la aceste
animale. Fibroblastele care exprima Madl ectopic au morfologie alteratasi comparativ cu cele
detip-salbatic sunt intérziate in progresia ciclului celular latrecerea din faza G1 in fazaS (65).

C-myc, N-myc s L-myc

Membrii familiei genelor myc, c-myc, L-myc s N-myc, desi codifica proteine cu
structura si functii Tn general asemanatoare, acestea sunt exprimate diferential in diversele
tipuri celulare, ceea ce sugereaza pe langa functiile biologice comune ae acestor proteine s
unele functii distincte. Reglarea acestor trei gene difera de latesut latesut, iar aceste diferente
rezida n capacitatea fiecareia dintre ele de a se legala DNA, un control suplimentar in acest
sensfiind cuplarea proteinlor partenere Max (72).

Studiul creierului uman fetal Tn timpul dezvoltarii arelevat prezenta c-myc, N-myc s

L-myc in celule postmitotice din straturile corticale si intermediare dar s in straturile active
mitotic care contin celule neuroepiteliale precursoare (73).

n timpul dezvoltarii la soareci, desi L-myc se exprima in rinichi, plaman dar si in
zonele proliferative si diferentiate ale creierului s tubului neural, soarecii nuli pentru L-myc
sunt viabili, competenti reproductibil si nu au anomalii congenitale (51).

n astrocitele de soarece stimulate in vitro cu INF-gamma expresia c-myc s L-myc
creste mult peste nivelul bazal. Tn schimb, astrocitele diferentiate terminal nu exprima deloc
N-myc iar tratamentul cu INF-gamma nu induce expresia acestuia (74).

In cadrul aceluiasi tip celular proteinele Myc actioneaza diferential fiind implicate n
procese fiziologice diferite. De exemplu, in celulele cristalinului de soarece, L-myc este
implicata in procesul diferentierii celulelor epiteliale in celule fibroase, in timp ce c-myc nu
afecteaza diferentierea si favorizeaza proliferarea (75).

N-myc s L-myc sunt exprimate cu deosebire in creier in timpul dezvoltarii.
Precursorii neurali care s-au angagjat catre o anumita directie de diferentiere exprima ambele
proteine pe cand celulele deja anggjate exprima doar una dintre ele. Astfel, N-myc este
hiperexpresata ntr-o linie celulara de precursori angajati catre diferentierea in neuroni iar
L-myc in precursorii care se diferentiaza in celule gliale. Acesta sugereaza ca expresia
diferentialaa proteinelor Myc ar putea avearol in determinarea directiei de diferentiere (76).

Expresia uneia dintre proteinele Myc n detrimentul alteia in diverse procese

biologice sugereaza o complementaritate Th exercitarea functiei biologice de catre acestea. In
celule leucemice de soarece (MEL), atdt N-myc cat si L-myc pot substitui functia lui c-myc
atunci cand aceasta este nefunctionala ca urmare a unor deletii experimentale partiale (42).

S-a demonstrat ca c-myc, N-myc s L-myc sunt coexpresate intr-o serie de linii
celulare de neuroblastom, carcinom de plaman si leucemie mieloida atéat l1a nivelul mRNA cat
s al proteine (41).

n glioblastom sunt exprimate toate trei proteinele Myc desi gradul de expresie a
fiecareia difera (77). Amplificarea N-myc se coreleaza cu prognostic prost in neuroblastomul
uman, tumori n care nu s-a constatat o amplificare a lui c-myc sau L-myc dar, in schimb, s-a
constatat 0 coexpresie a lui N-myc cu c-myc s, de asemenea, ca tumorile care nu exprimau



nici N-myc nici c-myc aveau aspect histologic de ganglioblastom (78).

Analiza celulelor de carcinom pulmonar uman arata amplificari ale genelor c-myc,
N-myc s L-myc desi gradul de amplificare este heterogen atét in tumorile primare céat s in
metastaze (79).

C-myc este frecvent dereglata in lecemii si limfoame. N-myc si L-myc pot substitui
transformarea prin c-myc in vitro iar hiperexpresialor, casi ac-myc, poate bloca diferentierea
liniilor celulare leucemice. Cu toate acestea, L-myc este exprimata cu preponderenta in
leucemiile de tip mieloid, N-myc in cele de tip mieloid si limfoid, dar Tn toate tipurile de
leucemii ele se coexprima cu c-myc (80). Este recunoscut rolul lui c-myc in patogenia
tumorilor limfoide de tip B cum sunt limfomul Burkitt uman, plasmocitomul murin s
imunocitomul de la sobolan. Tn acelasi timp Tnsa, Th urmainvestigatiilor asupra 9 linii celulare
de mielom multiplu uman, s-a demonstrat ca c-myc este exprimat si chiar amplificat Tn toate
aceste linii celulare, laacelasi nivel cu cel din celulele de carcinom de colon COLO 320 si cu
cel din celulele leucemice umane HL60. Tn schimb, L-myc se exprima doar intr-o singura linie
care nu exprima c-myc, iar N-myc nu afost detectatain nici unadin liniile celulare examinate,
cum de altfel nu s-au constatat nici rearanjari ale genelor myc detectate (81). In leucemiile
acute s Tn atelinii celulare mieloide s-au detectat toate cele trei proteine myc cu urmatoarele
diferentieri: c-myc este exprimat in toate, N-myc si L-myc doar ntr-o parte dintre acestea,
L-myc prezentand unele deletii in exonul 111 s intronul | iar coexpresia tuturor s-a detectat
doar in doua linii celulare st doar in doua cazuri de leucemie acuta, Tn majoritate, fie N-myc
fie L-myc fiind cooexprimat cu c-myc (82).

Este degja demonstrat faptul ca c-myc poate induce apoptoza in celulele deprivate de
factori de crestere sau in cele tratate cu agenti citotoxici. Experimente efectuate in celule
hematopoietice dependente de 11-3 pentru crestere, au aratat ca toate trei proteinele myc, si
nu doar c-myc, sunt implicate n apoptoza mediata de absenta IL-3. Tn cazul expunerii la
droguri citotoxice, Tn timp ce c-myc sensibilizeaza celulele la apoptoza, L-myc si N-myc
confera rezistenta la aceste droguri. Aceasta a condus la afirmatia ca cele trel proteine myc
sunt implicate in cai distincte si regleaza in mod diferential moartea celulara prin apoptoza
(83).

Expresia myc in cancer
Expresia c-myc in cancer ul pulmonar

Amplificarea s hiperexpresia oncogenelor familiei Myc sunt legate s de prognoza
unor tumori solide pulmonare precum cancerul celulelor mici pulmonare (SCLC - small cell
lung carcinoma). Gena c-myc este mai oncogena in stadiul fina al bolii, Tn particular cu o
supraactivare dupa chemoterapie avand efecte Tn proliferare, diferentiere si apoptoza celulara.

Analiza proteinei endogene ¢/Myc in relatia el cu diferentierea prin cocultivare cu
oligodeoxinucleotide (ODN) antisens in linia SCLC-GL C4, nu arata diferente semnificative in
expresia moleculelor de adeziune. ODN antisens c-myc induce inhibitia sporirii proteinel
c-Myc, fara a afecta expresia CD15 (antigen mieloid) a vimentinei s VLA-aphad (molecula



de adeziune) (84).

Laom s-au identificat genele cdc25A, B si C, dintre care primele doua au proprietati
oncogene, hiperexprimandu-se in cancerele de san, cap si gét. La 40 pacienti cu NSCLC
(Non-Small Cell Lung Cancer) analiza potentialului cdc25A Tn tumorile primare arata ca
acesta se hiperexprima in 60% (24 din 40) tumori, cdcB in 45% (18 din 40), iar cdcC nu se
exprima Tn nici una din tumori. C-myc ar putea creste expresia cdc25 A s B, dar analizele
arata ca c-myc nu Se asociaza cu acestea. Gena cdc25B se amplificain 40% (8 din 20) tumori,
proces care insa, nu se coreleaza cu statutul expresiel genei c-myc. Toate tumorile Tn care se
hiperexprima cdc25 A s B, din punct de vedere histologic sunt dlab diferentiate. Cele
moderat diferentiate sau diferentiate exprima un nivel scazut de cdc25A, iar cdc25B se
hiperexprimain 19% (3 din 16) tumori (85).

Tn terapia cancerului SCLC si non-SCLC, inclusiv in tumorile Tn care sunt exprimate
protooncogenele c-myc S cras, Sse recomanda terapia cu compusi
N1,N-12-bis(ethyl/spermine) care este un citostatic pentru tumorile pulmonare (86). in linia
celulara SCLC-R1, o noua linie de cancer uman cu celule pulmonare mici metastazice, genele
c-myc, L-myc, N-myc, int-2, c-erbB-2, H-ras, K-ras, c-mos s hst-1 nu arata amplificari sau
rearanjari (87).

In 128 cazuri de carcinom pulmonar cu celule mari s-au constatat corelatii ntre
expresia lui c-myc s a caspasei-3. Astfel, timpul mediu de supravietuire a celor cu c-myc
negativa era de 89 saptamani, pentru cei cu caspasa-3 negativa era de 41 saptamani, iar pentru
cel cu caspasa-3 pozitiva era de 79 saptamani. Exista o semnificativa relatie inversa ntre
expresia c-myc s caspasei-3. Pacientii cu tumori c-myc negative s caspaza-3 pozitiva au cea
mai favorabila prognoza (102 saptamani), in timp ce cei cu c-myc pozitiva S caspaza-3
negativa au cea mai sumbra prognoza (22 saptamani) (88).

C-mycin cancerul gastric

In liniile AKG si GK2 de carcinom gasiric obtinute din efuzii pleurale si ascitice
sunt amplificate oncogenele c-myc s K-ras. Organizarea s numarul copiilor c-myc
amplificate sunt diferite de cele K-ras, ceea ce sugereaza ca ele sunt amplificate independent
unade cealata (89).

In adenocarcinomul gastric FISH s-au andizat citeva gene, printre care si c-myc.
Probele cromosomiale specifice au detectat amplificarea acesteia 1n regiunile colorate
omogen (HSR) s Tn minicromosomi (DM) din 24 tumori (15,5%), dar amplificarea Tnalta
apare major in minicromosomi (90).

TNF-alpha este o citokina multifinctionala elaborata de macrofage, cu proprietatea de
citostatic sau citotoxic pentru numeroase celule tumorale. Citokina arata 0 marcata
citotoxicitate asupra celulelor tumorale care hiperexprima c-myc asa cum sunt celulele
SNU-16 de carcinom gastric; amplificarea c-myc ducand astfel 1a apoptoza. Tn celulele aceste
linii, TNF-alpha creste, in functie de timp, nivelul p53 si Bax efect care persista 12 ore. Deci,
dereglarea lui c-myc joaca un rol important Tn sensibilizarea celulelor tumorale la TNF-alpha.
Se sugereaza ca apotoza indusa de acesta citokina citostatica se face viap53 s Bax (91).

S-au analizat imunohistochimic 76 cancere gastrice primare umane in scopul
stabilirii expresiel proteinei c-myc urmarita dupa indicii proliferativi. Nivelul expresiei s-a
corelat atét cu parametri biologici cat si cu cei clinici. Tn 36 din cele 76 cazuri (47,4%) de



cancer gastric primar, s-a constatat hiperexpresia Myc ca si in cele timpurii (42,9%). Expresia
proteinel Myc este mai radical exprimata in celulele canceroase dlab diferentiate ceea ce se
coreleaza semnificativ cu activitatea crescuta a proliferarii. Subiectii care au nivele Tnalte ale
Myc supravietuiesc mai putin. Tntr-un procent de cancer gastric uman proteina Myc poate
functiona careglator a cresterii celulelor canceroase s expresia el poate reprezenta un fenotip
agresiv al acestui tip de cancer (92).

Myc in cancer ul colorectal

Tn 70 de cazuri de cancer colorectal amplificarea genei myc este de 26%, numarul de
copii fiind de 2-5 ori. Acest proces apare in stadii mai avansate ale invaziei tumorale si se
asociaza cu mutatii Tn p53. Prezenta amplificarii c-myc este un indicativ al perioadei mai
scurte de supravietuire, valoarea de prognostic nsa, fiind discutabila (93).

Din 35 probe tumorale s-a detectat hiperexpresia mRNA c-myc in 22 cazuri (63%),
fara Tnsa sa existe o corelatie intre hiperexpresia genel s profunzimea invaziel S a
metastazarii ganglionilor limfatici. Rata supravietuirii este semnificativ mai scazuta la
pacientii la care gena se hiperexprima, decét la cei la care nu se hiperexprima. Deci, MRNA
c-myc hiperexprimat este un indicator de prognostic sumbru la subiectii cu cancer colorectal
(94).

Structurile acentrice extracromosomiale autonome replicate numite “double-minute
chromosome” (DM) sau minicromosomi mediaza, de asemenea, amplificarea oncogenelor in
tumorile umane. Minicromosomii din celulele liniei de cancer de colon contin oncogena myc
care selocalizeaza s sereplicala periferianucleului (95).

C-mycin cancerul de prostata

Este cunoscut faptul cain acest tip de cancer, raspunsul privind proliferarea celulelor
este corelat cu continutul acestora in MRNA c-myc. De dtfel, in mai multe tipuri de
malignitati umane, aceasta protooncogena se amplifica in timpul transformarii celulare, in
mitogeneza si in proliferare. Tn cancerul de prostata s-au detectat deletii alelice ale bratului
lung a cromosomului 10 (10q 23-25) care este locusul genel MXI1, care apartine familiei
genelor helix-loop-helix (bHLH) cu functii in supresia tumorala prin antagonizarea
transcrierilor induse de c-myc. Datorita mutatiilor punct din aelele obtinute din 4
adenocarcinoame de prostata, alterarile genel MX11 apar implicate in aparitia Si/sau progresia
acestor tumori. Gena supresoare de tumori - MX11 - locdlizata la 10023 ar putea fi
responsabila de deletiile alelice radicale observate in acest tip de cancer (96).

Cancerul de prostata poate, eventual, deveni rezistent la androgeni, tumora crescand
s ucigand pacientul. Caracterizarea evenimentelor genetice care duc la neoplazia prostatei
refractara la androgeni, relevaradical hiperexpresia genei c-myc s proliferarea necontrolata a
celulelor canceroase (97,98).



C-myc in cancer ul mamar

Amplificarea si/sau hiperexpresia c-myc s c-ertbB2, ca s concentratia totala a
catepsinei-D (CD) sunt asociate cu prognoza sumbra de cancer mamar (99). La 35 femei cu
acest tip de cancer, s-a examinat expresia mRNA a ornitin-decarboxilazei s semnificatia ei
clinico-patologica. Expresie semnificativ mai Tnalta se constata la femeile mai tinere, iar la
cele cu tumori voluminoase expresia este i mai pronuntata

In carcinoamele mamare inclusiv in cele primare s-a constatat, atét in vitro cat si in
Vivo, 0 corelatie intre expresia ornitin-decarboxilazei s genele c-myc; de aici sugestia ca
expresiaenzimel poate reprezenta un nou potential marker pentru carcinomul mamar (100).

Tratarea liniilor celulare de carcinom mamar cu Oncostatin M (OSM) induce
scaderea de 2-5 ori a numarului celulelor s aceasta independent de statutul receptorului
estrogen. Tratamentul aredusin 12 ore in proportie de 40%, celulele aflate in faza S, iar dupa
6 zile, de 10 ori mai mult, aparand Tnsa schimbari morfologice ale acestora si cresterea de 5
ori n 30 minute de lainceputul tratamentului aMRNA c-fos. Tn schimb, se constata o crestere
n fazele Go/G1. Deci, schimbarile celulelor tumorilor mamare induse de OSM sunt asociate
cu scaderea clonogenicitatii, a celulelor aflate Tn faza S s de asemenea, cu o varietate de
schimbari fenotipice, toate marcate de inducerea diferentierii (101).

Linia celulara de cancer mamar |1B-BR-G detine in vitro protooncogenele c-myc s
c-fos, iar in vivo devine spontan metastazica. Dupa aproape 40 de pasgje subcutane
secventiale de xenogrefe originare la soareci nuzi, 80% din acestia fac metastaze primare
spontane lanivel pulmonar s Tn ganglionii limfatici (102).

Expresia c-mycin altetipuri de cancer

Statutul aberant al genel c-myc se constata si Th cancerul de vezica urinara, unde gena
este alterata la diferite nivele in timpul genezei si progresiei tumorilor. Tn 31 probe prelevate
de la subiecti cu acest tip de cancer, s-au detectat statutul metilarii, amplificarea genica si
hiperexpresia mMRNA c-myc. Prezenta amplificarii genel c-myc la 5 din 15 carcinoame se
coreleaza dtatistic semnificativ. cu metilarea, cu expresia genei S cu parametri
clinico-histopatologici (103).

Tn 90 cazuri de carcinoame epiteliale ovariene s-a studiat expresia mRNA c-myc,
folosindu-se metoda nucleazei S1; s-a constatat prezenta mRNA c-myc in 27 din cele 90
tumori, dar nu s-a constatat o asociere semnificativa intre aceasta expresie si diseminarea
metastazica. Totusl, s-a sugerat ca expresia mRNA c-myc s-ar putea corela cu receptorul
estrogen s cu diseminarea metastazica. mMRNA c-myc s-a exprimat in 45% din tumorile
pozitive la acest receptor si in 24% in cele negative. De aici, concluzia ca in cazul cancerului
ovarian c-myc nu este semnificativ asociat cu parametri clinici (104).

TRANSCRIPTIONAL FACTORS-MYC

c-myc, L-myc and N-myc genes are members of Myc family of protooncogenes that
encode nuclear proteins which are regulators of transcription. These genes are early response
genes, expressed in normal cells, whose expression is rapidly induced after growth factors
stimulation. The myc oncogenes are abnormally expressed in transformant cells asit has been



shown in awide variety of malignant tumors.

All myc genes encode similar phosphoproteins of approximatelly 60 kDa. The
N-terminal region of Myc contains a transcriptional transactivation domain. The C-terminal
region of the proteins contains a nuclear localization domain followed by basic region,
helix-loop-helix domain (HLH) and a leucine zipper motif. The basic region is involved in
Myc binding to specific DNA sequences and the HLH and leucine zipper domains are
required for direct protein-protein interactions that ensure Myc dimerization and function as
transcriptional regulators.

A second family of proteins, named Max, can interact with Myc to form heterodimers
via HLH and leucine zipper domains. This interaction is essential for the Myc ability to bind
specific DNA sequences and to regulate trenscription. Myc-Max heterodimers bind with a
high affinity to 5-CACGTG sequence of DNA known as “Myc-core” within the E-box
element. It has been recently identified a new family of proteins, named mad, that antagonize
with Myc finction by binding Max, therefore Mad-Max heterodimers block the transcriptional
function of Myc.

Normal myc expression induces the activation of proliferation — related genes
involved in GO-G1 transition during cell cycle . It has been shown that the level of expression
of Myc is associated with proliferation and differantion processes. Myc directly regulates the
expression of several genes, i.e.ODC (ornitin decarboxilase), p53 and cdc25.

Although Myc family members encode similar proteins, they are differentialy
expressed in various cellular types. That suggest that besides their commun biological
activities they may have some distinct functions.

N-myc has been first time described in neuroblastoma cells, its expression being
normally associated with undifferentiated state of neuroblasts during embriogenesis. L-myc
was identified in lung carcinoma cells and encodes multiple phosphoproteins as a result of
alternative splicing of L-myc mRNA.

All three myc genes (c-myc, N-myc and L-myc) are aberantly expressed malignant
cells derived from various tissues. Disregulated myc expression in cancer cells may result
from gene amplification, chromosomal trnslocations or constituitive activation of myc
expression.

Amplification of c-myc has been reported especially in leukemic cells, colon
carcinoma and some lung carcinoma cells. N-myc aone, or associated with the amplification
of c-myc and L-myc, is highly amplified in neuroblastoma cells and lung cancer. Severa
chromosomal translocation associated with malignant tranformation involve c-myc
protooncogene. Thus, in chromosomal translocation in human Burkitt lymphoma and murine
plasmocytoma, c-myc is translocated on locuses under the control of promotor or enhancer
elements of genes that encode different immunoglobulin chains. Constitutive activation of
myc is also known to contribute to cancerogenesis, cellular gowth induced by an aberant myc
expression may be responsable for its ability to promote malignant transformation. Myc
oncogenes hiperexpression corellates with a block in differentiation process in leukemia and
limphoma cells. On the other hand, as shown by esveral studies,c-myc, N-myc and L-myc
might be involved, although on different patways, in regulating apoptotic cell death.

Numerous studies on various types of cancer revea different patterns in the
expresson of myc protooncogenes. Thus, c-myc has been shown to be amplified and
hiperexpressed in lung cancer, gastric and colorectal adenocarcinoma, prostate and breast
cancer. In neuroblastoma cells, lung carcinoma and some myeloid leukemia cells, c-myc is
coexpressed  with the other two members of myc family, N-myc and L-myc. They are al
amplified heterogeneously in primary lung carcinoma as well as in metastases.
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Genajun

Gena c-jun este transcrisa imediat dupa stimularea celulelor cu mitogeni. Ea codifica
o fosfoproteina de 39 kD reprezentand componenta majora AP-1(proteina activatoare-1) a
complexului de reglare transcriptionala

Din familia genel jun, pe langa c-jun, mai fac parte si genele jun-B s jun-D, ambele
fiind factori de transcriere cu un domeniu de transactivare N-terminal si unul de cuplare la
DNA compus dintr-o regiune bazicasi un motiv “zipper” leucinain capetele sale C-terminale.

Prin intermediul motivului “zipper” (leucinel), proteina Jun poate forma homo- sau
heterodimeri ce vor cupla la DNA, exprimandu-si astfel functia de reglator transcriptional.
Proteinele Jun pot forma heterodimeri si cu proteinele reglatoare ale transcrierii elaborate de
alte gene cum sunt genele familiei fos, conditie Tn care raspunsurile transcriptionale vor diferi
intimpul dezvoltarii s diferentierii celulare.

Rolul esential al genel c-jun ar fi in tranzitia din faza GO in faza G1 a ciclului celular
pe care-l controleaza. Actioneaza asupra altor gene prin siturile AP-1 ale acestora, situri pe
care le detine eansas Tn promotorul sau asupra caruia se poate actiona cu forbol ester (1).

AP-1 a fost prima proteina identificata ca factor transcriptional care recunoaste n
promotorul genelor, situsul TRE (12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetat response element).
Desi c-jun s c-fos codifica componente ale factorului de transcriere ce stimulreaza expresia
variatelor gene tinta in raspunsul la TPA (12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetat), propria lor
transcriere este indusa, de asemenea, dupa activarea PKC. Tn celulele umane, inductia mRNA
c-jun de catre TPA, desi tranzitorie, dureaza mai mult decét inductia c-fos, transcriptul c-jun
avand o stabilitate crescuta.

Cand complexul AP-1 controleaza expresia genelor implicate Tn proliferarea
celulelor, expresia c-jun s c-fos creste rapid Tn numeroase tipuri celulare, ca raspuns la
actiunea mitogenilor EGF, TGF-alpha, PDGF etc. Nivelele mRNA c-jun au o crestere
logaritmica. Fiind un activator nuclear AP-1 cu componentele e actioneaza direct pe genele
implicate in crestere si diviziune necesitand semnale care vin in cascada din momentul
cuplarii unui factor de crestere la un receptor de pe plasmalemacelulei (2).

Factorii care influenteaza activitatea genelor jun

Factorii care influenteaza activitatea genei c-jun pot fi atét pozitivi cét s negativi.
Astfel, silymarin, un flavonid polifenolic derivat din Silybum marinum, cunoscut ca un
antiinflamator, citoprotector si anticancerigen, implica supresia NF-kB (factor de transcriere



nucleara) si regleaza diferite gene care intervin in inflamatie.

Silymarin nu afecteaza activitatea AP-1, dar inhiba activitatea PK indusa de TNF s
N-terminal c-jun kinaza, abrogand astfel citotoxicitatea TNF cas activitatea caspazei (3).

Se sugereaza ideia ca, adenilat ciclaza pare a fi implicata in hiporeglarea expresiei
mMRNA c-jun pe calea PKA. Tn plus,canalele de Ca2* tip L, camodulin si PKII-dependenta
?‘% Ca2*/calmodulin, pot fi partial implicate in hiporeglarea m-RNA c-jun indusa de forskalin

Fibroblastele de soareci 3T3 derivate din fetus lipsiti de c-jun, (principalul
component a factorului de transcriere AP-1), in raspunsul celular la agentul alkilant
metansulfonat (MMS), este cel mai potent si selectiv activator al INK/SAPK ( kinaze induse
de stres) si a p38, rezulténd o foarte eficientainductie a hiperfosforilarii si transcrierii genel.

Agentul akilant induce apoptoza cu nalta eficienta in celulele tip-salbatic, dar nu Tn
cele c-jun-/-. Rezistenta la apoptoza este Tnsotita si de expresia aterata a ligandului CD95
(CD95L), un cunoscut inductor a apoptozei. Adausul de rCD95L restaureaza sensibilitatea la
apoptoza in fibroblastele c-jun-/- Apoptoza indusa de MM S in fibroblastel e de tip-salbatic sau
in leucocite umane este, puternic redusa prin neutralizarea ligandului cu anticorpi
anti-CD95L. c-jun poate actiona ca un reglator pro-apoptotic in celulele expuse lezarii DNA
via inductiel CD95L. Odata semnalizata moartea celulei indusa de CD95, aceasta nu este
afectata de absenta c-jun, subliniindu-se faptul ca numai initierea sl nu procesul apoptotic
indus de stres depinde de c-jun (5).

_ Capoinele (cistein-proteaze citoplasmatice activate de Ca2t) actioneaza asupra
factorilor de transcriere c-fos s c-jun care raspund cu Tnalta sensbilitate. Integritatea
structurala a monomerilor c-fos si ¢c-jun nu este cruciala pentru a fi recunoscuta de calpoine
(6).

JINK (c-jun-N-terminal kinaza) are diferite functii. Recent s-a aratat ca in plachetele
ERK?2 aceasta kinaza este activata de trombina s hiporeglata de angagjarea integrinel
beta(3)apha (I1b). JINK-1 este prezenta in plachetele umane fiind activata de trombina, si
fosforilata la concentratii scazute de trombina. Tn conditiile inhibarii cuplarii fibrinogenului la
integrina alpha(llb)beta(3) s-a demonstrat ca activitatea JNK-1 este reglata negativ.in
premiera, s-arelevat ca MAP-kinazele st INK-1 sunt reglate negativ de dispunerea integrinei
(7).

N-4 hydroxy phenil retinamida (4-HPR), un analog a acidului retinoic induce
apoptoza prin activarea sustinuta a JNK (c-jun-N-terminal kinaza) in linia celulara de
carcinom de prostata -L NCaP p53+/+- care este sensibila la androgeni, dar nu in linia celulara
PC-3 p53-/- care este insensibila la androgeni. Activarea INK de catre 4-HPR este dependenta
de caspaza, deoarece un inhibitor al acesteia opreste activarea kinazei.

Iradierea cu UV-C s UV-gamma induce activarea JNK in ambele linii celulare,
sugerand ca imposibilitatea celulelor PC-3 de a raspunde la 4-HPR se datoreaza defectelor
amonte de calea JNK. Curcuminul inhiba,de asemenea, activitatea JINK, concluzia fiind ca pe
calea INK se produce semnalizarea apoptotica declansata de 4-HPR (8).

Recent s-a identificat 0 noua PK activata de mitogeni (MAP-kinaza) care regleaza
semnalul apoptotic (ASK-1) ce activeaza caile INK (c-jun N-terminal kinase) si p38 MAP
kinaza cu roluri pivotale in apoptoza indusa de TNF s Fas . Hiperexpresia ASK-1-DeltaN, o
noua proteina MAP, activeaza JNK s induce apoptoza in celulele PC-12 diferentiate si in
neuronii simpatici SCG (9).

c-jun contribuie la moartea neuronilor indusa de A beta (amiloidul beta). Totus,



neuronii deficienti Tn c-jun sunt relativ rezistenti la toxicitatea cu acest amiloid.. Tn neuronii
tratati cu A beta, Tn paralel cu schimbarile in expresia genei, se constata si 0 aparenta activare
a promotorului c-jun, atét in cel deficienti Tn c-jun cét si in cel de tip sabatic. De asemenes,
alte cateva gene cum sunt c-fos,fos-B, ngfi-B s 1-kappaB au fost induse de A beta in neuronii
de tip-salbatic (10).

jun-B. Expresia amplificata a acestel gene este mediata de alterarile factorilor cuplati
la elementul TATAA. Transcrierea el amplificata se asociaza specific cu expresia v-src si nu
poate fi reprodusa prin expresia unui vector c-src, v-Haras sau v-raf. Mutatia punctiforma a
elementului TATAA din gena jun B aboleste complet mutantele v-src sugerand ca proteinele
cuplate la gena sunt modificate. Inductia el este insa dependenta de activitatea crescuta a TK
s de cuplarea ATP de catre proteina V-src. Se sugereaza ca proteinele src pot modula unii
efectori nucleari pe cai ce implica produsele genelor celulare ras si raf. jun B, jun D s c-jun
pot forma heterodimeri ce cupleaza la siturile specifice AP-1, dar difera in afinitatile de
cuplare, relevand diferite activitati biologice si transcriptionale (11).

jun D. Sectionarea axonilor induce Tn pericarionul neuronilor, reactii morfologice,
biochimice s functionale. Printre genele induse Tn acesti neuroni sunt si cele care codifica
proteinele factorilor de transcriere; sunt asa numitele gene “de raspuns timpuriu” ce apartin
familiilor jun, fos s krox ce sunt asociate cu cresterea s dezvoltarea sistemului nervos.
G e n e I e
c-jun, jun D, krox-20 si krox-24 sunt prezente in sistemul nervos adult, chiar in absenta
oricaror stimuli intentionali. Tn hipocamp s izocortex, proteinele “de raspuns timpuriu”
aparute in urmaunei epilepsii induse, expresiajun-D si fos-B se pastreaza 24 ore (12).

C-jun s v-junin transformare

Oncogena v-jun a fost descoperita ca parte a genomului ASV 17, un retrovirus cu
replicare defectiva, izolat din fibrosarcomul spontan de pui; Tn acest caz produsul oncogenei
este cuplat cu produsul genei gag Tn proteina Gag-Jun de 65 kD. Tn intentia de a se elucida de
ce lapui structura v-jun este neoplazica, aceasta s-a comparat cu c-jun, demonstrandu-se astfel
ca, in jumatatea COOH-terminal a proteinel v-jun are loc substituirea a 2 aminoacizi, iar in
jumatatea NH2-terminal are loc deletia a 27 aminoacizi. Pe langa aceasta deletie, secventele
C-jun de la soarece s om au o substitutie aditionala de aminoacizi, fata de c-jun de la pui (2).

v-jun induce aterari marcate in fibroblastele transformate in ce priveste reglarea
ciclului celular Tn prezenta sau absenta contributiei factorilor de crestere. Tn timpul cresterii
asincrone, fibroblastele transformate de v-jun se divid mai repede decét cele normale, timpul
fazel G1 a ciclului fiind substantial redus. Fibroblastele normale dependente de mitogeni
serici ies din ciclu s intra intr-o sensibila stare de “liniste” (Go). Din contra, fibroblastele
transformate de v-jun s continua ciclul s mentin un nivel ridicat al blastomului, ca s
cresterea expresiel markerilor dependenti de ciclul celular, respectiv ciclina A, CDK2 (PK
dependenta de ciclina).

Fibroblastele transformate sunt total dependente de factorii de crestere necesari
multiplicarii celulelor. Tn conditiile saracirii serului, progresia ciclului celular este Tnsotita de
rate Tnalte ale apoptozei. n conditiile depletiei mitogenului, v-jun manifesta capacitatea de a
promota progresia ciclului celular si apoptoza , capacitate proprie oncoproteinelor myc, E1A
s E2F (13).



Prin nivelele mRNA, expresia c-jun este masiv redusa in celulele transformate de
v-jun, datorita scaderii ratel transcrierii. Scaderea reglarii transcriptionaele este evidenta,
deoarece promotorul ¢c-jun este de 10 ori mai putin activ Tn celulele transformate decét in cele
normale. Reducerea este atribuita unui motif TRE-like conservat in pozitia -72 (TRE jun
proximal), motif esential pentru expresia de baza, eficienta in celulele normale, dar care
confera activitate transcriptionala redusa sau chiar absentain celulele transformate .

Elementul TRE jun proximal este recunoscut de mixtura c-jun/Fra si de complexul
cAMP-responsiv  element-binding protein/activating transcriptor factor-like din celula
normala. Expresia ectopica a v-jun represeaza activitatea promotorului c-jun in celulele
normale, prin TRE jun proximal, astfel ca, deficitul de transcriere mediat de TRE jun in vivo
se coreleaza cu cuplarea v-jun la acest element.

Promotorul c-jun este refractar inducerii pe calea activarii prin stres a PK/c-jun
NH2-terminal kinazain celulele transformate de v-jun, sugerand ca aceasta din urma interfera
Cu expresia genei care regleaza semnalul. c-jun reprezinta astfel, un exemplu de gena celulara
acarel transcriere in vivo este reglata negativ de v-jun (14).

Stimularea activitatii transcriptionale a genei c-jun via fosforilarii mediata de
MAP-kinazele activate de mitogeni, stres sau de c-jun NH2-terminal (SAPK/JINK) depinde
de un situs -regiune delta- din kinaza scurtata a domeniului activarii NH2-terminal, deletata in
derivatul oncogenic v-jun. Aceasta mutatie amplifica marcat oncogenitatea v-jun, des
consecintele e transcriptionale nu sunt rezolvate; aceasta reflecta incertitudinea faptului ca
SAPK/INK ar inhiba direct functia c-jun sau ar facilita si mentine specificitatea fosforilarii
reglatoare pozitiva.

c-jun devine activa cand se cupleaza la DNA via SAPK/INK demonstrand ca acest
proces nu exclude transactivarea. Se sugereaza ca SAPK/INK activeaza primer ca un reglator
pozitiv a transactivarii c-jun in situ si ca pierderea sitului scurtat fizic diminueaza activitatea
c-jun (15).

v-jun ca s c-jun codifica o proteina ce cupleaza la DNA functionand ca factor de
transcriere s este in acelas timp componenta a complexului AP-1. Transformarea
oncogenica prin v-jun este mediata de expresia aberanta a genelor tinta specifice. v-jun de
lungime deplina a fost fuzionata cu forma sa NH2-terminal trunchiata la bindingul hormonal
al receptorului estrogen uman. Cele doua proteine functioneaza ca transactivator
ligand-inducibil. Expresia proteinei de fuziune in fibroblastele de pui determina transformarea
dependenta de estrogen (16).

Genele tinta pentru proteinele Jun

Proteinele nucleare de transcriere actioneaza asupra promotorilor si enhancerilor
diverselor gene carora le stimuleaza expresia. Proteina Jun actioneaza in complexul AP-1 dar
s independent, fapt demonstrat recent. Astfel, JTAP-1-(0 gena cathepsin-like) este Tnalt
reglata ca raspuns la actiunea v-jun inducand transformarea celulara. Ea se hiperexprima de
7-10 ori Tn celulele CEF (Chicken Embryo Fibroblasts) transformate de v-jun, comparativ cu
hiperexpresiadin celulele normale,

Omologia DNA s aaminoacizilor releva ca JTAP-1 este inalt similara cu peste 100
cistein-proteaze dintr-o varietate de specii S este asemanatoare cu omologul de la
pui-cathepsina O-. Analiza expresiel in CEF a genelor v-Ha-ras, v-src, c-fos s myc in acelasi
timp cu JTAP-1 releva ca hiperexpresia acesteia este unica in toate celulele transformate de



v-jun. Astfel ca, JTAP-1 este o tinta specifica a v-jun hiperexprimata s nu o smpla
consecinta atransformarii celulare (17).

Studiindu-se rolul semnalizarii PK indusa de EGF s factorul de transcriere c-jun in
celulele carcinomului epidermal uman A413, s-a constatat expresia genei 12-lipoxigenazel.
EGF creste activitatea ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) s INK (NH2-terminal
Kinaza c-jun).

Hiperexpresia c-jun amplifica expresa mRNA 12-lipoxigenazei s activitatea
enzimei. Siturile Spl-binding din regiunea promotor a genel 12-lipoxigenazel sunt necesare
pentru activarea prin (legare) c-jun. Inductia ultima a c-jun prin activarea ERK si JINK este
esentiala pentru acest raspuns (18).

Apolipoproteina A-1 este tinta negativa a hipoexpresiel v-jun. Hiporeglarea expresiel
genel apolipoproteinei A-1 se face prin efectul asupra promotorului activ. O diminuare
similara a reglarii acestel gene o poate determina myc s v-src, dar nu c-fos, v-Haras, c-src
sau c-ski. V-jun poate avea un efect potential reglator metabolic si asupra colesterolului (19).

Genafos

Proteinele Fos declanseaza transcrierea unor gene, motiv pentru care sunt considerate
proteine nucleare ce ocupa ultima treapta in cascada transmiterii semnalelor de la membrana
celulel laDNA. Asociata cu proteina Jun, proteina Fos formeaza complexul AP-1 descoperit
initial ca proteina care initiazasi declanseaza transcrierea unor gene.

Gena fos se exprima in timpul cresterii si diferentierii celulare. Proteinele familiel
Fos sunt: c-Fos, Fos-B, Fra-1l s Fra-2. Dupa dimerizarea cu proteinele Jun, le creste atét
afinitatea de cuplare céa s activitatea de transcriere. Proprietatile diferentiate ae
heterodimerilor, ca s diversele interactiuni combinate ale proteinei Fos extind considerabil
spectrul potentia si specificitatea functiilor reglatoare ale acesteia.

Soarecii lipsiti de gena c-jun functionala mor, Tn parte, la mijlocul gestatiei, ceea ce
demonstreaza ca c-jun este esentiala petru dezvoltarea normaa. Cel care supravietuiesc au
Tnsa, defectiuni Tn osteogeneza, gametogeneza, neurogeneza si hematopoi eza.

Protooncogena c-fos detine componente omoloage cu oncogena v-fos componente
intrerupte de 4 regiuni introni, absente Tn genomul virusurilor purtatoare ale oncogenei. Atét la
soareci cét s la om exista o regiune de 104 nucleotide care reprezinta secventele deletate in
timpul biogenezei v-fos.

Proteina c-Fos este formata din 380 resturi de aminoacizi, remarcabil de similari cu
ai proteinel v-Fos care este formata din 381 resturi de aminoacizi. Gena c-fos detine inca 104
nucleotide aditionale, care ihsa nu cresc dimensiunea transcriptelor. Primii 332 de aminoacizi
ai proteinelor c-Fos si v-Fos de la soareci, difera numai in 5 reziduuri, Tn timp ce in ceilalti 48
aminoacizi, diferentele sunt mai mari si in consecinta, COOH-terminali ai celor doua proteine
difera.

Genele de la soarece st om au peste 90% secvente omoloage, diferind numai in 24
reziduuri din totalul de 380. Virusul FBR (Finkel-Biskis-Reilly) MSV (Murine Sarcoma
Virus) are genomul format din 3791 nucleotide care codifica un singur produs de fuziune
gag-fos de 546 aminoacizi. Oncogena v-fos a osteosarcomului FBR induce tumori
mezenchimale( osteosarcom, rabdomiosarcom, condrosarcom, liposarcom) s inhiba
adipogeneza.

Virusul FBJ (Finkel-Biskis-Jinkins) (MSV-Murine Sarcoma Virus), care poarta



v-fosinduce, de asemenea, osteosarcom. DNA proviral FBJ contine 4026 nucleotide ce includ
2 LTR de 617 nucleotide fiecare, 1639 nucleotide din secventele celulare c-fos si un segment
din anvelopa virionului-gena env. Codoanele initial s terminal ale genel v-Fos detin secvente
dobandite care codifica o proteina de 381 aminoacizi, cu greutatea moleculara de 49.601.

In celulele transformate de FBJMSV s-a identificat pe electroforeza in gel
poliacrilamida de SDS, o fosfoproteina transformanta de 55.000

Inductibilitatea genel fos

Ca raspuns la mitogeni sau agenti specifici, gena fos este indusa rapid, la cateva
minute de la adausul inductorului aparand transcripte specifice c- fos. Frecvent, inductia este
tranzitorie si precede in general, inductia altor proteine nucleare cum este si proteina genel
myc. Dupainductia cu TPA sau cu vitamina D3, gena c-fos se exprima’in celulele U937 (linie
promielocitica) sau in celulele HL-60 (linie monomielocitica), in 1-3 minute cu maximun la
30 minute. Nivelele transcriptiei genel declinain proportie de 20-25%, dar raman neschimbate
10 zile. Proteina c-Fos necesara diferentierii mieloide se exprima numai 2 ore, nivelul maxim
fiind atinsla o ora.

Cand fibroblastele’linistite” sunt tratate cu ser sau cu factorii de crestere PDGF,
EGF, TPA (ester forbol), c-fos este indusa in 2-3 minute, cu nivele maxime (de peste 20 ori)
la20 minute si cu declin lao ora (20).

Prelucrarea celulelor NIH3T3 cu acesti factori de crestere, initiaza expresia genelor
timpurii, printre care si c-fos, care larandul el activeaza expresia altor gene, cum este si gena
transin. Stimularea cu TPA a acestel gene reduce expresia e cu 50% s aceasta prin
micsorarea selectiva a proteinel Fos.

Prin receptorii lor, PDGF s EGF interactioneaza cu segmentul reglator TGAGTCA
localizat Tn regiunea promotoriala a genei transin. Acest segment este de fapt, un situs de
legare a factorului de transcriere AP-1, in care componenta de baza este proteina Fos.
Stimularea expresiel genel transin cu PDGF este blocata prin reducerea selectiva a proteinel
Fos (21).

EGF determina cresterea marcata a mRNA c¢-fos s c-myc in cultura primara de
celulele tiroidiene. Nivelul maxim este atins dupa 30 minute de la adausul de EGF, in timp ce
nivelul mRNA c-myc creste dupa 30-60 minute cu un maxim atins la 90 minute (22),

Gena c-raf codifica o serin/treonin kinaza numita Raf-1 care raspunde de semnalele
transmembranare si care in forma mutanta capata proprietati transformante. Proteina v-Raf,
partenerul oncogenic a c-raf-1 poate transactiva transcrierea a doi promotori inductibili
timpurii s anume: proteina c-Fos din celulele umane s murine si promotorul genei umane
beta-actina (23).

Substantele care maresc concentratia intracelulara de cAMP conduc rapid s
tranzitoriu expresia c-fos in celulele soarecilor. Tn promotorul acestei gene sunt elemente
care participalaraspunsul CAMP in testul tranzitor. Situsul de legare, de baza a promotorul ui
este localizat Tn 65pb din segmentul de initiere a transcrierii si corespunde cu situsul CRE la
care se cupleaza diferiti factori celulari. CAMP induce astfel expresia c-fos in melanocite,
gena stimulata larandul ei de toxina holericasi de NGF (24,25).

Spre deosebire de IFN-gamma, IL-1 st TNF induc nivele marcate ale expresiel genel
fos in celulele endoteliale umane Tn cultura. Nivelul maxim de mRNA apare la o ora dupa



stimulareacu IL-1 s 1a4-7 ore efectul dispare (26).

Tn urma incubarii cu angiotensina I1-polipeptid care declanseaza constrictia vaselor,
n celulele musculare netede ale aortei de sobolan se produce o crestere rapida a nivelului
m R N A
c-fos, care atinge maximum dupa 30 minute, ulterior scazénd. Un efect similar asupra
nivelului MRNA c-fos are si serul fetal de vitel. Angiotensina Il stimuleaza expresia genei
c-fos prin intermediul unor mediatori intracelulari cum sunt PKC si Ca2* (27).

Inducerea protooncogenelor fos s Sis, ca S a genelor proteinelor matrice
extracelulare de catre butirat in procesul diferentierii gliomului F-98 la sobolan, nu
influenteaza MRNA Ki-ras. Butiratul induce astfel reversibil mRNA fibronectinei s
colagenului (28).

n linia celulara PC12 de feocromocitom s-a studiat biochimia mecanismului de
inductie a expresiei genel c-fos, constatandu-se ca acesta depinde de stadiul activitatii de
diferentiere s proliferare celulara. Agentii care depolarizeaza neuronii induc c-fos pe calea
deschiderii canalelor de Ca2+. Se conclude ca, inducerea c-fos se realizeaza nu numai pe calea
interactiunii “receptor-ligand” ci s cu agenti depolarizatori sau prin interactiuni care
influenteaza canalele pentru Ca2* (29).

Virusurile sau unele proteine ale acestora, au capacitatea de a transactiva expresia
genelor celulare endogene legate de procesul de proliferare celulara. Proteina p40t@X g
virusului HTLV-1 determina expresia protooncogenei c-fos care codifica sinteza proteinel
c-Fos, in contrast cu nivelul neschimbat Al mRNA altor gene cum sunt c-myc, c-myb si
c-jun.P40t@X joacaun rol important Tn transformarea limfocitelor T.

Produsul genei BZLF-1 din EBV numit ZEBRA este o proteina ce cupleaza la DNA
S este partial omoloaga cu c-fos, la randul e cupland specific la siturile AP-1; aceasta
proteina poate induce ciclul litic a limfocitelor B infectate latent. ZEBRA poate induce astfel,
e X p r e S [ a
c-fos prin siturile AP-1-like prezente in promotorul genei c-fos.

Inducerea transcrierii c-fos ncepe dupa o ora de la infectarea cu VSH-2 s atinge
maximum dupa 3 ore, iar dupa 24 ore se opreste complet. Inducerea c-fos in celulele L929
determina aparitia a doua transcripte nucleotide, iar in celulele W138 (celule umane diploide),
numai un transcript.Pentru inducerea c-fos este obligatorie sinteza proteinelor virale (30, 31,
32).

Expresia protooncogenei c-fos apare si in procesul cresterii dupa 30-40 minute, S
dupa 4 ore posthepatectomie. Gena c-myc se exprimatimp de o ora s apoi dupa 6-8 ore. Se
subliniaza expresia diferentiata a genelor studiate in fazele prereplicative ale hepatocitelor
(33). Astfel, gena c-fos este indusa tranzitoriu in diferite linii celulare in cultura, de catre
numerosi stimuli celulari, totusi, unii autori sustin ca gena c-fos este constitutiv transcrisa in
diverse celule printre care si cele limfoide (34).

In procesul formarii encefaului la sobolan, s-a demonstrat ca in perioada de
dezvoltare rapida a embrionului si panalaa 16-azi postnatal mMRNA c-fos are un nivel foarte
scazut. Se apreciaza ca gena c-fos nu participa la reglarea mitozei in perioada postnatala
timpurie, pentru ca ulterior sa joace un rol important in dezvoltarea functionala a tesutului
nervos cerebral (35).

In ultimul timp s-a acordat 0 mare atentie genei c-fos si expresiel e n celula
nervoasa. Expunerea la un mediu conditionat anterior cu amfetamina (1mg/Kg i.p.) induce
expresia c-fosin cortexul frontal, expresie considerata un marker pentru activitatea neuronilor.



Administrarea acuta si repetata a amfetaminel induce expresia aditionala a c-fos si in nucleul
accumbens (36).

Injectarea subcutana a formalinei (50 micromoli, 10%) la sobolani masculi creste
activitatea c-fos in gyrus dentatus (DG1 s campurile CA3), iar la femele, nivelele c-fos sunt
mai scazute Th campurile hipocamapale (37).

Injectarea formaline diluate Tn peretele colonului reduce expresia fos Tn neuronii
mienterici S Tn glia enterica, in neuronii maduvei spinarii s in cel din trunchiul cerebral, ceea
ce s-ar datora stimularii chimice directe a colonului si/sau colitelor acute ulceroase (38).

Proteina c-Fos se modifica in maduva spinarii de la sobolanii carora li s-a grefat
adenocarcinomul de prostata- MAT-Ly Lu- Tn membrele posterioare. Marcajul cel mai dens a
fos apare in segmentul L3-L5, pe aceeas parte amembrului grefat. Marcgjul detectat a5 zile
creste panala 10 zile si apoi scade. Coarnele ventrale ale maduvei sunt cel mai dens marcate.
Se demonstreaza ca semnalele sunt transmise de tumora spre sistemul nervos central inclusiv
maduva spinarii care reflecta o stare de durere (39).

Fosin AP-1

Genele fos s jun codifica proteine nucleare care participala reglareatranscrierii altor
gene. c-Fos s ¢c-Jun formeaza complexe proteinice care interactioneaza specific cu elemetul
reglator de legare via cunoscutului complex AP-1. Des jun se poate cuplala DNA n absenta
lui fos, prezenta acesteia mareste viteza de cuplare pe baza stabilizarii complexului
DNA-proteina. Pentru formarea complexului fos-jun raspund 7 resturi de leucina. Cele doua
proteine Fos si Jun formeaza heterodimeri care se leaga cu mai inalta eficienta la promotorul
genelor ce detin situsul AP-1. Proteina Fos actioneaza in sensul reglarii transcriptionale, prin
domeniile de la capatul
C-terminal (40, 41).

AP-1, complex congtituit din p-c-Jun si p-c-Fos regleaza transcrierea promotorilor ce
contin elemente de cuplare activatoare de tip AP-1-like. C-Jun are activitate de legare a DNA,
lar c-Fos este omoloaga Th domeniul de legare a DNA cu c-Jun. In vitro, c-Jun se leaga la
DNA ca homodimer la situl AP-1, pe cand c-fos nu poate dimeriza s nu detine afinitate
pentru elementul AP-1. Proteinele trandlatate c-Jun si c-Fos se leagala DNA AP-1, de 250 ori
mai eficient ca heterodimeri, decét o fac cu homodimerii c-Jun. Astfel, c-jun cupleazala DNA
ca dimer, iar la
c-fos, in calitate de partener natural. Tn hiperexpresia proteinei c-Jun in absenta c-Fos, se pot
produce homodimeri aberanti ai complexelor transcriptoare, care pot atera mecanismele
normale de control ale expresiel genelor (42).

Transformarea prin proteinele Fos

Transformarea prin proteina c-Fos poate fi reaizata daca este alterat domeniul
codificat pentru cuplare COOH-terminal. Cand transcrierea genei c-fos este indusa cu diversi
agenti ntr-o varietate de tipuri celulare, proteina c-Fos este sintetizata tranzitoriu. Pentru
transformarea celulara este obligatorie 0 sustinuta sinteza a proteinei c-Fos.

Datorita deletiei a 104 pb in timpul biogenezei v-fos, proteina v-Fos are un
COOH-terminal alterat, asaTncét ea se va sintetiza constitutiv, inducand transformarea. Astfel,

p55f0S elaborata de FBFMSV cét si p75929-f0s eaborata de FBR-MSV induc transformarea



morfologica mai pronuntata in ultimul caz. Desi p75929-f0S este o proteina de fuziune,
componenta gag nu pare sa influenteze abilitatea transformanta a proteinei (20). Virusul
himeric FBR caruia i s-a deletat gena gag pastreaza un Tnalt potential transformant
caracteristic, astfel ca gena gag nu participa la elaborarea proteinei transformante (43).

Proteinele c-Fos sunt de 4-5 ori mai fosforilate decét proteinele v-Fos. Ambele detin
cateva fosfopeptide generale, dar proteina c-Fos contine s unele importante fosfopeptide
unice, care insa lipsesc din proteina v-Fos. Aceste situri unice ale fosforilarii c-Fos sunt
localizate la capetele COOH (ultimii 20 aminoacizi). Fosforilarea proteinei c-Fos s nu a
proteinel v-Fos este stimulata de 5 ori in vivo cand celulele sunt tratate cu ester forbol.
Nivelul fosforilarii c-Fos este independent de PKC (20).

Lezarea DNA este 0 manifestare centrala a carcinogenezei. Agentul care lizeaza
DNA activeaza un numar de ca de transductie a semnalelor ce duc la repararea DNA,
apoptoza sau la amplificarea ciclului celular. O celula cu DNA deficient reparat este mai
expusalamutatii care promoteaza cancerul. FBR-v-fos, omologul retroviral a protooncogenei
c-fos inhiba raspunsul celulel la radiatii. Celulele care exprima acest omolog retroviral au
abilitate redusa n ce priveste repararea DNA lezat de radiatii, astfel incét ele supravietiesc
putin postiradiere. in plus,
FBR-v-fos inhiba PK dependenta de DNA, o kinaza specifica activata dupa expunerea
celulelor la radiatii. Aceste efecte sunt specifice pentru radiatiile ionozante, dar nu si pentru
cele ultraviolete; efectele sunt dependente de modificarea unui lipid reclamat pentru
tumorogeneza indusa de
FBR-v-fos mirigtilata. O mutanta nemiristilata nu are efect. Oncogena retrovirala poate
conduce lainstabilitate genica crescuta, ceea ce amplifica potentialul oncogenic a celulel.

FBR-v-fos inhiba multiple diferite cai de diferentiere; in vitro inhiba cresterea s
diferentierea terminala a adipocitelor s activitatea proteinel ¢/EBP alpha, un reglator cheie al
acestel diferentieri, reglator care se poate implicain generarea liposarcoamelor (44, 45).

FBJvirusul sarcomului murin poarta v-fos s induce osteosarcomul. Expunerea
soarecilor transgenici la nivele Tnalte de c-fos conduce la aparitia postnatala a tumorilor
0soase, respectiv cartilaginoase.

In primordiile prezumtive ale picioarelor embrionului de pui aflat in stadiul 10 s-a
indus ectopic oncogena fos, prin microinjectarea retrovirusului competent de replicare.
Consecinta a fost trunchierea cartilgjelor tuturor oaselor lungi, cu condrodisplazie datorata
retardarii severe a diferentierii condrocitelor proliferative in condrocite mature sau
hipertrofiate, cas 0 usoaraintarziere a condensarii precartilaginoase.

Expresia genelor tuturor membrilor cunoscuti ai AP-1 de la pui ce includ s genele
transformante c-jun s fra-2 nu induc totus anomalii macroscopice in formarea membrelor
sugerand ca o fractie specifica a proteinel Fos intervine in diferentierea osului embrionar
endocondral. Extinderea trunchierii este mai marcata in cazul v-fos decét al c-fos. Serelevaca
activitatea transformanta a proteinei Fos este necesara pentru inducerea displaziei,
sugeréndu-se faptul ca mecanismele moleculare comune sunt implicate atét Tn condrodisplazia
embrionaracét si in formarea tumorilor oasoae (46).

Celulele osoase sunt o prima tinta pentru functia biologica a complexului factorilor
de transcriere fosjun (AP-1). Expresia dereglata a c-fos sau v-fos in celulele osoase induce
tumorogenitate si deci aparitia osteosarcomului non-metastazic. Din contra, oncogena v-fos
transforma fibroblastele intr-un fenotip invaziv Tnsotit de expresia divereselor gene asociate
invaziei s metastazarii. Activitatea sustinuta a AP-1 se pare ca nu este suficienta pentru



inductiain celulele osoase transformate a genelor asociate invaziel si metastazarii dependente
de complexul AP-1. S-au identificat promotorii genei colagenazel | si a stromelizin-1, ca
mijloace utile pentru analiza altor factori care regleaza progresia metastazarii osteomului (47).

Fibroblastel e transformate de oncogenele v-fos arata expresia crescuta a unui numar
de gene implicate In invazia celulelor tumorale si in metastaza. Tn contrast cu fibroblastele
normale de sobolan-208F-, celulele transformate de fos sunt independente de factorul de
crestere pentru invazie. Invazia celulelor transformate de v-fos sau EGF reclama activitatea
AP-1 s este inhibata de oligonucleotide antisens c-Jun si de expresia unel mutatii negative
dominante c-jun -TAM-67-.Invazia indusa de EGF este inhibata de oligonucleotidele antisens
c-Fos s ¢c-Jun. Se avanseaza ipoteza ca rolul AP-1 in transformare este de a activa programul
invaziei multigenice (48).

Genafra-2

Gena fra-2 este Tnrudita cu protooncogenea c-fos codificand un membru a familiei
fos, element component a factorului de transcriere AP-1. Fra-2 este o gena distincta de alte
gene fos deoarece are un rol unic in diferentierea celulara din perioada fetala. Ea este activain
organogeneza térzie, fapt demonstrat imunohistochimic. Transcriptele fra-2 sunt prezente in
cateva epitelii diferentiate, n cartilgje si in sistemul nervosin dezvoltare.

In a 16-a zi de dezvoltare embrionara, fra-2 este detectata in straturile bazal s
granulos ale epidermei, dar nu in cele cornificate. Tn a 17-a zi este detectata, de asemenea, In
cartilgje dar si in oasele n dezvoltare. Nivele Thalte se exprima s in tesutul cromafin din
medul osuprarenala, in cortexul embrionar dar s in creierul matur la nivelul putamenului,
hipotalamusului s hipocampului (49).

c-jun and c-fos protooncogenes

Ap-1 was originally identified as a TPA-inducible DNA-binding factor that
stimulated transcription of the simian virus 40 (SV40) enhancer. Purification of the ywo major
proteins present in AP-1 revealed to be encoded by two different proto-oncogenes. c-jun, the
cellular homologue of v-jun oncogene of ASV 17 (aviansarcoma virus 17), and c-fos, the
homologue of v-fos oncogene of FBJ (Finkel-Biskis-Jinkis) murine osteosarcoma virus. Both
cjun and c-fos can be activated as transforming genes by overexpression of normal
genes.They can be rapidly induced in a large number of different cell types by a variety of
factors, including growth factors and are immediate early response genes.

Like other nuclear oncogenes, there are multiple jun and fos- related genes, jun-B and
jun-D from the jun familiy and the fra-2 gene related to c-fos, the latter being involved in cell
differentiation during development. All these genes encode proteins that are capable of
dimerization and have a specific sequence for DNA binding.

Structural analysis of c-jun encoded protein,which is 340 amino acids, revealed that
[ S
C-terminal end contains a leucine zipper motif (for dimerization), a bosic region (for DNA
binding) and trnsactiivation domain. The N-terminal and of the protein contains a regulatory
domain which is absent in v-jun encoded protein . Phosphorylation of N-terminal region is
associated with increased DNA binding and transcriptional activity. The jun proteins can
form homodimers which are transcriptional activators or can associate with c-fos proteins to



form heterodimers which are less eficient as transcriptional activators. The c-jun proteins can
act whithin the AP-1 complex and as well as independently in influencing the expression of
other genes.

C-fos protein, which is 381 amino acids, is similar but not identical, to that of c-jun
protein in that it contains the basic region and zipper motif that is differently located in the
protein structure. Unlike c-jun proteins,c-fos encoded proteins are unable to form stable
homodimers.

The Jun and Fos proteins form heterodimers with other transcription factors related
proteins of CREB family (c-AMP responsive element binding factors). C-jun and c-fos
expression is differently influenced by other protooncogenes encoded proteins such as Ras,
Raf and Src.

Transformant activity of v-jun and c-jun has been demonstrated in a variety of cell
types. Fibroblasts transformed by v-jun are able to divide more rapidly than their normal
partners and are dependent on growth factors. C-jun mRNA expression is negative regulated
in cells transformed by v-jun.

Transformation by c-fos depends on a sustained synthesis of the protein and on the
presence of an atered binding domain. C-fos proteins are 4-5 fold more phosphorylated than
v-fos proteins. V-fos proteins are able to inhibit diveerse differentiation pathways, are
involved in carciniogenesis of liposarcoma and osteosarcoma. Fibroblasts transformed by
v-fos show a increased expression of genes involved in invasion and metastasis of tumoral
cells.

GENELE FAMILIEI ETS
(Eritroblastoza)

Genele ets codifica factori de transcriere care recunosc secventele GGAA prezente
in variate elemente promotor/enhancer celulare s virale, activand transcrierea pe caea
cuplarii la aceste secvente. Genele ets sunt implicate n reglarea dezvoltarii S se exprima
intr-o varietate de celule inclusiv hematopoietice.

La pui, gena ets-1 se exprima prin proteina p54C-€tS-1 g prin proteina p68C-€is-1,
proteine care difera in capatul N-terminal datorita procesarii aternative. P-68C-€lS1 s

exprima in celulele endoteliale ale vaselor de sange Tn formare, iar p54¢-€tS-1 se exprima in
celulele hematopoietice. Prin proteinele sale, gena ets-1 actioneaza asupra altor numeroase
gene care contin situsul de cuplare ets (EBS-Ets-Binding Site).

Virusul leucemiel acute aviene- E26- determina la pui, mielo- s eritroblastoza .
Genomul lui contine gena de fuziune tripartita -gag-myb-ets-, care codifica o fosfoproteina

nucleara - pl135920-Myb-ets  S.a stahilit ca leucemogenicitatea mieloida se datoreaza
prezentel genel myb, iar cea eritroida, prezentei genel v-ets.. De aici sugestia ca, proteinele ets
sunt importante in hematopoieza, indeosebi in eritropoieza, dar si in procesul metastazarii
(50).

Gena ets-1 umana este localizata 1anga o regiune break-point pe cromosomul 11923
s a fost detectata in unele leucemii acute limfoide s mieloide. Promotorul e nu contine
secventa TATA, dar contine, in schimb, in intima asociere, multiple situri de initiere a
transcrierii. Promotorul genei detine céte un loc de cuplare pentru AP-1 si AP-2 s in plus 5
locuri prezumtive de cuplare pentru Spl. De asemenea, promotorul e contine si un loc de



cuplare pentru proteina Ets-1, ceea ce indica existenta unui mecanism autoreglator pentru
expresia genei. Proteinele
AP-1, AP-2 si c-Jun au astfel efect reglator asupra activitatii genei ets-1 (51).

In timpul morfogenezei penelor de pui, s-a demonstrat ca c-ets-1 este un factor
transcriptional nuclear care se exprimain derm. Sunt elaborate cele doua proteine p54 si p68,
iar dupa tratamentul cu hidrocortizon expresia p68 creste, iar a p54 scade. In timpul
morfogenezel penelor, celulele dermale migreaza de-a lungul pachetelor de fibre de colagen,
pentru a coloniza ariile unde se formeaza primordiul penei. Embrionii de pui tratati cu
hidrocortizon in timpul fazei critice a rearanjarilor dermale, expun arii tegumentare aproape
lipsite de penaj, arii Tn care dermul prezinta cantitati crescute de colegen interstitial.

Deoarece ets-1 regleaza gena metaloproteinazei matriciale, s-a analizat expresia
colagenazei tip 1V (de 72kD) Tn embrionii tratati cu hidrocortizon si in embrionii martori.
Astfel, s-a demonstrat ca expresia mRNA al colagenazei, scade in dermul puilor tratati, dar se
coreleaza cu expresia p54C-€tS-1, Tn acest mod, hidrocortizonul moduleaza expresia c-ets-1
care astfel poate fi implicat intr-un model alterat a dezvoltarii penei, dezvoltare mediata de
acumularea colagenului prin scaderea activitatii colagenazei (52).

Asa cum sa mentionat, membrii familiel genel ets se exprima Tn tesutul
hematopoietic, implicandu-se astfel in evolutia normala a acestui tesut. In vitro, sa
demonstrat ca ets-1 contribuie la dezvoltarea fenotipului eritroid. Caraspuns la tratamentul cu
hemin si/sau cytosin arabinofuranosid (Ara-c), liniile pluripotente eritroleucemice HEL si
K562 exprima mesaje pentru un numar de gene ets, dar numai nivelele de ets-1 sunt crescute.
Astfel tratamentul mentionat induce diferentierea eritroida. Pe de alta parte, oligonucleotidele
antisens Ets-1 inhiba hemoglobinizarea celulelor tratate.in contrast, infectia cu virusul care
contine ets-2 nu determina modificari detectabile in procesul proliferarii sau in caracterul
eritroid al celor doua linii celulare. Deci, ets-1 intervine important in diferentierea eritroida
(53).

Familiafactorilor de transcriere ETS controleaza un mare numar de gene din celulele
hematopoietice. Astfel, s-a urmarit la soareci evolutia unor linii de limfocite aflate in stadiile
timpurii ale specificitatii lor. Paralel, s-a urmarit populatia de celule distinct primare,
reprezentand stadii de dezvoltare alimfocitelor T si B, a precursorilor limfoizi pluripotenti, a
celulelor NK mature si a celor mieloide. Celulele au fost monitorizate pentru expresia mRNA
a genelor erg, ets-1, ets-2, fli-1, elf, gabp.apha, pu.l s spi-B.Stadiile cele mai timpurii ale
diferentierii limfocitelor arata o particularitate dinamica a reglarii genelor acestel familii, cu
tranzitii acute Tn exprimarea corelata cu evenimentele stoparii in unele faze ale dezvoltarii.
ets-1, spi-B s pu.l sunt exprimate in aceste stadii, dar nu in limfocitele T térzii. Gena erg este
indusa in timpul specificitatii liniei T s ulterior este silentioasa permanent. Gena spi-B este
hiperreglata tranzitoriu, dupa care devine silentioasa in acelas stadiu ca a genel erg. Gena
pu.l represeaza marcat linia limfocitelor T gjunsa la un anume grad de dezvoltare, dar este
factor de reglare pentru genele celulelor B st mieloide. Astfel, setul factorilor ETS mobilizat
n timpul specificitatii liniei T este diferit de cel care mentine expresia genelor Tn timpul
selectiel timocitelor, ca s n toate clasele de limfocite T mature (54).

Pentru elucidarea reglarii transcriptionale s a remodelarii endometrului uman in
timpul diferitelor stadii ae ciclului menstrual, s-au analizat 3 membri ai familiel ETS: astfel
elf-1 predomina in epiteliul glandular, in timp ce ets-1 s ets-2 au activitate redusa atét in
acesta cét si in celulele stromale. Tn timpul fazei menstruale a ciclului, expresia este scazuta,
dar Tn celulele deciduale ale fazel secretorii térzii sunt comune activarile ets-1, ets-2 s elf-1,



aceste aspecte se confirma s in celulele in cultura ale stromei endometriadle. Celulele
endoteliale diferentiaza si diverse izoforme s produse de fosforilare ale genelor ets-1 si ets-2
din cele doua tipuri celulare. Deoarece elf-1 predomina in celulele glandulare , se presupune
cagenaare un rol unic in reglarea specifica a epiteliului endometrului (55).

La pacientii infectati cu HIV-1, s-a descoperit faptul ca situsul 5LTR HIV-1 se
cupleaza la NF-kappaB, ceea ce presupune ca acest situs detine potential de legare cu mai
multi factori de transcriere, printre care, posibil, st GABP-apha s GABP-beta ambii fiind
membri ai familiel factorilor de transcriere Ets (56).

Genaets-2

Gena ets-2 este membru a familiel ets avand aminoacizii proteinei pe care o
codifica, similari cu v-ets a virusului E26. Gena detine 10 exoni din care 9 participa la
codificarea celor 49 aminoacizi ai proteinel Ets-2. Ea directioneaza sinteza a 3 transcripte
RNA care difera prin lungimea capetelor 3'. Heterogenitatea dimensiunilor transcriptelor se
datoreaza, probabil, utilizarii a3 diferite locuri de semnale de poliadenilare (57).

Gena umana ets-2 este deci un omolog a genel v-ets care codifica o proteina
nucleara de 56kD (p56). Promotorul genei ets-2 detine un loc de cuplare Spl s unul
GC-elementul proximal al sitului de initiere. Tn plus, detine si un situs deosebit de lung (de
250 p.b) necesar transcrierii ets-2, care poate servi ca activator al transcrierii (58).

P56 kD umana este o fosfoproteina cu perioada de injumatetire de 20 minute.
Tetradecanoil forbol acetat (TFA) declanseaza cresterea de 5-20 ori anivelului proteinei Ets-2
in liniile celulare umane, nivel probabil reglat de PKC, direct sau indirect via mecanismelor
d e
post-trandatie (59).

Anticorpii monoclonali specifici pentru ets-2 uman, preparati din soareci imunizati
recunosc doua proteine umane modificate de ets. p56 si p54, dar nu reactioneaza cu proteinele
de pui, sobolan, soareci, bovine sau maimuta. Tn schimb, recunosc numai epitopi specifici ai
proteinel umane Ets 2, 3, epitopi distincti din cel 8 ai pEts-2 (60).

S-a detectat s caracterizat un nou element reglator cu activitate de promotor n
intronul 1 c-ets-2, care induce expresia acestui transcript divergent in 5', prin multiple situri
start dispersate in interiorul a 300 p.b. Printre acestea, 3 reprezinta puncte de initiere
transcriptionala majora. 1n diverse linii celulare, precum COLO 320, NBE sau HepG2 s-au
detectat transcripte initiate de acest nou promotor, care releva situri putative de legare pentru
factorii Ets, Myb, GATA s Oct. Lapui, acest promotor este conservat functional (61).

Gena ets-2 poate fi o tinta nucleara a genei rasin liniile celulare tumorale ovariene si
pe caea de semndizare ras, se poate activa in cancerul ovarian, printr-un mecanism
independent de aterarea geneticaaras (62).

Altegene alefamilia ets

Din familia genelor ets, gene nucleare cu capacitate de initiere a transcrierii, se
cunosc urmatoarele: erg, ek-1, ek-2, fli-1, etv, pu.l s spi-B. Gena erg este inrudita cu
proteina Ets si expresia ei poate fi urmarita in timpul dezvoltarii embrionare timpurii. Erg XI
codifica cel putin doua proteine rezultate in urma splicingului alternativ. Cand este exprimata



ectopic prin microinjectii de mRNA sintetic, in procesul dezvoltarii lui Xenopus apar multiple
defectiuni. Se admite ca gena erg s-ar implica si Tn motilitatea celulelor, ca si in dezvoltarea
sistemului circulator (63).

GATA-1 este un factor de transcriere specific liniei eritroide.; promotorul acestei
gene, care poate fi activat de virusul E26 de la pui contine multiple situri de cuplare ets
(EBS-Ets-Binding Site). Analiza EBS demonstreaza ca acest promotor este o tinta pentru
cuplarea s activarea de catre membrii familiei genelor ets. Gena gata-1 1 poate autoregla
expresia, dar regleaza, in timpul eritropoiezel normale si leucemice, transcrierea unui numar
de gene nrudite. Tn sistemul murin ea este reglata de expresia proteinei p13592g-myb-€ts.
EBS de la pui s-a detectat in promotorul genel stromelizin cu care are identitate in secventele
miez ets (50).

Gena pu.1 codifica un factor de transcriere din familia ets, care controleaza expresia
multor gene specifice celulelor B, macrofagelor si expresiei critice pentru dezvoltarea liniilor
limfocitara st mielocitara. Ca asa stau lucrurile o dovedeste faptul ca, soareci deficienti Tn
genapu.l au defecte in evolutia acestor linii celulare.

Gena pu.l este identica cu gena spi-1 izolata din siturile de integrare proviraa (virus
Friend) comune Tn eritroleucemia murina MEL (MurinEritroLeucemia) indusa de acest virus,
Se apreciaza ca expresia dereglata a genei este o treapta esentiala a bolii. Pe de alta parte, se
sutine ca hiperexpresia genel pu.l + DM SO induce oprirea marcata a cresterii Si apoptozei
celulelor MEL, de unde idela ca unele oncogene, in conditii specifice, induc inhibarea acestor
procese, mai curand decét proliferarea si transformarea celulelor. S-a descris rolul PU.1 in
diferentierea, proliferarea si apoptoza celulelor hematopoietice, ca si un probabil mecanism
molecular al efectelor induse de aceastain celulele MEL (64).

Sarcomul Ewing este cel mai diferentiat membru a familiel tumorilor primitive
neuroectodermale periferice. Translocatia cromosomiala care implica gena ews s alte 5 gene
ale factorilor de transcriere ai familiel ets, crelaza gene de fuziune ce codifica factori de
transcriere aberanti, implicati intr-o vasta majoritate de sarcoame Ewing. Astfel, factorii de
transcriere himerici rezulta din fuziunea NH2-terminal a genei ews cu COOH-termina al
uneiadin cele 5 gene ets. Mg oritatea tumorilor exprima fuziunea ews/fli-1, dar unele exprima
variate himere precum ews/etv-1.

Injectarea in soareci SCID a celulelor NIH3T3 care exprima fuziunile de gene
mentionate, conduce la aparitia mai rapida a tumorilor care, in plus sunt si mai voluminoase
decét celulele de control . Potentialul tumorogenic al fiecarel fuziuni ewsets este legat de
structura C-terminal. C-terminal FLI-1 confera un potential tumorogenic mai inalt decét o face
domeniul ETV-1 corespunzator. Tumorile rezultate Tn urma fuziunilor ews/fli-1 s ews-etv-1
releva aspecte macro- S microscopice asemanatoare, insa difera de cele provenite din celulele
NIH3T3 activate de gena ras. Astfel, in ciuda diferentelor structurale, respectivele fuziuni
promoteaza oncogeneza via cailor biologice similare (65, 66).

La soareci, s-a caracterizat 0 noua gena ets divergenta- gena ehf- (Ets Homologous
Factor) care carteaza la 11pl12 si are deletii Tn numeroase carcinoame de prostata, mamare si
pulmonare, dar s o0 “ pata fierbinte’ cu amplificare sau deletie ereditara. Proteina Ehf
represeaza activitatea indusa de ets-2 a promotorilor stromelisinei-1 si colagenazei-1. Se
sugereaza ca aceasta ar contribui la dezvoltarea organismului uman si carcinigenezei acestuia,
candidand la statutul de gena supresoare de tumori (67).

Proteina Elaf apartine familiel factorilor de transcriere ETS s este implicata in
reglarea expresiel genei metastazarii. Tntr-un sarcom nediferentiat de la un copil, s-a stabilit ca
o parte din gena ar putea fuziona prin translocatie cu gena ews. Gena umana elaf este
localizata n regiunea g21 a cromosomului 17, fiind organizata in 13 exoni distribuiti de-a



lungul a 19kb din DNA genomic. Regiunile netrandatate 3 s 5 ade gene sunt de 0,7 s
respectiv 0,3kb (68).

n evolutia limfocitelor, expresia genelor 1g este strict reglatain functie detimp si in
maniera tesut-specifica. Tn controlul legarii V (kappa)-J (kappa) poate fi implicata o noua
familie de proteine, alta decat PU-1. Astfel, s-a identificat factorul PRF, inrudit cu PU-1.
Aceasta noua proteina interactioneaza cu secvente care cupleaza PU.1 s in variati promotori
s enhanceri, inclusiv kappa E3.

Expresia genei prf predomina in precursorii liniei B, dar nu in limfocitele mature.
Neavand functie de activare transcriptionala, proteina Prf poate actiona ca un antagonist al
celorlalte proteine ale familiel ETS cum sunt Pu.1 si Spi-B (69).

Gena tie-2 codifica un receptor TK specific celulelor endoteliale, receptor reclamat
pentru dezvoltarea normala si hiperreglat in timpul angiogenezei. Promotorul genel detine
locuri de cuplare Tnalt conservate pentru factori de transcriere ETS. Astfel un nou asemenea
f a c t 0 r
Ets- Nerf-2 se exprimain celulele endoteliale si poate transactiva puternic regiunea reglatoare
a gene tie-2, comparativ cu cellati factori ETS care au efect stimulator redus sau chiar
absent. Tn concluzie, factorul Ets-Nerf-2 poate regla expresia genei vascular-specifice tie-2, ca
factor de transcriere critic (70).

Factorii careinfluenteaza genele ets.

Citokinele s factorii de crestere s-au dovedit a fi cel ma puternici stimulatori ai
expresiei genelor familiel ETS. Astfel sunt considerati TNF-alpha si IL-1-alpha pentru gena
c-ets-1 pe care o induce intr-o ora sustindndu-I timp de 19 ore productia de mRNA s de
proteina c-Ets-1. Din contra, bTGF, EGF s PDGF sunt stimulatori tardivi initiind activitatea
genel dupa 19 ore. Acesti factori de crestere, potenteaza insa inductia c-Ets-1 prin TNF-alpha,
in timp ce TNF-beta este inefectiv.

Folosind inhibitori a transcrierii s trandatiel s-a demonstrat cresterea mMRNA
c-Ets-1 via TNF-alpha, rezultata din noua transcriere mai curand decét din stabilizarea
produselor sintetizate. Deci, c-ets-1 este o tinta nucleara pentru numerosi factori de crestere,
functionand ca o gena de raspuns timpuriu pentru TNF-alpha (71).

Tetradecanoil forbol acetat (TFA) declanseaza cresterea de 5-20 ori a nivelului
proteinel Ets-2 n linii celulare umane. Un efect similar are si oleil acetil glicerina, care este un
activator al PKC. Ciclohexamida amplifica efectul TFA (59).

Activarea mitogenica a genei ras induce pe calea PK, fosforilarealui Ets-2 la pozitia
treoninel 72. Astfel, in liniile de celule tumorale ovariene, gena ets-2 este o tinta nucleara a
actiunii ras (62).

Tintele genel ets.

Proteinele Ets cu functia principala de transactivare, actioneaza asupra unor gene
carora le declanseaza activitatea. Deoarece activeaza si gene cu rol Tn diviziunea celulara sunt
considerate, Tn primul rand, ca proteine cu functii mitogenice.

Se sugereaza ca gena ets ar avea un rol esential n activarea genei TNF. Cotransfectia
plasmidei c-ets sau expresia jun cu constructele reporter promotor TNF-CAT, releva



participarea ambilor factori in reglarea transcrierii genel TNF. Mutatiile specifice in siturile
ets sau jun conduc la pierderea completa a responsabilitatii factorilor de transcriere asupra
genel TNF (72).

Factorul de transcriere Ets regleaza o activitate enhanceriala in a 3-lea intron al
genei TNF-alpha. Tn acest intron s-a stabilit prezenta unui construct reporter ce contine
regiunea flancata 5 din gena TNF-alpha de la soareci, S care se manifesta slab cand este
transfectat Tn celulele macrofage-like RAW-2647. Adausul la acest construct a intronului 3 a
TNF-alpha duce la amplificarea proteinel CAT, proces anulat insa, prin indepartarea unei
secvente conservate de 20 p.b. din intron, sau daca este cotransfectat cu gena reporter un
factor de cuplare Ets dominant negativ. Mutatiile Tn acest situs distrug locurile potentiale ale
factorului de transcriere Ets, reducdnd astfel activitatea transcriptionala. Tn celulele
RAW-2647, Ets ar avearol de factor de transcriere pentru productia de TNF-alpha (73).

IL-5 exprimat primar in limfocitele Th2 joaca un rol important Tnh aparitia bolilor
alergice cum este s astmul alergic. Reglarea expresiel genel IL-5 de catre factorii de
transcriere Ets-1 s Ets-2, dar nu de Ecf-1 se produce prin activarea promotorului IL-5 uman in
celulele T Jurkat, reclamand fie PMA (Phorbol 12 Miristat Acetat) plus ionomicina, fie PMA
plus proteina virala Tax-1. Proteinele Ets-1 s Ets-2 isi exercita efectele pe promotorul IL-5
via motifului GGAA din elementul cle 0. Se demonstreaza in premiera ca Ets-1 s Ets-2 pot
coopera cu GATA-3, ionomicina s Tax-1 pentru cresterea efectului s in prezenta PMA.
Sinergismul GATA-3, fie cu Ets-1 fie cu Ets-2 poate juca un rol important in reglarea
expresiei 1L-5 Tn celulele Th2 dependente de calciu sau de Tax-1, sau in limfocitele T
leucemice (74).

In timpul repararii tesutului hepatic, celulele stromale stelate (HSC), pericite-like,
trec din starea inactiva, in celule asemanatoare miofibroblastelor sintetizatoare ale matricei
extracelulare. Tn izolatele de HSC proaspete sau activate, s-a detectat factorul de transcriere
Ets-1, cas mari cantitati de mRNA ale acestuia. Transcriptele specifice Ets-1 sunt prezente si
in celulele parenchimale, dar si Tn cele stelate demonstrand faptul ca expresia hepatica a Ets-1
nu este specifica sau stricta pentru HSC. Implicatiile factorului Ets-1 Tn modelarea diferitelor
celule ale tesutului hepatic sugereaza ca acesta ar putea fi de importanta cruciala pentru
activarea celulelor stelate n procesul repararii tesutului hepatic (75).

Gena ets-1 regleaza transcrierea multor altor gene care codifica proteinele matricei
extracelulare, respectiv osteopontin si tenascin, precum si enzimele implicate in degradarea si
remodel area acesteia, cum sunt stromelisin si UPA ( Urokinase plasminogen Activator) (76).

Tenasacin-c (Tn-Cc) este 0 glicoproteina a matricel extracelulare care se exprima
pregnant in timpul dezvoltarii, dar la nivele scazute in tesuturile adulte normale. Nu se
exprima nsa, Tn timpul vindecarii ranilor, bolilor fibrotice sau cancerului. S-a experimentat
reglarea promotorului uman Tn-c, in fibroblaste pentru stabilirea mecanismelor ce controleaza
expresaia genei Tn-c, constatandu-se prezenta unui scurt segment in promotorul sau, cuprins
intre perechile de baze
-133 s -27, care detin 3 locuri de cuplaere EBS conservate in evolutie, locuri la care, in vitro,
cupleaza proteina Fli-1 ce mediaza transcrierea genei Tn-c. De asemenea, doua EBS
proximale contribuie semnificativ la activitatea bazala a promotorului acestei gene. GABP
prezent in extractele nucleare de fibroblaste, interactioneaza cu cele doua EBS proximale.
Céteva locuri de cuplare Spl si Sp3 din regiunea promotoriala sunt n intima proximitate cu
EBS. Studiile pe Drosophila demonstreaza ca fie Fli-1 fie GABP-a pha+beta, interactioneaza
functional cu Spl rezultdnd stimularea sinergica a activitatii promotorului tenasacin-c,
glicoproteina matricel extracelulare. Deci, pentru prima data se afirma ca gena tn-c este
reglata de proteine Ets, care cu concursul sitului Spl activeaza expresia Tn-c (77).



In timpul morfogenezei glandei mamare s-a observat expresia factorului
transcriptional c-Ets, casi unadin tintele acestuia - gena upa- n celulele mezenchimale aflate
in stadiul timpuriu al invaziel epiteliale, iar mai térziu, in insasi celulele epiteliale. Studiile in
vitro au aratat ca MRNA ambelor gene (c-ets s upa) poate fi indus Tn culturi de celule
epiteliale mamare normale, ca raspuns la conditiile de mediu pentru fibroblaste.

Liniile celulare tumorogene invazive din epiteliul glandular mamar exprima
constitutiv c-Ets-1 si Upa, In timp ce liniile nedinvazive, nu. Tn coculturile tridimensionale in
gel colagen, expresia preferentiala a genei c-ets este detectata in celulele epiteliale migrate
prin gel, dar si in celulele canceroase diseminate. Expresia celor doua gene se coreleaza cu
invazivitatea celulelor (78).

Factorul de transcriere c-Ets-1 este implicat s in transactivarrea genelor proteazel or
de degradare a matricei extracelulare, de unde ssugestia ca ar interveni important in invazia
tumorala. Analiza expresiel genelor ets-1, colagenazei-1 s upa in numeroase tipuri de
carcinoame releva ca in celulele canceroase (mai frecvent in cele neuroendocrine) sunt
prezente transcriptele c-ets-1, comparativ cu alte carcinoame. iar in stadiile 11l si IV s in
metastaze mai frecvent decét in stadiile | si 11.

Gena colagenazei-1 se exprima in 16/34 tumori neneuroendocrine si in 1/20 tumori
neuroendocrine, fie in celulele stromale (12/17) fie in cele canceroase (6/17). MRNA Upas-a
exprimat in celulele canceroase si/sau stromale in 45/54 carcinoame pulmonare. Astfel, cei 3
factori de transcriere sunt implicati Tn invazia cancerului pulmonar sugerandu-se ca proteina
c-Ets-1 poate transactiva gena colagenazei-1 in timpul invaziei tumorale (79).

Inhibitorul tisular a metaloproteinazei-1(TIMP-1) degradeaza matricea
extracelulara, elementul responsabil de controlul expresiel genei timp-1 fiind un situs selectiv
de legare pentru proteinele c-Fos si c-Jun. Adiacent acestuia este si un loc de cuplare pentru
proteinele Ets. Desi c-Ets-1 singur nu activeaza transcrierea de la TIMP-1, ea creste totusi
sinergic transcrierea cu AP-1. Se sugereaza ca AP-1 leaga c-Ets-1 la promotorul TIMP-1, prin
interactiunea prolina-proteina in vederea exercitarii reglarii transcriptionale dependenta de
Ets. In concluzie, expresia TIMP-1 este controlata de mai multe elemente transcriptionale
Ets-1s AP-1(80).

Reglarea genei leucocitelor -integrin CD11c- care codifica o proteina de 150,95kD,
este mediata de AP-1 s Ets-1 fiind predominanta in monocite, dar detectata si Th unele
neoplasme ale celulelor T si B, ca s in unele limfoame de origine incerta, cu celule mari. Tn
promotorul sau, aceastagenaare 5 situri ce pot interactiona cu proteinele nucleare, prezentand
secvente pentru AP-1, AP-2 si pentru proteina Jun. Prezinta, de asemenea, secvente pentru
factorii Ets-C s Ets-A. Deletia lui Ets are drept consecinta, reducerea marcata a expresiel
genel CD11c indusade ester forboli, in timp ce deletia lui Ets-A conduce la 0 modesta scadere
aexpresiei acestel gene. S-a demonstrat ca Ets coopereaza cu siturile AP-1 n procesul reglarii
expresiel lui CD11c (81).

Etsin cancer

Proteina c-Ets-1 este asociata cu invazivitatea unor linii celulare de carcinom, unele
proteinaze stromale (MMP-2, MT-1, MMP) fiind activate in aceste linii celulare.

S-a comparat contributia potentialului c-Ets-1 cu fenotipul EMT, derivat dintr-un
carcinom mamar, in scopul stabilirii expresiei vimentinei, constatadndu-se ca n doua linii
neinvazive vimentina este absenta, iar in alte 4, proteina c-Ets-1 s-a exprimat din abundenta.



Nu s-a stabilit cert o relatie cantitativa sau calitativa ntre expresia c-Ets-1 si cele 3 proteaze
care sunt reglate de aceasta. Tn schimb, proteina se exprimain liniile invazive c-Ets-1 pozitive.
De aici sugestia ca, c-Ets-1 poate contribui la formarea fenotipului invaziv EMT al
carcinomului mamar (82).

In evolutia leziunilor precanceroase bronsice se constata schimbari ale proteazelor
matricei, corelat cu factorul de transcriere c-Ets-1. S-a analizat imunohistochimic,
colagenaza-1, stromelisin 1 s 3, matrilisin, uPA-1 si expresia genel c-ets-1. Proteazele
matricei S c-Ets-1 care le regleaza sunt frecvent exprimate in carcinoamele invazive.
Colagenaza-1 s matrilisinul se exprima in leziunile bronhiolare intraepiteliale si frecvent in
carcinoamele bronsice. Stromelisin-1 se exprima inconsistent Tn 31% din aceste leziuni s n
50% din carcinoame. Stromelisin-3 si UPA-1 sunt, de asemenea, slab exprimate, dar mai mult
in leziunile preinvazive si n carcinoame. (83).

Expresia c-Ets-1 in astrocitele umane se asociaza cu sinteza fms-like tirosin-kinaza-1
(FL1-1)/vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor-1 si, implicit cu neoangiogeneza.
Glioamele maligne se caracterizeaza prin neovascularizare marcata s prin proliferarea
endoteliului vascular. Factorul de crestere a endoteliului vascular (VEGF) este o proteina
angiogenica secretata de celulele gliale, avand un rol crucial Tn inductia neoangiogenezei.
Protooncogena c-ets-1 codifica un factor de transcriere care, in vivo se asociaza cu formarea
vaselor de sange atét in conditii fiziologice céat s patologice, inclusiv in neovascularizarea
tumorilor. Ets-1 este un activator transcriptional al FLT-1, ceea ce a incitat investigarea
expresiei Ets-1 Tn 32 tumori astrogliale umane apartinand grupului WHO 1-1V n scopul
corelarii cu expresia modelului VEGF-FLT-1. Prin hibridare in situ, in microvasele gliomului
s-au detectat nivele inalte de MRNA Ets-1, cu semnale particulare marcate pentru proliferarea
endoteliului vascular glomeruloid al glioblastomului (WHO I-1V).

S-au identificat transcripte Ets-1 de lungimi depline, dar nu s-a identificat nici una
din cele 3 variante splice cunoscute, care codifica izoforeme cu domenii functionale diferite.
Proteina Ets-1 este preferential prezentain nucleul celulelor endoteliale cu morfologie de stare
activa, in timp ce in celulele inactive, proteina este citosolica, ceea ce presupune translocatia
el Tn timpul neoangiogenezei. Sinteza VEGF din celulele gliomului este Tnsotita de expresia
Ets-1 in celulele endoteliae adiacente microvaselor. De asemenea, in celulele endoteliae ale
microvasculaturii gliomului, se observa o semnificativa corelatie intre expresia Ets-1 si Flt-1.
Se sugereaza ca, VEGF secretat de celulele gliomului induce Ets-1 Tn aceste celule, care
ulterior transactiveaza VEGF receptor Flt-1. Aceasta cascada poate promota crucial
neoangiogeneza in glioamele umane (84).

Proliferarea si diferentierea epiteliului normal a prostatei, ca S cresterea initiala a
celulelor canceroase, sunt dependente de androgeni, Tn ultima instanta, cancerul de prostata
devenind independent de acesti hormoni s refractar la terapia cu el. Gena antigen-specific
prostatei (PSA) este un indice de antigenicitate atat pentru cancerul dependent cét si pentru cel
independent de androgeni. PDEF (Prostate-Derived Ets Factor), apartine familiel ETS s
actioneaza asupra genei psa, ca activator transcriptional independent de androgeni via
promotorului sau. PDEF se cupleaza preferential la GGAT mai curand decédt la GGAA s
interactioneaza direct cu un domeniu de cuplare a receptorului androgenilor, amplificand
activarea promotorului PSA mediata de acestia. Se sugereaza ca, asemenea functiilor critice
ale ator factori ETS in diferentierea celulara si in tumorogeneza, si PDEF este un important
reglator al dezvoltarii prostatei si/sau cancerului acesteia (85).



MYB-ETS

Virusul leucemiei aviene acute- E26- codifica o oncoproteina de fuziune constituita
din versiunile trunchiate ale factorilor de transcriere cMyb s c-Ets-1. Proteina Myb-Ets
codificata de acest virus este o paradigma pentru functia oncoproteinelor fuzionate care sunt
activatori transcriptionali. Aceasta proteina de fuziune MEP (Myb-Ets-Protein) transforma
progenitorii hematopoietici. Secvena Ets a MEP se dovedeste necesara pentru mentinerea
multipotentei MEP. Transformata cu o mutanta E26 sensibila la temperatura, MEP (cu o
leziune Ets-tsl.1) modifica forma celulelor eritroide, eozinofile st mieloide |la temperatura
nepermisiva. MEP transformat-tsl.1 difera de MEP transformat de E26 tip-salbatic (86,87).

Retrovirusul E26ABC care detine v-myb s v-ets induce proliferarea celulelor
neuroretinel de pui (CNR) Tn mediu minim, puternic stimulate de factorul de crestere
fibroblastic bazal (bFGF) care confera abilitatea de a forma colonii in agar moale. v-ets difera
de partenerul sau celular -c-ets-1- prin doua mutatii punct s prin replasarea ultimilor 13
aminoacizi C-terminal. Aceasta diferita secventa C-terminal influenteaza activitatea de legare
la DNA. Replasarea in virusul E26ABC a secventei care codifica ultimii 16 aminoacizi
C-terminal a v-ets via secventei care codifica 13 c-ets-1 derivat din C-terminal (virus

E26ABC) induce productia proteinei p135920-Myb-€ts ce modifica proprietatile biologice ale
celulelor CNR. Celulele CNR infectate cu E26ABC prolifereaza in mediul minim mai eficient
decat E26ABC si raspund la bFGF putand creste ih mediul moale (88).

Reglarea expresiei c-myb Tn celulele leucemice mieloblastice umane ML-1 de catre
proteina c-Ets-1 conduce la proliferarea sustinuta caracteristica celulelor transformate. 1n
absenta serului, celulelor ML-1 li ssaadministrat IGF-1 si transferina (TF) in scopul stimularii
cresteri, iar Tn scopul stimularii diferentierii lor li s-a administart TGF-beta sau TNF-alpha+
TF. Dupa administarea factorilor de crestere, expresia c-Myb creste timp de o ora, in timp ce
ulterior adausului factorilor de diferentiere expresia acesteia inceteaza complet in 3 ore. S-a
stabilit o corelatie ntre nivelul acestel proteine din celulele in care ea s-alegat laintronul 1 a
gene c-myb s expresa mRNA c-Myb. S-a observat o crestere intracelulara, Thdeosebi
intranucleara, a nivelului proteinel c-Ets, Tn timp ce dupa expunerea la factori de diferentiere
Se constata 0 scadere pronuntata a nivelului ei. De aici concluziaca, nivelul la care se exprima
factorul de transcriere, poate afecta expresia altor oncogene, tinte implicate in reglarea
proliferarii celulare. Expresia stimulata a unui factor de transcriere poate conduce ulterior la
proliferarea ciclica caracteristica celulel canceroase (89).

Gena myb (myeloblastom).

Familia genel myb are 3 membri: c-myb, A-myb si B-myb, care codifica proteine
nucleare ce se cupleaza la DNA, in maniera secventa-specifica si functioneaza ca reglatori ai
transcrierii. Protooncogena c-myb codifica un factor de transcriere care joaca un rol important
n seria celulara hematopoietica, dar si intr-o serie de alte tipuri celulare. Astfel, proteina Myb
este reclamata in hematopoieza fetala murina, dar s in reglarea cresterii s diferentierii
celulelor hematopoietice de la mai multe specii de animale. c-myb este critica pentru
organogeneza colonului murin. Colonul mamalian insa, se dezvolta dintr-un tub de celule
nediferentiate, care ulterior se constituie intr-un organ complex Tnalt organizat, cu o continua



reinoire a epiteliului sau. Este cunoscuta expresia c-myb Tn epiteliul colonului murin si n
criptele colonului uman, dar si expresia crescuta in celulele adenocarcinomului colorectal.

Gene c-myb fragmentate s-au utilizat in timpul dezvoltarii epiteliului colonic la
embrionii de soareci, constatandu-se ca animalele mor intrauterin. Probe de colon prelevate de
la acesti embrioni Tnainte de a muri, aflati Tn stadiul E15, s-au transplantat sub capsulele
renale la soareci recipienti, in ideia observarii citodiferentierii. Comparativ cu colonul parental
de la mame heterozigote, colonul de la femelele homozigote cu c-myb are epiteliul
discontinuu si cripte anormale. Tn plus, expresia Bcl-2 care este o tinta a proteinel c-Myb este
redusa s astfel apoptoza este crescuta indicand reclamarea critica a c-myb n dezvoltarea
normalaa colonului (90).

O forma a c-myb procesata alternativ codifica la pui 0 secventa aditionala de 120
resturi de aminoacizi, iar la soareci, de 121, aminoacizi codificati de exonul aditional 9A
absent din oncogena v-myb, proteinele ce contin acesti aminoacizi nefiind oncogenice.

Cu constructe myb cu sau fara exonul 9A,s-a apreciat importanta aminoacizilor
constatandu-se ca aminoacizii codificati de acest exon induc proteina c-Myb la o puternica
transactivare, des nu s-a stabilit o corelatie directa ntre nivelele activarii transcriptionale s
capacitatea leucemogenica (91).

Majoritatea promotorilor care contin elementul E2F sunt activati tranzitoriu in timpul
trecerii din faza G1 in faza S a ciclului celular. Tn promotorul sau, protooncogena c-myb
detine elementul E2F care este indus Tn faza G1 dupaintrareain ciclul celular si care ramane
activ si Tn urmatoarele secvente ale ciclului. Elementul E2F din c-myb poate fi identificat prin
cuplarea Spl. E2F myb si/sau Spl sunt reclamate pentru activarea deplina a promotorului
c-myb n diferite tipuri celulare, dar s pentru mentinerea crescuta a expresiel in celulele NIH
3T3 a promotorului c-myb Tn faza G1. Deci, elementul E2F poate fi identific diferit prin
cuplarea unor seturi mici de proteine (92).

A-myb

Factorul de transcriere A-myb este un marker in vivo, a centroblastelor. Structural
este Tnrudit cu c-myb si-i implicat Tn controlul proliferarii si/sau diferentierii limfocitelor B
mature, exprimamdu-se preferential Th cele CD38+, CD39- sigM.

Expresia A-myb este reglata in celulele B normale s in cele din limfomul Burkitt
fiind detectabila numai in fazele S s G2/M ale ciclului celular s nu in fazele GO, G1.
Proliferarea sustinuta a limfocitelor B umane este indusa de o serie de liganzi cum sunt:
IL-6, IL-13, IFN-gamma, TNF-gamma. Diferentierea celulelor B din centrii germinali
evolueazafie catre celule cu memorie, fie catre plasmocite, fiind Tnsotita de reglarea redusa a
expresiei A-myb;de aici consideratia ca A-myb este un marker a centroblastelor generate in
vivo (93).

B-myb

Factorul de transcriere B-myb este o fosfoproteina care regleaza ciclul celular fiind
un potent reglator a progresiel acestuia. Se apreciaza ca B-myb murin are potentia de
transactivator al c-myb. Astfel, mutante prin deletii ale B-myb si c-myb arata ca domeniul
C-terminal al c-myb actioneaza ca reglator negativ a transactivarii transcriptionale, iar acelasi
domeniu al B-myb, actioneaza ca un amplificator pozitiv a transactivarii. Hiperexpresia celor



doua gene in celulde 32Dcl3, in prezenta G-CSF, induce diferentierea terminala in
granulocite, ceea ce demonstreaza ca c-myb blocheaza constant acest proces ducand la o
continua proliferare a celulelor Hiperepresia ectopica a B-myb blocheaza insa abilitatea
proliferativa a celulelor 32Dcl13, in prezenta G-CSF s accelereaza diferentierea lor in
granulocite indusa de acesta. Concluzia este ca, c-myb si B-myb nu au activitate biologica
identica, iar domeniul reglator terminal a c-myb joaca un rol critic in functia sa biologica
(94).

S-a sugerat ca fosforilarea B-myb in faza S a ciclului celular, s-ar datora kinazel
dependente de cicling; astfel, s-au identificat 10 locuri de fosforilare a peptidului B-myb,
fiecare din acestea continand o fosfoserina sau fosfotreonina urmata de prolina, de unde
concluzia cafosforilarea se datoreaza unei kinaze directionata de prolina.

Abilitatea lui B-myb de a activa o plasmida reporter, a fost amplificata prin
cotransfectia ciclinei A, in timp ce mutageneza celor 10 locuri de fosforilare, blocheaza
efectul coexpresiel ciclinei A. Efectul fosforilarii exprimat prin potentialul de transactivator al
B-myb este amplificat de locurile de fosforilare in jumatatea terminala a capatului COOH.
Locul defosforilare (ser-581) apare careglator negativ pentru cuplareala DNA, iar mutatia lui
amplifica abilitatea B-myb de a cupla la DNA. Se sugereaza ca B-myb este o tinta pentru
fosforilarea prin ciclin-cdk-2, proces care regleaza activitatea sa transcriptionala (95).

Embrionii soarecilor deficienti Tn B-myb, aflatii Tn stadiile E4 si E5 mor de timpuriu.
Blastocistul n cultura arata ca B-myb este reclamat pentru formarea masei celulare interne.
B-myb este singurul membru al familiei myb, care se exprima in celulele stem embrionare
(96).

Geneletinta pentru myb

Genele tinta asupra carora actioneaza myb nu s-au cunoscut multa vreme dupa
descoperirea proteinelor Myb, dar in ultimii ani s-au identificat cateva. Astfel, recent s-a
identificat la pui gena tom-1 ca tinta directa pentru v-myb.Aceasta gena are 2 promotori din
care numai tom-1A este activat de v-myb Tn cooperare insa cu ets-2, unul din membrii familiel
factorilor de transcriere ETS. Abilitatea lui v-myb de a coopera cu proteina Ets difera de ceaa
partenerului sau celular neoncogen c-myb, care insa coopereazacu ets-1 si cu ets-2, in timp ce

v-myb coopereaza, asa cum s-a mentionat, numai cu ets-2. Trunchierea N-terminal a c-myb
prin care se activeaza potentialul sau oncogenic abroga specific abilitatea proteinei de a
coopera cu ets-1. Aceasta releva faptul ca N-terminus c-myb este oncogenic s nu mai
coopereaza cu ets-1. Deci, myb este factor transcriptional cu capacitatea de a induce
promotorul genei tom-1 (97).

Proteinele Myb si Ets sunt candidate ca reglatori ai expresiei genel c-kit in celulele
hematopoietice umane. Kit este o TK receptor cu rol important in cresterea celulelor
hematopoietice. Analiza unui fragment de 1kb care flancheaza 5 uman din promotorul
genel,c-kit releva ca o regiune de 139 nucleotide amonte de locul de initiere a transcrierii este
critica pentru activarea promotorului. Exista cateva potentiale locuri de cuplare pentru myb s
ets de tip-salbatic, dar nu exista proteine mutante myb-deficiente. Cuplarea la acest fragment
se face cu myb combinat cu ets-2. Regiunea care flancheaza 5'a c-kit are activitate
promotorialdla Tn celulele nehematopoietice numai Tn conditiile in care acestea sunt
transfectate cu vectori ce exprima c-myb s ets-2. Coexpresia acestora ih asemenea celule



amplifica transactivarea promotorului c-kit, Tn comparatie cu ceea ce se observa in celulele
transfectate cu fiecare proteina in parte. Se admite ca proteinele Myb s Ets joaca un rol
important Tn functionalitatea promotorului c-kit gena ce codifica un receptor care intervine
critic in celulele hematopoietice (98).

Clonarea genei C/EBP de la pui arata ca promotorul acesteia contine un numar de
situri de cuplare C/EBP fiind activata de C/EBP beta, de unde sugestia ca aceasta gena se
autoregleaza prin insas produsul e proteinic. Promotorul C/EBP nu este activat de C/EBP
alpha, un alt membru al familiel C/EBP, Tnalt exprimat in celulele mielomonocitice; de aici
concluzia ca autoreglarea este specifica exclusiv pentru C/EBP beta. Promotorul C/EBP beta
contine, de asemenea, cateva motifs de cuplare a proteinei Myb sugerand ca gena c/ebp beta
este s myb inductibila. S-a demonstrat ca promotorul C/EBP beta este activat sinergic de
v-myb s c/ebp beta si, de asemenea, ca transcrierea acestei gene endogene este amplificata de
v-myb.; aceasta este deci 0 noua gena tinta v-myb. Reglarea expresiel e de catre v-myb
stimuleaza sinteza C/EBP beta prin activarea promotorului (99).

CD34 este o glicoproteina de suprafata exprimata specific in stadiile de stem s
progenitori ale celulelor maduvel osoase. Se exploreaza un posibil rol a c-myb Tn reglarea
expresiei CD34 n procesul hematopoiezei, ca si ideia ca aceasta protooncogena poate induce
expresia CD34 prin activarea promotorului murin a acestuia. Experimentele au demonstrat
insa, ca c-myb nu este reclamata pentru expresia CD34 in celulele endotelide sau
hematopoietice primitive din sacul vitelin, dar, Th schimb, este necesar pentru hematopoieza
definitiva (100).

Ciclina Al difera de celelate cicline prin faptul ca se exprima n progenitorii
hematopoietici s in leucemia mieloida acuta. Compararea ciclinel Al cu ciclina A privind
activitatea promotorilor in liniile celulelor aderente si din leucemia mieloida, releva ca
promotorul ciclinel Al este preferential activat in liniile mieloide, Tntr-un mic fragment (de
335 p.b) care contine locuri potentiale de cuplare a proteinei c-Myob.

Coexpresia unui vector care exprima c-myb cu un promotor ciclina Al creste
semnificativ activitatea reporter in CV-1 aderent, ca s in celulelee mieloide U937. C-myb s-ar
putea cupla la promotorul ciclinel Al, la locul de langa cel a startului transcrierii.
Mutageneza directionata pe acest loc scade cu 50% transactivarea promotorului Tn celulele
KCL22 care exprima nivele Tnalte de c-myb s in celulele CV-1 transfectate cu c-myb. De
asemenea, fibroblastele primare embronare umane transfectate cu un vector care exprima
c-myb inducc gena endogena a ciclinei Al. Tn concluzie, c-myb indue mecanisme specifice
hematopoiezei in reglarea ciclului celular (101).

Factorul de transcriere nuclear c-myb des Tnalt exprimat in celulele hematopoietice
este functional s in celulele NIH3T3 Tn ciuda faptului ca nivelele sale nu sunt detectabile.
Transfectarea in fibroblaste a unor constructe c-myb sau dominant negative (GRE myb s
respectiv. GRE MEN) de lungimi depline, a condus la identificarea trombospondinei-2
(TSP-2) ca produs genic represat in celulele GRE Myb s indus in celulele GRE MEN. Acest
studiu stabileste ca mRNA are un half-life (timp de Thjumatatire) TSP-2 mult mai scurt n
celuledle GRE myb comparativ cu celulele NIH3T de tip-salbatic, sugerandu-se faptul ca
c-myb afecteaza expresia TSP-2 via unui mecanism post-transcriptional (102).



v-myb

Factorii de transcriere sunt oncogenici, fie in conditiile in care sunt alterati functional
prin fuziunea cu alte proteine fie prin expresialor dereglata.

Factorul de transcriere myb este emblematic sub aspectul faptului ca poate
transforma celulele de origini diferite. Astfel, cateva forme de Myb pot transforma diferite
linii hematopoietice de pui. De asemenea, este reclamata pentru hematopoieza fetala murina s
pentru reglarea cresterii s diferentierii liniilor hematopoietice la diferite alte specii animale
(103, 104).

Efectele biologice ae proteinel c-myb s ale corespondentului sau viral-v-Myb sunt
strict diferite, deoarece c-myb este indispensabil hematopoiezel normale in timp ce v-myb
induce leucemia acuta. Domeniul v-myb DNA-binding (DBD) diferade cel a proteinei c-myb
prin deletia primelor 3 “repeats’ (secvente de DNA repetitive) ceea ce se coreleaza cu
transformarea oncogenica eficienta. V-myb DBD (R2R3) arata o specificitate DNA-binding
intrinseca pentru o secventa bogatain AT (105).

Expresia aberanta a protooncogenei c-myb reprezinta un factor cheie in dezvoltarea
fenotipului neoplazic intr-o varietate de contexte. Pe baza aceasta se admite ca ablatia functiel
sale ar putea fi eficienta terapeutic folosind anticorpi anti-c-myb. Deci, protooncogena c-myb
codifica un factor de transcriere care joaca un rol important Tn hematopoieza; modificarea
activitatii & conduce Tnsa, la transformare. Tn linia celulara TK-6 obtinuta dela un pacient cu
leucemie mieloida cronica mieloida in criza blastica, s-a detectat MRNA c¢c-myb trunchiat de
2kb, ca s proteina sa c-Myb de 55kD. Clona c-DNA c-myb mutanta (WTK-1) din c-DNA
TK-6 comparata cu tipul salbatic uman, releva ca secventele WTK-1 diverg la capetele 3’ ale
exonului 9. Proteina codificata de WTK-1 (myb-TK-6) are 402 aminoacizi S este lisita de
down-reglatorul negativ al proteinel c-myb normala.

n celulele NIH3T3, metoda cu luciferaza releva ca expresia vectorului care codifica
myb (TK-6) stimuleaza promotorul mim-1 reglat de myb mai eficient decét o face proteina
c-Myb umana tip-salbatic, sugerand ca myb (TK-6) este un factor de transcriere functional,
proteina avand astfel potential transformant. Acelasi aranjament a genei c-myb in TK-6 se
constata s tarziu Tn probele pacientului sugerand faptul ca aceasta mutatie este obtinuta in
timpul evolutiei bolii (106).

Tax, proteina transformanta HTLV-l este reclamata pentru puternica activare a
transcrierii virusului, activare mediata prin interactiunea cu domeniul Kix a proteing de
cuplare CREB care este un coactivator celular (CBP). S-atestat abilitatealui Tax de a deregla
activitatea factorului de transcriere celulara c-myb, deoarece ambele elemente interactioneaza
in vitro cu domeniul Kix a CBP s deci cupleaza la acesta. Mecanismul interferentei lor
transcriptionale poate promota in celulele infectate cu HTLV-I, expresia genel celulare
dereglate, ceea ce duce la aparitia leucemiei (107).

Ciclinele de tip D, D1 s D2 inhiba specific transcrierea cand sunt activate prin
domeniul v-myb DNA-binding, dar nu prin domeniul c-myb DNA-binding. Nivelele crescute
ale acestor doua cicline duc la stabilizarea proteine Myb, dar nu la alterarea cuplarii lor la
DNA. Efectul diferit a ciclinelor D asupra v-myb s c-myb ar explica mecanismul activarii
oncogenice a proteinei v-Myb, care apare ca un activator transcriptional mai puternic, urmand
diferentierea monoblastelor transformate indusa de TPA cand cele doua cicline sunt
down-reglate (108).

Proteina c-Myb este controlata de interactiuni moleculare si de mutatii punct, care i
amplifica activitatea oncogenica, astfel ca, schimbarile e conformationale ii regleaza



activitatea.

Ciclofilina cyp-40 s peptidilprolil izomeraza ar putea inhiba activitatea de cuplare
c-Myb DNA, ceea ce reclama domeniul C-terminal a proteinei, in timp ce domeniul sau
N-terminal catalitic este blocat de ciclosporina A, inhibitorul sau competitiv. Cyp-40 nu
cupleaza si deci nu inhiba derivatul oncogenic v-myb care are domeniul de cuplare mutat. Se
sugereaza ca mutatiile Tn proteina v-Myb ii permit evitarea mecanismului reglator negativ
mediat de enzime precum Cyp-40 s izoenzimele peptidilprolil, implicate Tn reglarea
transcrierii, transformarii s diferentierii celulare (109).

Anii "80 au adus primele informatii privind oncogena v-myb, numai ulterior fiind
descoperita protooncogena c-myb. Mieloblastomul la pui este declansata de oncogena v-myb
din virusul AMV a leucemiei aviene E26. Pe langa oncogena v-myb acesta detine s
oncogena Vv-ets ce induce eritroblastoza. Oncogena v-myb din virusul AMV codifica o
proteina de 45kD, iar virusul E26 codifica proteina p135923-Myb-€ts protooncogena c-myb
codifica o proteina de 75kD —p75-. Toate aceste proteine sunt proteine nucleare; astfel, p45
s-a detectat in nucleii celulelor infectate, dar nu este obligattoriu legata de procesul
transformarii.Ea este totusi prezenta si in citoplasma, conditie in care se poate corela cu
reversiafenotipului transformat (110).

Produsul oncogenei v-myb din AMV codifica proteina p48V-MyD care este, de fapt,

forma redusa a p75c-myb din celulele normale. Deci, aceste doua proteine pot functiona ca
transactivatori ai expresiel genelor (111, 112).

Etsgene

Ets genes are transcription factors that binds GGAA sequences in the
promotor/enhancer regions of the target genes. They are expressed preferentialy in the
hematopoietic tissue and involved in normal development of these cells. Human ets-1 gene is
localized on 11923 chromosom and it has been demonstrated that regulates erythroid
differentiation in vitro after hemin and AraC stimulation of HEL and K562 erythroleukemic
cells lines. Human ets-2 gene is a homologue of the viral gene v-ets. The chicken ets-1 gene
encodes two proteins, p54 and p68 that differ at their N-termina end because of the
alternative splicing of ets mMRNA.

Other members of ets family of genes, related to ets-1 and ets-2, are erg, k-1, fli-1,
etv, pul and spi-B. Ets genes have been implicated in some human chromosomal
trandocations as well as other retrovirus-induced tumors. Ets genes expression is induced by
various citokines and growth factors, among these, TNF-apha, IL-1-alpha EGF, TGF-beta,
PDGF. Genes that encode citokines and growth factors such as TNF and IL-5, are also targets
for the trandational transactivating activity of ets.

Several studies shown that ets gene expression, especialy ets-1, is associated with
the invasion of numerous tumoral cell lines of epithelial and glandular origins and corellates
with neoangiogenesis and with expression, regulation and synthesis of VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). Ets factors functions, namely PDEF (Prostate-Derived Ets
Factor) in cell differentiation and tumorogenesis is also sustained by its implication in normal
prostate devel opment and in prostate adenocarcinoma.



Myb gene

C-myb is a member of a multigene family encoding nuclear phosphoproteins with
sequence-specific DNA-binding activity. There are described three members of this gene
family: c-myb, A-myb and B-myb.

The expression of c-myb appears to be restricted to hematopoietic cells, especially
cells of myeloid-macrophage lineage, and to brain. C-myb expression has been shown to be
involved in myeloid leukemogenesis, in the murine colon organogenesis, c-myb expression
being highly elevated in colorecta adenocarcinoma. A-myb is an in vivo marker for the
centroblasts, with possible implication in proliferation and/or differentiation of B
lymphocytes. B-myb has been demonstrated to be a potent regulator of the cell cycle
progression. The members of myb genes,
c-myb, A-myb and B-myb, are differently expressed in various cell types and they do not
have the same biological activity. Cellular myb is essential for myeloid development and,
when transduced into certain retroviral forms, can be a potent leukemogenic agent by itself.

The c-myb encoded a protein of 636 aminoacids in length, is highly conserved, with
a structural homologue being present in yeast. The N-terminal region of the c-myb
product contains a site that is phosphorylated by casein kinase 1l (CK 1I), followed the
DNA-binding domain. The CK |l site is deleted in v-myb protein and it becomes activated in
the c-myb products following insertional mutagenesis, suggesting that phosphorylation of this
site may regulate the DNA-binding activity of the normal protein. The C-termina end
contains two transactivation domains, a transactivation domain and a negative regulatory
region. These regions are possible responsable for the c-myb involvement in both cell
proliferation and preventing differentiation of hematopoietic cells.

The myb gene was first characterized as the transforming gene of avian
myeloblastosis virus (AVL) and encodes a v-myb p48 kDa protein. The c-myb gene has also
been activated by ALV and MLV proviral-mediated intertional mutagenesis.In contrast to
many oncogenes, v-myb is not transforming for fibroblasts but is a potent inducer of myeloid
transformation.

MYB-ETS

The AVL virus E26 contains an oncogene that resulted from the fusion of truncated
viral genes v-myb and v-ets joined the the vira gag sequence. The viral oncoprotein, a
transcription factor-type oncogene of E26 avian leukemia virus, is a chimeric product of 135
kDa that contains a portion of the viral gag gene, a myb DNA-binding domain, a myb
transactivation domain and an ets DNA-binding domain. The oncogenic function of such
chimeras might result either from the additive function of two components or from a unique
codependency on the molecular structure of the two joined domains.

Mutants of the Myb-Etss protein (MEP=Myb-Ets-Protein) have different
transformant activity on erythrocyytes and myeloid cells from the wild-type E26 MEP and it
has been shown that ets sequence is required for the potenty of MEP. An E26ABC strain of
the ALV virusinduces cell proliferation of the chicken neuroretinain a minimal medium.



It has been demonstrated that in human myeloblatic cell lines there is a relationship

between c-myb and c-ets-1 regulation of expression that leads to sustained cell proliferation
during malignant transformation.
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REL/ NF-kappaB
Rel (Reticuloendotelioza)
NF-kappaB (Factor nuclear kappa al celulelor B)

Membrii familiel Rel/NF-kB sunt factori de transcriere care intervin in primalinie de
aparare contra bolilor infectioase si stresului celular. Aceste proteine initiaza un raspuns inalt
coordonat Tn numeroase tipuri celulare actionand efectiv Th mentinerea sanatatii organismului.
Tulburarea mecanismelor reglatoare care controleaza specificitatea S extinderea acestui
raspuns rezultat din activitatea aberanta a NF-kB, poate fi Tnhsa, una din cauzele primare ale
unui larg spectru de boli. Astfel, “tintirea” lui NF-kB ar putea duce la descoperirea unor noi
reagenti farmacologici care ar oferi 0 noua terapie pentru numeroasele tipuri de afectiuni
inflamatorii (1).

Exista o cale maora de semnalizare, care mediaza raspunsul celulelor la stresul
mediului, ntr-o varietate de situatii de aparare. NF-kB este astfel un factor cheie reglator ce
mediaza expresia coordonata a genelor care apartin masinariei celulare ce functioneaza pentru
protejarea organismului contralezarii fizice, chimice sau microbiene.

In reactiile imunitare s inflamatorii, expresia citokinelor, interleukinelor s
moleculelor de adeziune Tn celulele sistemului imunitar, vizeaza celulele T s B, celulele
endoteliale, ca s celulele prezentatoare de antigeni (fagocitice) toate fiind larg reglate de
NF-kB. De aici, rolul central a acestui factor de transcriere in reglarea apoptozei, un program
celular important, care decide asupra sortii celulelor, nu numa Tn timpul dezvoltarii
embrionare, dar de asemenea, s pe parcursul evolutiei de la fenotipul normal la cel
transformat. NF-kB apare astfel si ca o tinta pentru interferenta terapeutica intr-o varietate de
Situatii patologice, precum bolile cronice inflamatorii si cele autoimune, infectia HIV sau
cancer (2).

Factorii de transcriere Rel/NF-kB se formeaza din homo- si heterodimeri cu diferite
specificitati penru locul de cuplare la DNA. Céteva ca intracelulare evocate de un larg
spectru de factori biologici si conditii de mediu, pot duce la activarea diverselor Rel/NF-kB
prin semnalizarea degradarii proteinelor inhibitorii  IkappaB. Tn nucleu, Rel/NF-kB
moduleaza expresia unui humar variat de gene, inclusiv a celor care codifica diferite
citochine, factori de crestere, proteinele ce raspund de faza acuta, imunoreceptori, ati factori
de transcriere, de adeziune celulara, proteine virale si reglatori ai apoptozel (3,4).

Oncogena v-Rel a fost descoperita in 1958 intr-o tumora de curcan. Virusul REV-T
(virusul reticuloendoteliozei) detine oncogena v-rel ce induce proliferarea maligna a tesutul ui
reticulohistiocitar din splina si maduva osoasa transforma celulele limfoide. Gena c-rel de la
curcan are 8 regiuni omoloage cu v-rel a carel lungime este de 1,55 kb, in timp ce a genei
c-rel este de 1,65 kb; aceasta diferenta este datorata adaugirii intronilor care se pierd din
genomul viral.

Gena v-rel codifica o fosfoproteina de 59 kb (pp59 kD), pe cand produsul c-rel este
de 75 kD. Gena v-rel apare din c-rel prin deletia unor componente structurale ale acesteia din
urma(5, 6, 7, 8, 9).

Tulpina Rev-T avirusului reticuloendoteliozei este foarte oncogena, inducand la puii



tineri tumori letale ale celulelor limfoide. Oncoproteina v-rel apartine familiel Rel/NF-kB de
factori de transcriere eucarioti in care seinscrie s omologul sau c-rel si proteinele Rel inrudite
— Rel-A, Rel-B, NF-kB1, NF-kB2-. Toti acesti factori detin o regiune omoloaga Rel
NH2-terminal inalt Tnrudita, necesara pentru cuplareala DNA, dimerizare, transportul nuclear,
cat si pentru reglarea proteinelor Rel de catre reprezentatii familiel inhibitorilor IkB. COOH—
terminal este implicat n activarea transcriptionala si Tn reglarea functiei proteinel Rel, prin
secvente omoloage cu acelea gasite in factorii 1kB.

v-Rel are abilitatea de a inhiba competitional activarea transcriptionala a omologilor
sai celulari, ceea ce ridica problema posibilitatii blocarii diferentierii celulelor limfoide s
odata cu aceasta, anuleaza activitatea proteinelor Rel endogene.

Tn procesul transformarii, v-rel defectiv trebuie sa se asocieze cu el insusi sau cu alti
membrii a familiel Rel, pentru formarea dimerului. Interactiunea proteina-proteina este
importanta pentru functionarea sa, fapt dovedit prin aceea ca v-Rel se asociaza cu cétiva
membrii cunoscuti ai familiel Rel cum sunt c-Rel, p124/NF-kB1 si p115/NF-kB2 (10).

n concluzie, retrovirusul aviar Rev-T codifica o proteina v-Rel care este membru a
familiei factorilor de transcriere Rel/NF-KB. v-Rel induce un rapid si fatal limfom/leucemie la
pasarile tinere si poate transforma si imortalizain vitro o varietate de tipuri celulare aviare.

Factorii de transcriere ai familiel Rel/NF-kB au fost asociati S cu oncogeneza la
mamifere, v-rel fiind singurul membru clar oncogeneic in modelele animale.
Oncogenicitatea sa potenta este consecinta unui numar de mutatii care-i altereaza activitatea s
reglarea. De exemplu, cdteva mutatii 1i scad abilitatea de a fi reglata de IkB alfa;
schimbandu-si  specificitatea locului de cuplare la DNA, capata proprietati noi de
transactivare.

Studiul v-rel arata cum proteinele celulare Rel contribuie la oncogeneza prin
afectarea cresterii celulelor, alterarea reglarii ciclului celular s blocarea apoptozei (11).
Aceasta oncoproteina retrovirala, v-Rel, ce apartine, cum mentionam, familiei factorilor de
transcriere Rel/NF-kB, arata multiple schimbari care o fac, comparativ cu protooncogena
c-Rel, Tnalt oncogena in celulele limfoide aviare. Sunt insa necesare 3 reziduuri mutante din
11 amino-acizi derivati din anvelopa (env) virala la N-terminus a v-rel. Pentru deplina
oncogenicitate, aceste mutante env capaciteaza secvente in jumatatea N-terminal a v-rel
pentru a activa transcrierea atét in celulele de drojdii cét si in cele de pui, in conditiile Tn care
secvente analoage de c-Rel, fie canu activeazatranscrierea, fie ca o activeaza dlab.

Indepartarea aminoacizilor env de v-rel sau a mutatiilor directionate care acopera
cele trel reziduuri mutante prezente n proteina env Rev-A helper virus aboleste abilitatea de
transactivare a v-rel. Adausul de aminoacizi env c-rel mutant la c-rel, nu este suficient pentru
restaurarea deplina a functiilor transactivatoare. Celelalte secvente din jumatatea N-terminal a
NF-kB, respectiv p100 (p85) produsa in celulele leucemice umane HUT-78 activeaza, de
asemenea, transcrierea in drojdii Tn coditiile Tn care proteinele normale p52 si p100 n-o fac.
Activarea transcriptionala de catre p85 Tn drojdii se pare ca apare prin secventele N-terminal.

Este astfel prezentat un model Tn care transactivarea secventelor domeniilor
N-termina Rel omoloage (RH) din familia proteinei Rel oncogena, sunt influentate de
secventele din afara domeniului RH (12).

Oncoproteinaretroviralav-Rel este o proteina himerica care detine 11 aminoacizi din
anvelopa virusului adaugati la N-terminus. Tn acest N-terminal env v-Rel exista trei
aminoacizi substituiti Tn comparatie cu virusul Rev-A helper. Aceste substitutii determina un
numar de proprietati unice in v-Rel cum sunt abilitatea crescuta de transactivare s
transformare. Reziduurile aminoacizilor de la 3 la 9 sunt critice pentru functia de



transactivare N-terminal paralela cu transformarea de catre v-Rel.

Substituirea aminoacizilor conservativi ca leucina s tirozina cu Phe 3 si Phe 9 este
tolerata in transactivarea fibroblastelor embrionare de pui s Tn transformarea celulelor
splenice ae acestora. Dimpotriva, substituirea a 10 reziduuri Phe din N-terminus al v-rel nu
permite transactivarea, indicand ca o structura distincta din jurul Phe 3 si Phe 9 este esentida
pentru functiav-rel. Adausul amino-acizilor env-v-rel laN-terminus al proteinei c-rel umanao
poate face activain transformare. Deci, reziduurile Phe la pozitiile 3 si 9 sunt selectate pentru
aamplifica oncogenicitatea v-Rel prin cresterea abilitatii acesteia de a activatranscrierea (13).

Oncoproteina virala v-rel este foarte oncogena in modelele aviare. Amplificarea
cromosomiala, hiperexpresia s rearanjarea genica care codifica factorii de transcriere
Rel/NF-kB se observa in numeroase tumori hematopoietice si solide. Activitatea persistenta a
NF-kB se observa s in céteva tipuri celulare de cancer uman, ca rezultat a activarii
congtitutive a kinazelor de semnalizare amonte, sau a mutatiilor lor ce inactiveaza
subunitatile IkappB inhibitorii. Exista o corelatie intre activarea expresiei genelor celulare de
catre factorul Rel/NF-kB s paticiparea acestora la procesul malign. Experimente ce implica
NF-kB in controlul raspunsului apoptotic releva, de asemenea, un rol Tn oncogeneza s in
rezistenta celulelor tumorale la chemoterapie. Apoptoza si progresia in malignizare depind de
statutul genelor Rel/NF-kB si IkB s de activitatea acestora in tumorile umane (14).

Oncoproteina v-Rel transforma o varietate de tipuri celulare atét in vitro céat s in
vivo, activitate dependenta de abilitatea genei v-rel de a se cupla la DNA s de a activa
transcrierea.

Proteina TRIP-6 a fost identificata initial ca o proteina ce interactioneaza cu
receptorul hormonului tiroidian. Este un membru a subfamiliel de proteine ce contin
domeniul LIM care se considera ca transporta semnalele de la suprafata celulei la nucleu. S-a
demonstrat ca secventa din Trip-6 care include domeniul LIM se comporta ca un coactivator
pentru activarea transcrierii de catre v-rel. Astfel, proteina de fuziune GAL4-Trip6 poate
detine secventa C-terminal v-rel care actioneaza transcriptional in drojdii. Trip-6 poate
amplificain drojdii activarea de catre v-rel dintr-o plasmida reporter kappaB situs.

Des trip-6 uman de lungime deplina localizeaza placile de adeziune, deletia
secventel N-terminal ii permite saintrein nucleii celulelor de pui.

Trip-6 MRNA este exprimat Th numeroase tesuturi umane. Coexpresia trip-6 v-rel nu
afecteaza activitatea transformanta a oncoproteinei. De aici concluzia ca, trip-6 poate fi o
proteina importanta pentru abilitarea v-Rel de a activa transcrierea si de a transforma celulele
s astfel ar putea fi 0 potentiala tinta pentru blocarea oncogenezel mediata de rel si pentru
activarea transcriptionala (15).

Desi NF-kB/Rel se exprima in toate celulele, totusi in majoritatea celor non-B acesti
factori sunt sechestrati Tn complexe citoplasmatice inactive cu proteine inhibitorii specifice
numite IkappaB.

Factorii Rel/NF-kappaB sunt activati aberant in celulele canceroase mamare la
rozatoare si functioneaza pentru a promota supravietuirea s proliferarea celulelor tumorale.
La sobolanii femeli
S-D (Spragne-Dawley) activarea de catre Rel/NF-kB este un eveniment timpuriu ce apare
Thaintea transformarii maligne ca s in cazul celulelor epiteliale mamare umane (HMEC) in
cultura

Tn extractele nucleare ale glandelor mamare la sobolanii S-D s-a detectat cuplarea
crescuta a Rel/NF-kB la 40% din animale 3 saptamani post-tratament cu DMBA, Tnaintea
formarii tumorii care normal incepe safie vizibila dupa 7-9 saptamani.



In celulele MCF-10F netumorogenice, transformarea maligna in vitro dupa tratarea
cu DBMA sau benz(a)piren duce la cresterea de 4-12 ori a activitatii NF-kB clasic (p65/p50).
Inductia NF-kB se coreleaza cu scaderea stabilitatii proteinei inhibitorii IkappaB-alfa specifica
lui NF-kB. Expresia ectopica a subunitatii transactivatoare p65 a NF-kB in celulele MCF-10F
induce promotorul oncogenel c-myc, care este dirijat de doua elemente NF-kB s de nivelele
c-myc endogena. Astfel, scaderea HMEC derivate din mamoplast imortalizate dupa expunere
la benz(a@)piren arata inductie dereglata a NF-kB clasic Tnainte de transformarea maligna. Se
sugereaza ca activarea NF-kB joaca un rol critic timpuriu Tn transformarea glandelor mamare
indusa de carcinogen (16).

Rel A (p65)

NF-kB este un heterodimer a proteinei Rel sechestrat n citoplasma sub forma
inactiva datorita interactiunii cu o proteina inhibitoare kappa B (IkB). Céand IkB este
degradata, dimerul intran nucleu pentru a activa genele tinta. Heterodimerul NF-kB
este congtituit din p65 RelA si pS0 RelB, care actioneaza ca forma activa de transcriere, dar
cele doua componente pot actiona si independent cu eficienta specifica in functie de tipul
celulelar si de procesul de activare.

Virusul hepatitei B (HBV) sau virusul hepatitet C (HCV) pot activa NF-kB
modulénd apoptoza celulara si, de asemenea, asociindu-se cu oncogeneza. NF-kB nuclear este
semnificativ mai abundent in tumorile HCC (carcinom hepatocelular) infectate cu HBV si
HCV dar s n tesutul hepatic netumoral, in comparatie cu normalul. Activitatea de cuplare
DNA NF-kB s expresia proteinei nucleare RelA sunt mai ridicate in tesutul tumoral
comparativ cu cel netumoral, Tn timp ce expresia proteinei 1kB-alfa citosolica este in genera
mai ridicatain tesutul normal decét in cel tumoral.

n concluzie, activarea constitutiva a NF-kB este mai frecventa in tesutul tumoral si
este posibil ca supraexpresia acestuia insotita de dereglarea 1kB- alfa pot juca un rol n
hepatocarcinogeneza cu infectiaHBV sau HCV (17).

Soarecii deficienti Tn NF-kB -gena transactivatoare RelA (p65)- mor in a 14-a, a15-a
zi de dezvoltare embrionara prin apoptoza hepatica masiva. Tn ficatul adult, activarea NF-kB-
heterodimerul lui RelA/p50- poate cauza proliferarea hepatocitelor, apoptoza sau raspunsul
genelor fazei acute. Proteinas complexele NF-kB hepatice embrionare la cel putin douazile
Thaintea mortii, s-au observat la soarecii fara RelA, sugerdndu-se ca letalitatea nu-i legata de
NF-kB. Se crede cain absenta RelA, embrionii sunt sensibilizati pentru apoptoza mediata de
TNF-1.

S-au generat soareci cu deficienta RelA st TNF-1 pentru a vedea daca semnalizarea
apoptotica prin TNF-1 este responsabila de fenotipul letal. Acesti soareci au supravietuit n
timpul dezvoltarii embrionare, s-au nascut cu ficat normal si fara semne de apoptoza hepatica
crescuta. La 10 zile post natal animalele mor datorita hepatitei acute cu infiltrare masiva de
neutrofile imature.

Se conclude ca, RelA st TNF-1 nu sunt necesare pentru dezvoltarea ficatului si ca
RelA protejeaza ficatul embrionar de semnal ele apoptotice mediate de TNF-1. Totusi, absenta
semnalizarii TNFR-1 s a activitatii RelA la nou-nascuti confera acestor animale
susceptibilitate lainfectia hepatica endogena (18).

Inducerea transcrierii din LTR HIV-1 de catre subunitatea NF-kB RelA/p65 este
dependenta de interactiunea cu domeniul zinc finger DNA-binding a Sp-1. Raspunsul de
crestere timpurie a factorului de transcriere Egr-1 a carui domeniu DNA-binding are un Tnalt



grad de omologie cu Sp-1, poate interactiona in vitro cu RelA s regla in vivo activitatea
transcriptionala a NF-kB.

Similar cu interactiunea cu Sp-1, domeniul omolog Rel al RelA interactioneaza cu
domeniul zinc-finger al Egr-1. Tn contrast cu Sp-1, Egr-1 represeaza specific activitatea
transcriptionala a RelA prin domeniul sau zinc-finger. Interactiunea dintre RelA zinc-finger
a Egr-1 este mutual exclusiva cu cuplarea DNA sugerand un model in care Egr-1
sechestreaza direct NF-kB din promotorul sau tinta. Deoarece Egr-1 este indus de muilti
asemenea factori care activeaza NF-kB, acest nou mecanism de reglare transcriptionala are
multe implicatii pentru cuprinderea ambilor factori n procesele celulare precum apoptoza s
raspunsul lastres si infectie (19).

Curcumin (diferuloil metan), pigmentul galben din Curcuma longa este un potent
agent chemopreventiv, care induce apoptoza cétorva tipuri de celule canceroase. Multe din
acestea se autoprotejeaza contra apoptozei prin activarea Rel/NF-kB, factor de transcriere care
faciliteaza supravietuirea celulelor . Activarea NF-kB indusa de semnal este inhibata de
curcumin.

In celulele sarcomului de soarece 1-929 s in celulele transfectate RelA s-a stabilit
gena Rel transfectata care codifica subunitatea p65/A a NF-kB, celule care s-au dovedit
rezistente la variate doze de curcumin. Celulele transfectate cu rel/A releva activitate NF-kB
DNA-binding care pe de o parte n-ar putea fi inhibata de curcumin si pe de alta parte nu arata
condensare nucleara s fragmentarea DNA dupa tratarea cu curcumin. Cand o forma
supresoare a
IkappaB-alfa (care inhiba NF-kB) este transfectata tranzitoriu Tnh celulele transfectate rel/A,
acestea nu rezista indelung la curcumin. Se subliniaza rolul critic antiapoptotic al NF-kB n
apoptoza indusa de curcumin (20).

Rel B (p50)

Generarea factorului de transcriere NF-kB (p50) este mediata de proteosomi. P50
este generatain timpul translocatiel genei NF-kB1 prin procesare cotranslationala care permite
producerea dintr-un singur mMRNA atét de p50 cét s de p105. Domeniul omolog Rel din p50
sufera dimerizarea cotrand ational @, ineractiune reclamata pentru producerea eficienta de p50.
Cuplarea cu proteosomi in timpul translocatiei, genereaza heterodimeri p50-p105.

Dupa evenimentul primar cotranslational, trepte postranslational e aditionale regleaza
formarea homodimerilor p50 s rata intracelulara a p50 si pl05. Aceasta strategie celulara
plaseaza biogeneza p50 sub controlul inhibitorului p105 timpuriu, regland astfel fondul
homodimerilor p50 in interesul celulel (21)

Celulele dendritice (DC) s alte celule prezentatoare de antigeni se caracterizeaza prin
localizarea nucleara a Rel-B, membru al familiei de factori nucleari Rel/NF-kappaB.

PBDC (celule dendritice din sangele periferic) circulante din artritele reumatoide
seamana cu cele normale imature, deoarece nu expun intracelular proteina Rel-B. Tn sectiunile
seriate obtinute din tesutul sinovial a artritelor reumatoide, celulele cu Rel-B nuclear sunt
abundente n regiunea perivasculara, iar celulele nRel B+, HLA-DR+ ramase, sunt limfocite B
s macrofage. Numai 3% din celulele dendritice sinoviale contin Rel-B nuclear care totus
cupleaza DNA si astfel fiind capabil de activitate transcriptionala.

Tn concluzie, precursorii celulelor dendritice se diferentiaza si expun Rel-B dupa
intrarea in tesutul sinovial reumatoid. Astfel, celulele dendritice diferentiate pot fi identificate



imunohistochimic. Semnalele pentru maturarea lor difera intre tesutul sinovial din artritele
reumatoide s fluidul sinovial, ducéand la localizarea nucleara a Rel-B predominant in tesutul
sinovial. Aceasta ar putea avea consecinte pentru celulele dendritice prezente n cele doua
locuri (22).

Soarecii cu disturbanta Rel-B dezvolta un fenotip hemopoietic inflamator, anormal.
Cel Re-B (-/-) sunt clinic normali timp de 4-10 saptaméni postnatal, dupa care apar
ingrosarea pielii si caderea parului. Leziunile piglii constau Tn hiperkeratoza si marcata
hiperplazie epidermica, iar in derm se observa numeroase celule T CD4+ si eozinofile mixtate
cu mai putine T CD8+ s neutrofile. De asemenea are loc cresterea moderataa MHC cl I1, a
celulelor dendritice si mastocitelor. Tn pielea soarecilor Rel-B (-/-) creste s expresia
citokinelor Th2 corelat cu cresterea nivelului MRNA de eotaxin s CCR3. La acesti soareci
Tncrucisati cu soareci transgenici (care nu au celule T periferice) nu apar dermatite, ceea ce
demonstreaza caleziunile pielii sunt dependente de limfocitele T.

Dermatitele soarecilor Rel-B deficienti au numeroase similaritati cu dermatitele
atopice de la om, incluzénd infilatrate de T CD4+ si eozinofilein pieles Tn sange, cas IgE
crescute n ser. Deci, soareci Rel-B (-/-) ar putea fi un model de studiu a patogenezei acestor
afectiuni alergice comune laom (23).

Un aspect cheie al maturizarii celulelor dendritice este scaderea reglarii capacitatii de
procesare a Ag s suprareglarea capacitatii imunostimulatoare. Rel-B este puternic suprareglat
n timpul generarii celulelor dendritice imature s macrofagelor. Maturarea celulelor dendritice
indusa de citokine duce la o crestere a Rel-B nuclear, p50, p52.

Aceasta suprareglare a factorului NF-kB nu se coreleaza cu nivele mai scazute ale
inhibitorului citosolic al acestuia - IkappaB -. Tn schimb 1n celulele dendritice mature se
exprima puternic IkB cu Bcl-3 (24).

kB
(Inhibitor kappa B)

IkB-alfa este un reglator dual al factorului de transcriere Rel/NF-kappaB, care retine
inactivi n citoplasma, dimerii NF-kappaB carora le inhiba cuplarea la DNA s activitatile
transcriptional e intranucl eare.

S-au identificat domeniile discret functionale in 1kB-alfa responsabile de reglarea in
citoplasma s nucleu a c-Rel. Determinantele necesare pentru reglarea c-Rel in nucleu, s-au
cartat Tn domeniul central ankirin a IkB-alfa s in putini aminoacizi Tncarcati negativ din
regiunea C-terminal. Dimpotriva, secventele implicate in reglarea citoplasmatica a
reziduurilor c-Rel se gasesc in domeniul N-terminal, dar si in cel central ankirin al 1kB-alfa.

S-au demonstrat prin cartare, determinantele N-terminal ale IkB-alfa necesare reglarii
citoplasmatice a homodimerilor c-Rel. Astfel, aminoacizii 48-58 din p40/IkB-afa s-au
dovedit esentiali pentru a bloca localizarea nucleara a dimerilor c-Rel, definindu-se o regiune
a IkB-alfa, care poate fi reclamata pentru mascarea optima a c-Rel NLS sau pentru exportul
nuclear al complexului c-Rel/lkB-alfa. S-a demonstrat astfel, o noua functie a N-terminal al
IkB-alfain controlul localizarii subcelulare adimerilor Rel/NF-kappaB.

Data fiind implicarea activitatii dereglata a NF-kappaB Th tumorile hematopoietice si
solide se presupune aparitia alterarilor Tn acest domeniu a inhibitorului 1kB-alfa care ar putea
avea severe repercusiuni biologice (25).

Analiza cuplarii DNA a 3 diferiti NF-kB, homodimerii p50, p65 s heterodimerul



p50/p65 releva ca NF-kB p50/p65 se cupleaza la locul tinta kappaB DNA a enhancerului
Ig-kB cu o afinitate de aproximativ 10 nm.

Homodimerii p50 si p65 se cupleaza in acelasi loc cu aproximativ 5- Si respectiv 15
ori afinitate mai scazuta.

Natura izotermilor cuplati indica un mod de cooperare pentru toti cei 3 NF-kB catre
tinta DNA. S-a andlizat rolul pH si temperaturii asupra formarii complexului heterodimer
Ig-kB care cupleazalatinta DNA Ig-kB in functie de pH, cu cea mai Tnalta afinitate intre 7.0
s 7.5.

Sensibilitatea la mediul ionic s insensibilitatea |a temperatura arata ca heterodimerii
NF-kB p50/p65 formeaza complexe cu DNA specific intr-o maniera condusa entropic (26).

In celulele nestimulate, proteinele Rel/NF-kB sunt sechestrate in citoplasma de catre
proteinele inhibitorii kappaB (1kB).

Numerosi stimuli extracelulari precum TNF-alfa induc fosforilarea rapida a kB la
N-terminal a reziduurilor serina ducand la degradarea inhibitorilor astfel Tncét proteina
NF-kB se transloca in nucleu si activeaza expresia genel prin elemente de raspuns kappaB.
TNF-afa ca s dlti stimuli induce de asemenea fosforilarea proteinei NF-kB, a proteinei
RelA/p65 la serina 529, ceea ce creste activitatea transcriptionala a NF-kB asupra unor
reporteri exogeni adaugati. Cazeinkinasa 2 (CK 1) interactioneaza cu p65 in vivo iar in vitro
poate fosforila p65 la serina 529. Inhibitorul CK 11 (PD144795) inhibain vivo fosforilarea p65
indusa de TNF-alfa. De asemenea, asocierea |kappaB-afa-p65 CKII inhiba fosforilarea p65,
degradarea 1kB afa permitand enzimel sa fosforileze p65 pentru un potential crescut de
transactivare a NF-kappaB. Se explica astfel abilitatea CK1l de a modula cresterea celulara si
se prezinta un mecanism in care enzima aceasta poate functiona intr-o maniera inductibila
(27).

Activitatea factorilor de transcriere este modulata de PK ce raspund de semnal.
Factorii de transcriere Rel/NF-kB sunt reglati, cum s-a mentionat, de inhibitorii IkappaB a
caror fosforilare cauzeaza degradarea lor, rezulténd translocatia nucleara a NF-kB s activarea
genelor tinta.

O PK mamaliana de 66 kD cupleaza c-Rel murin atét in vitro cét s in vivo. Kinasa
are cel putin doua locuri de cuplare la c-Rel: un substrat specific- prolina directionat spre
serinaltreonina similar cu kinazele MAP si un domeniu specific fosforilat la C-terminal al
c-Rel murin lalocul consens ERK (receptorul kinazei externe)(28).

S-amentionat ca o functie majora a proteinel IkappaB este aceea de a retine proteina
Rel n citoplasma. Tn plus, se crede ca lkappaB detine si functii nucleare, respectiv mentinerea
transcrierii genei dependente de NF-kB inductibil, si finalizarea transcrierii inductibile.

Proteina 1kB-alfa circula intre nucleu s citoplasma utilizand receptorul nuclear de
export CRM 1. Secventa de export care cupleaza CRM1 s-aidentificat Tn domeniul N-terminal
a I
IkB-alfa, dar nuin a 1kB beta sau IkB-epsilon. Retentiain citoplasma a p65 (numitasi Rel A)
de catre IkB-afa este dependenta de CRM 1p.

In celulele mamaliene COS, inhibarea CRM1 de catre leptomicina B duce la
localizarea nucleara a p65 cotransfectat s a IkB-alfa si la relocalizarea nucleara amplificata a
p65 endogen in celule.

Se sugereaza ca functia principala a |kB-alfa este de export nuclear mai curand decat
de sechestrant citoplasmatic. Se sugereaza, de asemenea, ca nucleul este locul major a
asocierii p65-1kB-alfa, loc din care acest complex trebuie sa fie exportat pentru a creia fondul
citoplasmatic (29).



Factorii de transcriere ai familiei Rel/NF-kappaB sunt reglatori cheie ai raspunsului
imun/inflamator si intervin in proliferarea si supravietuirealimfocitelor si Th oncogeneza.

Corelatia absoluta dintre activitatile antiapoptotice si oncogeneza ale Rel/NF-kB si
oncoproteinele v-rel semnifica importanta antagonistilor mortii aflati sub control NF-kB.
Prosupravietuirea omologului Bcl-2 - Bfl-1(care se mai numeste s Al) este o tinta
transcriptionala directa a NF-kB ridicénd problema daca acest factor este un reglator specific
sau global al autoreglarii mortii Tn familia Bcl-2. NF-kB regleaza direct expresia inhibitorilor
mortii Bcl-2 s activeaza direct expresia Bel-x(L). Tn timp ce acesta din urma este supraactivat
semnificativ de catre c-Rel si Rel/A, Bcl-2 nu este supraactivat.

Stimulii care activeaza factorii NF-kB endogeni supraregleaza, de asemenea, expresia
genel bcl-x, efect antagonizat de un inhibitor a activitatii NF-kB. Expresia lui bcl-x
supreseaza apoptoza n prezenta sau absenta activitatii NF-kB. Analiza functionala a bcl-x
arata ca acesta este direct controlat de c-Rel.

n concluzie, NF-kB regleaza direct expresia factorilor prosupravietuitori distincti in
familia bcl-2, cum sunt Bcl-x(L) si BfI1/A1, ceea ce creaza posibilitatea ca unii dintre acesti
factori sa contribuie la oncogeneza asociati cu activitatea aberanta a Rel/NF-kB (30).

Mecanismele ce controleaza moartea programata a celulelor in timpul dezvoltarii
timpurii a limfocitelor B nu sunt deplin intelese. Membrii ambelor familii Bcl-2 legati de
apoptoza si factorii de transcriere ai familiel NF-kB sunt diferit exprimati in timpul dezvoltarii
limfocitelor B. Totusi, nu s-au constatat interactiuni directe intre aceste doua familii.

Linia FL5.12 este un model pentru dezvoltarea progenitorilor limfocitelor B (celule
reproductibile) care sufera moartea programata dupa adausul de IL-3. Semnalul de intrare in
calea apoptotica este mediat de raportul ratei Bcl-2/Bax, timp in care nivelul lui Bax raméane
constant, rata transcrierii mRNA bcl-2 stabila, iar nivelul proteinel scade. Promotorul  bcl-2
prezinta 3 locuri kappaB functionale cu abilitatea de a cupla factori kappaB din extractele
nucleare ale liniei FL5.12. NF-kB poate repera transcrierea bcl-2 mediind astfel moartea
programata a celulelor
pro-B, prin represia transcrierii genei de supravietuire bcl-2. Modificarea ratei bcl-2/bax se
face astfel Tn favoarea complexelor care promoteaza moartea celulara (31).

Tn celulele WEHI-231, tratamentul cu anti-1g duce |la scaderea activitatii de cuplare a
DNA de catre complexul proteic p50/c-Rel/p53 s, pe de alta parte, laamplificareatranzitiei in
activitatea de cuplare a DNA de catre proteina homodimerica p50. Ulterior, aceste celule
sufera apoptoza. Deoarece |-kappaB-afa joaca un rol pivotal Tn reglarea activitatii
c 0 m p I e X u I u i
Rel/NF-kB, s-a caracterizat natura si cinetica expresiel acestui inhibitor dupa apoptoza indusa
de anti-Ig in celulele WEHI-231. Tratarea acestora cu anti-lg conduce la scaderea nivelului
stabil al mRNA 1kB-alfa, dar amplifica stabilitatea lui IkB-alfa si prin aceasta, acumularea
inhibitorului 1kB-alfa atat Tn citoplasma cét s in nucleu. Concomitent cu cresterea expresiel
IkB-alfa se constata s un declin gradual in expresia nucleara a c-Rel. Avand in vedere ca
c-Rel intervine important in supravietuirea celulelor WEHI-231, se sugereaza ca reglarea
posttranscriptionala a 1kB-alfa ar putea contribui la apoptoza indusa de  anti-lg Tn aceste
celule (32).

Tn progenitorii limfocitelor B - model FL5.12 NF-kappa B are o functie apoptotica ca
raspuns la TNF-alfa, indepartarea citokinei inducand translocatia nucleara a NF-kappa B c-Rel
unde acesta este apoptotic. Inhibarea activarii NF-kB intérzie moartea programata a celulei
indusa de citokina, atat n celulele FL5.12 cét s In celulele B timpuriu transgenice. Tn plus,
micromediul medular reconstituit in vitro abroga modelul apoptotic diferit dintre control si



celulele B transgenice.

NF-kappaB protejeaza hepatocitel e de apoptozain timpul dezvoltarii embrionare s al
regenerarii ficatului. Activarea lui este mediata prin fosforilarea inhibitorului sau kB de catre
un complex format din doua kinaze; 1-kappaB kinaza-1 (IKK1) si I-kappaB kinaza-2 (IKK?2).
S-aandlizat rolul diferit a celor doua kinaze in activarea lui NF-kB din hepatocitele primare
de sobolan, activare mediata de TNF-alfas IL-1-beta. Inductia maxima a activitatii IKK apare
la’5 minute dupa tratamentul cu TNF-alfasi 1a 15 minute dupa tratamentul cu IL-1-beta. IKK
activate fosforileaza substratele GST-1-kappaB (1-54) st GST-p65 (354-551), dar nu substratul
GST-p65 (354-551) in care 0 serina afost substituita de alaninain pozitia 536.

Se conclude ca, IKK2 indeosebi este mediatorul principal pentru activarea NF-kB
indusa de citokine Tn hepatocitele primare pe care le protejeaza contra apoptozei indusa de
TNF-afa, in timp ce IKK1 nu este reclamata pentru activarea NF-kB (34).

REL/NF-kB in diferite patii

Artrita reumatoida este o afectiune complexa cu implicare Tn autoimunitatea
sistemica s in inflamatialocala. Inflamarea persistenta a membranel sinoviale din articulatii si
din tesuturile sinoviale invazive duce la distructia articulatiei. Boala se caracterizeaza prin
productia de mediatori inflamatori din care cel mai multi sunt reglati de factori de transcriere.
Rel/NF-kB este implicat Tn fiziologia normala, astfel cainhibitia lui globala poate contribui la
etiologia artritel reumatoide.

Pentru a se examinarolul direct a c-rel si p50 Tn modele de artrita inflamanta acuta
s cronica, s-au folosit soareci fara mutatii in c-rel sau in NF-kB. Astfel, soarecii c-rel (-/-)
s-au dovedit rezistenti la artritele induse de colagen, dar raspund normal Th modelul de artrita
distructiva acuta indusa de BSA/IL-1 metilat. Aceasta sugereaza ca c-rel este reclamata in
artrita sistemica s nu in cea locala. Dimpotriva, soarecii p5o0 (-/-) sunt refractari la artritele
cronica S acuta reiesind faptul ca aceasta proteina este esentiala pentru inflamarea locala a
articulatiei si implicit pentru distructia ei. Tn consecinta s-a propus ca subunitatile Rel/NF-kB
au roluri distincte Tn patogeneza artritelor inflamatorii, ceea ce explica blocada terapeutica
indusa de aceste subunitati n artritele reumatoide (35).

Inductia NF-kB DNA-binding de catre heterodimerul p65 (RelA)/p50 apare ca
raspuns la incubarea celulelor MonoMac 6 cu fluidul sinovial (20% Tn mediul de cultura) de
la 5 din 8 subiecti cu artrita reumatoida, 4 din 5 cu osteoartrita s de la nici unul din 3 cu
oligoartrita seronegativa nediferentiata.

Incubarea fluidului sinovial cu anticorpi neutralizanti anti-TNF-alfa, dar nu cu
anticorpi anti-IL-6 reduce semnificativ inductia activitatii de cuplare a p65/p50 in fluidul
sinovia delasubiectii cu artritareumatoida si osteoartrita.

In concluzie, activitatea biologica a TNF-alfa in fluidul sinovia de la pacientii cu
artritareumatoida si osteoartrita poate induce cuplarea p65/p50 NF-kB DNA n macrofage.

Independent de TNF-alfas de alte citokine, in fluidul sinovial este indus un complex
ce cupleaza NF-kB. Astfel mediatorii solubili din fluidul sinovial de la cel cu artrita
reumatoida si osteoartrita pot modula cuplarea proteinel nucleare lalocul de cuplare NF-kB Tn
macrofage intervenind Th expresia genel inflamatorii (36).

In artritele reumatoide efectul trombinei asupra activitatii NF-kB n proliferarea
celulelor sinoviae, este tranzitoriu prin cuplarea la DNA cu consecinte in degradarea lui
IkB-alfa, dar nu a lui 1kB-beta. Proliferarea celulelor sinoviale este stimulata in functie de



doza de trombina. Cinetica proliferarii celulelor sinoviale indusa de trombina este aproape
paralelacu ceaaactivarii NF-kB.

Complexele de cuplare la DNA induse de trombina sunt formate in principal din p65
s p50 rel s apartin familiei NF-kB. Inhibitorul PKC-calphostim C — represeaza activarea
NF-kB indusa de trombina s proliferareacelulelor sinoviae.

Tn concluzie, trombina stimuleaza proliferarea celulelor sinoviale implicand activarea
NF-kB, cel putin in parte, pe o cale mediata de PKC, indicand faptul ca trombinajoaca un rol
important Tn hiperplazia sinoviei Tn artrita reumatoida (37).

Proteinele Rel/NF-kB sunt implicate in limfogeneza s in rezistenta tumorilor
limfoide la inductia apoptozei. Alterarile structurale ale genelor NF-kB/rel, NF-kB2, c-rel si
bcl3 duc la cresterea activitatii NF-kB/rel. Tn LLC cu B s-a observat o puternica activitate de
cuplare constitutiva a NF-kB/rel care poate contribui la rezistenta contra drogurilor
citotoxice. Tn acest sens s-a studiat organizarea genomica a locusurilor celor 3 gene n 81
afectiuni limfoproliferative cu accent pe LLC cu B (n = 47).

Tn ciuda rolului NF-kB/rel Tn maturarea mieloida nu exista evidente privind aparitia
de rearanjamente ale NF-kB/rel Tn sindroamele cronice mieloproliferative. Pacientii (16) cu
asemenea sindroame NHL (limfom non-hodgkinian) ss MPS (sindrom mieloproliferativ) detin
o linie germinala n care au configurat cele 3 gene.

Alterarile structurale ale genelor NF-kB2, c-rel s bcl2 sunt evenimente rare care nu
contribuie la transformarea limfoida sau mieloida la majoritatea subiectilor cu NHL s MPS
(38).

Cum s-a mentionat, familia factorilor de crestere NF-kB/rel induce numeroase gene
implicate in raspunsul imun s inflamator. Folosirea unui model murin a inflamatiei
pulmonare indusa de aergeni s hiperactiunea cailor aeriene urmareste ideea daca c-rel
promoteaza astmul alergic.

S-a crezut ca c-rel care se exprima in celulele limfoide este foarte important pentru
activarea limfocitelor. Ca raspuns la sensibilizarea aergenica, soarecii c-rel (-/-) nu dezvolta
inflamatie pulmonara marcata iar in lavajul bronhiolar eozinofilele sau IgE serice totale nu
sunt crescute. Pe de alta parte, deficientain c-rel previne inductia hiperactivarii cailor aeriene.

Soarecii de tip-sabatic tratati cu alergeni releva cuplarea DNA la locusul consens
din NF-kB.

Expresia chemokinei MCP-1 este alterata la soarecii c-Rel (-/-) tratati cu alergeni.
La acesti soareci, chemokina care este reglata de NF-kB scade fata de soarecii tip-salbatic
tratati cu alergeni. Cresterea factorilor de transcriere NF-kB/rel dupa aplicarea aergenilor la
soareci detip-salbatic s scadereareactiei laaergeni lacel deficienti in c-rel sugereaza ca c-rel
promoteaza inflamarea alergica.

Alterarea expresiei chemokinei pulmonare MCP-1 |la soarecii c-rel (-/-) poate inhiba
inflamatia pulmonara si hiperreactivitatea cailor aeriene indusa de alergeni (39).

Yersinia enterocolitica enteropatogena este o bacterie tinta pentru producerea
chemokinel IL-8 proinflamatorie, o importanta chemokina pentru recrutarea leucocitelor
polimorfonucleare (PMN). Bacteria este rezistenta la fagocitarea de catre PMN, s de
asemenea, este importanta pentru recrutarea acestora fiind parte a strategiel el patogenice .

Aminoacizii carboxil-terminal 195 ai proteinei de membrana legati la paturi de latex
sunt suficienti pentru a determina productia de IL-8. S-a identificat regiunea optima a
raspunsului promotorului IL-8 la invazia bacteriana s la elementele de control ce raspund la
aceasta. Activarea promotorului IL-8 indusa de invazia bacteriana este mediata de elemente
identificate ca fiind NF-kB. La locul NF-kB cupleaza preferential homodimerii Rel p65-p65,



dar si unii heterodimeri p50-p65 ca raspuns la stimulul bacterian.

Activarea indusa de invazie se coreleaza cu degradarea |kappaB-alfa s cu inhibarea
NF-kB de catre inhibitorii specifici ai activarii, care blocheaza secretia|L-8 indusa de invazie.
Aceasta nu depinde insa, de preluarea bacteriei s este independenta de kinaza P13
functionala

Se descriu Tn premiera bazele moleculare ale productiel IL-8 determinata de bacteria
enteropatogena. Infectia poate avea implicatii pentru desemnarea unel noi terapii directionata
contra acestui enteropatogen (40).

Factorul de transcriere NF-kB de |a vertebrate este indus de peste 150 diferiti stimuli.
In stare activa el participa la controlul transcrierii a peste 150 gene tinta. O larga varietate de
bacterii s virusuri activeaza NF-kB S deoarece acesta regleaza expresia citokinelor
inflamatorii, chemokinelor imunoreceptorilor si moleculelor de adeziune celulara, este numit
“mediator central a raspunsului imun uman”. Tn plus, activarea lui blocheaza apoptoza in
céatevatipuri celulare. Asocierea raspunsului la stres cu caile antiapoptotice prin folosirea unui
factor de transcriere comun, poate duce la supravietuirea indelunga a celulelor, dupa stres
(41).

La mamifere, proteina Rel/NF-kappaB reprezinta o mica familie de factori
transcriptionali care servesc ca reglatori pivotali ai raspunsului imun, inflamator s de faza
acuta. Caile ce duc la activare converg catre un complex molecular citoplasmatic unic ce
reuneste céteva kinaze s molecule reglatoare.

Experimentele de tintire a genelor au identificat noi roluri pentru NF-kB in
dezvoltarea si maturarea precursorilor hematopoietici ca si in functia celulelor mature din
sistemul imunitar. Astfel sunt: reglarea ciclului celular, controlul supravietuirii celulelor s
legaturaintre sistemul imunitar Tnnascut si adaptativ.

Disturbarea functiel Rel/NF-kB este asociata cu variate patologii printre care bolile
inflamatorii cronice si neoplazice ofera o baza pentru strategiile terapeutice ale acestora (42).

Rel/NF-kB
(Summary)

Rel/NF-kB is a family of transcription factors proteins which acts on numerous genes implicated in
organism defence. The viral partner of c-Rel protooncogene is v-Rel, which produces activ reticuloendoteliosis,
leukemias and lymphomas. RelA(p65), one of dimeric constituent of NF-kB, is complexed with RelB (p50),
complex which isbloked in cytoplasm by inhibitory protein IkB. After IkB degradation, NF-kB entersin nucleus
where it acts on target genes.

Rel/NF-kB has antiapoptotic functions in relationships with BCL family proteins. The genes or
proteins NF-kB alterations may disturb cellular cycle, the situations in which appear different diseases like
arthritis, inflamations, immunodeficiency or heoplasms.
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GENA EWS
(Sarcomul EWING)

Oncoproteina EWS este caracteristica celulelor tumorale ale sarcomului Ewing - 0
tumora maligna cu structura polimorfa-. Tn multe cazuri de cancer, rearanjarea cromosomilor
specifici tumorali induce aparitia de produse himerice care au abilitatea de a transforma
celulele.

Tumorile care apartin familiel Ewing prezinta translocatii recurente constand in
fuziunea genei EWS din cromosomul 22q 12 cu diferiti membrii ai factorilor de transcriere
FLI-1, ERG, ETV-1, E1AF s FEV. Unii din acesti factori sunt membrii s ai familiei ETS.
Transcriptele hibrid cele mai frecvente in celulele tumorale Ewing sunt: EWS/FLI-1. Aceasta
gena de fuziune rezultata din translocatia t(11;22) joaca un rol cheie in patogeneza sarcomului
Ewing.

Transcripte hibrid s-au detectat si in celulele tumorale gigante dintr-un neoplasm de
0s, cu caracter intermediar Tntre leziunile benigne si maligne. Tn 13 din 15 cazuri de asemenea
tumori cu celule gigante, prin tehnica PCR “semi-nested” s-au detectat produse himerice dupa
doua cicluri de amplificare. Prezenta acestor produse a fost confirmata in 3 din 8 culturi
primare din aceste tumori, in care s-a detectat acelasi tip de transcripte hibrid observata s in
proba de tumori primare. Secventierea acestor transcripte demonstreaza prezenta
componentelor EWS si FLI Tn produsele himerice.

Aspectele mentionate mai sus ofera un model de studiu pentru mecanismele formarii
genelor de fuziune EWS/FLI in tumorile de origine mezenchimala (1). Gena de fuziune
EWS/FLI poate functiona ca un factor de transcriere cu aceeasi specificitate de cuplare la
DNA cas FLI-1. Atdt EWS cét si gena de fuziune se pot asocia cu holoenzima polimeraza
RNA 11, casi cu SF-1 (factor de procesare esential).

Proteina U1C, una din cele trei proteine mici nucleare Ul,- specifice
ribonucleoproteinelor interactioneaza cu EWS s EWS/FLI, atét in vitro ca s in vivo. De
asemenea, U1C interactioneaza s cu alti factori de procesare, intervenind astfel in stadiile
timpurii ale dezvoltarii. Coexpresia EWS/FLI1-U1C represeaza transactivarea mediata de gena
hibrid sugerand ca aceasta interactiune poate avea semnificatii functionale. De aici concluzia
caU1C ca proteina de procesare poate functiona si n reglarea transcriptionala. Se sugereaza
astfel ca, gena EWS si gena hibrid EWS/FLI pot functiona atét Tn procesele de transcriere cat
S n cele posttranscriptionale (2).

Familia tumorilor sarcomului Ewing include si tumora neuroectodermica periferica,
definita genetic prin translocatii cromosomiale specifice care conduc la fuziunea genel EWS
cu un membru a familiei genelor de transcriere ETS cum este FLI-1 (90-95%) sau ERG
(5-10%). Tipul cel mai comun al transcrierii prin fuziune este tipul 1 EWS/FLI -1 care este
asociat cu o prognoza favorabila, deoarece codifica un activator functiona mai dab
comparativ cu ate tipuri de fuziune. Indexul proliferarii Ki-67 este ma Tnalt in cazul
EWS/ERG decét in cazul EWS/FLI-1 (3).

Trandocatia t(11;22) (924;912) este un marker molecular specific pentru tumorile
familiei sarcomului Ewing. Pe baza acestei translocatii se presupune ca unele neuroblastoame
olfactive apartin, de asemenea, acestei familii. Totusi, din 13 asemenea tumori numai una a
prezentat gena de fuziune EWS/FLI-1 (4).

Rearanjarea genei EWS cu FLI-1 apare timpuriu in patogeneza tumorilor din familia
sarcomului Ewing, deoarece aberatia cromosomiala este patognomica pentru sarcomul Ewing.
Proteina adenovirala Ad.5 E1A induce acest rearanjament Th numeroase tipuri celulare, ceea



ce sugereaza un rol etiologic al agentilor virali in generarea aberatiillor cromosomiale
oncogenice, dar Th acelasi timp, poate avea un impact semnificativ pentru folosirea vectorilor
adenovirali n terapia genica. Pe de dta parte, se arata absenta produselor himerice
EWS-FLI-1 din culturi pe termen scurt sau lung de linii stabil trnsformate de adenovirus, cas
din liniile care exprima tranzitoriu E1A. Se demonstreaza s absenta lui E1A din tumorile
familiei sarcomului Ewing. De aici, concluzia ca adenovirusul nu intervine in patogeneza
acestel tumori s deci, rearanjarea genelor specific tumorale nu este influentata de adenovirus

(5).

O dlta trandocatie t(12;22) constatata frecvent in sarcomul cu celule clare induce
fuzionarea genel pentru proteina sarcomului Ewing cu factorul activator a transcrierii
(ATF-1). Experimentele cu anticorpi anti-ATF-1 arata ca proteina de fuziune EWS/ATF-1 are
un rol direct Tn mentinerea viabilitatii celulelor acestui tip de sarcom si, de asemenea, ca
anticorpii ar puteafi folositi pentru blocarea proteinei tumorale (6).

Oncoproteina celulara a sarcomului Ewing (EWS) st ATF sunt markeri tnalt specifici
pentru melanomul malign a structurilor moi, fiind in acelas timp un potent activator al
catorva promotori ce induc CAMP, asa cum este promotorul somatostatin. S-a explorat n
celulele melanomului potentialul acestui promotor asupra expresiel toxice a genelor. Cand in
aceste celule se introduce gena de fuziune somatostatin-TK HSV, aceasta le confera o
puternica sensibilitate specifica celulei, la ganciclovir —un prodrog citotoxic-. Aceasta
sensibilitate presupune prezenta locului ATF-binding in promotorul somatostatin sugerand
ca expresia genei toxice este cauzata de hibridul EWS/ATF-1. Astfel se releva potentialul de
utilizare a promotorului somatostatin pentru terapia citotoxica a prodrogului in celulele
melanomului malign (7).

Prezenta unor domenii SH3 de interactiune in terminusul NH2 al EWS creste
potentialul hibridului EWS/WT-1 (WT-1 este 0 gena supresoare de tumori). Se constata ca
EWS/WT-1 se poate asocia cu domeniul SH3 a cétorva proteine inclusiv v-src. Expresia
ectopica a v-src fosforileaza in vivo EWS/WT-1 s amplifica abilitatea de transactivare a
domeniului NH2-terminal EWS. Alterarea structurii domeniilor v-src SH2 sau SH3 produce
mutante care nu pot interactiona cu EWS/WT-1 s nici nu pot creste capacitatea
transcriptionalaa EWS.

Se sugereaza posibilitatea ca unele proprietati transcriptionale ale EWS/WT-1 ar
putea fi reglate pe o cale de semnalizare citoplasmatica. In vivo EWS/WT-1 este fosforilata la
reziduurile serina s tirozina, ceea ce afecteaza cuplarea la DNA. Poate, de asemenea,
interactiona cu c-abl prin modificarea unor reziduuri de tirozina. Fosforilarea tirozinei
EWS/WT-1 de catre c-abl regleaza negativ capacitatea sa de cuplare la DNA. Prin urmare,
activitatea biologicaa EWS/WT-1 este intim legata de statutul fosforilarii sale (8, 9).

Tot mai frecvent se constataca diferite clase de proteinecare cu pleazala DNA, asa
cum sunt ATF-1, WT-1 s CHORP, fuzioneaza cu EWS in diferite fenotipuri tumorale. Astfel,
S-a detectat 0 nouatranglocatie si anume translocatia t(1;22) ( 935.1;912) cu gena numita ZSG
(Zinc finger Sarcoma Gene) ce codifica proteina Zinc-finger- Cys2-His-2- care contine un
domeniu transcriptional represor-like la N-terminus. Rearanjareaimplicaintronul 8 al EWS s
exonul 1 al ZSG creind o secventa lineara ce contine domeniul transactivator al EWS fuzionat
cu domeniul Zinc-finger al ZSG. Acestui produs i lipseste domeniul represor transcriptional
laN-terminus al ZSG (10).

S-ademonstrat experimental actiunea proteinelor de fuziune EWS cu un produs ETS.
In vitro, liniile policlonale stabilizate exprima doua diferite gene EWS-ETS; fie EWS/FLI-1,
fie EWSIETV-1, care induc expresia genei citocheratinei 15. Injectate la soarecii



SCID-CB-17, ambele gene de fuziune induc s schimbari morfologice, histologice s
ultrastructurale Tn fibroblastele NIH 3T3. Celulele native cu morfologie fusiforma se
transforma in celule poligonale cu rata N/P Tnalta si care exprima abundent citocheratina
Acest model murin creiat in celulele NIH 3T3 derivate din mezenchim releva noi caractere
ale diferentierii neuroectodermale s epitelidle (11). Se apreciaza astfel ca, trandocatiile
cromosomiale specifice sarcomului Ewing induc fuzionarea genei EWS cu un subset a
membrilor familiei factorilor de transcriere ETS, cea mai comuna fiind gena FLI-1 s mal
putin frecvent, genele ERG, ETV-1, E1A-F sau FEV. Aceste proteine de fuziune se crede ca
actioneaza ca factori de transcriere aberanti ce cupleaza la DNA prin domeniile de cuplare la
DNA-ETS.

Recent s-a relatat ca TGF-beta RIl, 0 gena supresoare de tumori, este o tinta a
proteinel de fuziune EWS/FLI-1. Anadliza efectelor proteinelor fuzionate EWS-ETV-1 s
EWS-ERG asupra expresiei genel TGF-beta RIl arata ca in celulele NIH 3T3 exista nivele
scazute de MRNA si proteina ale acestei gene, cade atfel s inliniile celulare cu sensibilitate
redusa la TGF-beta. Aceste gene de fuziune supreseaza promotorul TGF-beta RIl s
activitatea indusa de FLI-1, ERG sau ETV-1. Represia transcriptionala a genei TGF-beta RI|
reprezinta o tinta importanta a oncogenelor EWS/FLI-1, EWS-ERG sau EWS-ETV-1 s deci,
fuziunea proteinelor EWS-ETS poate functiona ca forma dominant negativa a factorilor de
transcriere ets (12).

Tumorile Ewing sunt malignitati umane primare ale tesuturilor dure (0s) s moi,
caracterizate la cel putin 95% din cazuri, prin transcripte specifice de fuziune cu origineain
tranglocatiile cromosomiale recurente. Protocolul clinic pentru tumorile Ewing cu Tnalt risc de
metastazare include chemoterapia si radioterapia cu doze nalte, urmate de reinfuzia cu celule
stem din sangele periferic (PBSC).

EWS

Sarcoma Ewing
(Summary)

Oncoproteins which are considered to induce Ewing sarcoma are produced by Ews fused with ETS
family genes after cromosomial translocations. The most frequent fusion in Ewing sarcom is EWS/FLI-1, which
appears after t(11;22). Also, there are chimeric products with transforming potential after fusion of EWS gene
with ERG, ETV-1, and ATF-1.The combined proteins act on some targets, e.0.TGF-beta R which belive to be a
tumoral represor.
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PROTOONCOGENA C-MAF

Protooncogena c-maf codifica un factor de transcriere specific limfocitelor T helper
linia Th2 activand in vitro promotorul genel IL-4. In vivo hiperexpresia c-maf promoteaza
aceeas linie Th2 careia i determina productii crescute de citokine Th2 si de imunoglobuline
IgG1 s IgE dependent de IL-4. Hiperexpresia acestor Ig-uri la soarecii transgenici CD4 cu
promotor / c-maf este dependenta de IL-4, ceea ce nu se constata la animalele deficiente Tn
IL-4 (-/-). Expresia ectopica a c-maf in celulele Th1l mature nu le confera acestora abilitatea de
a produce IL-4, dar induce in schimb, scaderea productiei de IFN-gamma. Se sugereaza astfel
ca, c-maf promoteaza diferentierea limfocitelor Th2 prin mecanisme dependente de IL-4 s, de
asemenea, ca atenueaza diferentierea limfocitelor Thl prin mecanisme independente de
citokinele elaborate de celulele Th2 (1).

In celulele tip Th2 care produc IL-4, aceasta interleukina promoteaza diferentierea
limfocitelor T CD4 + naive. Exista date care sustin ideea ca factorul de transcriere c-maf
directioneaza expresia tesut-specifica a IL-4. Astfel s-a elucidat rolul lui c-maf in vivo prin
examinarea productiei de citokine la soarecii c-maf (-/-). La aceste animale, limfocitele T
CD4 + s limfocitele T-NK sunt marcat deficitare in productiade IL-4. Totusi, soarecii produc
nivele normale de IL-13 si IgE, iar cand limfocitele T c-maf (-/-) se diferentiaza in prezenta
IL-4 exogena, ele produc nivele aproximativ normale de alte citokine tipTh2. Se sustine ca
c-maf in vivo exercita o functie criticasi selectivain transcriptiagenei IL-4 (2).

Tnca nu sunt deplin elucidate mecanismele trnscriptionale care conduc la orientarea
progenitorilor CFU-MG catre diferentierea in liniile celulare respective (granulocite sau
monocite).

S-a demonstrat ca factorii de transcriere c-maf si c-myb interactioneaza fizic in
celulele mieloide pentru a forma complexe care transactiveaza genele tinta c-myb prin
cuplarea directa la locurile myb. Aceste complexe apar intr-un model reglat in timpul
dezvoltarii cu “varful” in stadiul de promielocit, sau in sistemul model celular prezent imediat
dupa inductia diferentierii monocitelor. Nivele ridicate de proteina c-Maf duc la cresteri
marcate a complexelor myb-maf s, de asemenea, l|a acumularea celulelor monocite
/macrofage urmata de o eventuala apoptoza. Analiza tintelor care ar putea media aceste
schimbari fenotipice arata ca c-maf joaca un rol chele Tn dezvoltarea celulelor mieloide,
printr-un mecanism dual (3).

Pentru a e€elucida efectele proteinelor Maf asupra transactivarii  genelor
specific-mieloide Tn celulele mieloide, s-atestat abilitatea protooncogenel c-maf de ainfluenta
transcrierea genel reporter CD13/APN dependenta de ets-1 s myb. Expresia lui c-maf in
mieloblastele imature umane inhiba Tn proportie de 85-95% activitatea genei reporter si
reclama cuplarea ets s c-myb, dar nu alui maf. Inhibarea cu c-maf a expresiei CD13/APN se
coreleaza cu abilitatea sa de a se asociafizic cu c-myb.

In timp ce nivelele mMRNA c-maf s ale proteing raman constante Tn timpul
diferentierii mieloide, formarea complexelor myb —maf este reglata de nivelele cele mai inalte
in timpul dezvoltarii linilor mieloide imature si de nivelele marcat scazute in liniile térzii.
Astfel expresia genei CD13/APN sugereaza ca modularea actvitatii c-myb via c-maf poate fi
un mecanism important in controlul transcrierii genel in timpul dezvoltarii celulelor
hemopoietice (4).

Factori de transcriere precum Pax6, Sox1 si L-maf regleaza dezvoltarea cristalinului.



Soarecii c-maf (-/-) sunt microftalmici datorita defectelor cristalinului manifestate in special
prin alungirea insuficienta a “fibrelor “(celule foarte alungite cu aspect de fibra) sale
posterioare. Afectarea marcata a expresiel genei cristalinului se explica prin inabilitatea
proteinel c-Maf de a transactiva promotorul acestei gene. De aici concluzia ca c-maf este
reclamata pentru diferentierea cristalinului vertabratelor (5).

S-au studiat transcriptele maf-1 si maf-2 in crstalinul de sobolan in zilelea 13-as a
16-a de dezvoltare embrionara (E13 si E16) prin hibridizare in situ folosindu-se probe de
RNA unicatenar. Proteinele codificate de gena maf- 2 s-au studiat imunohistochimic n
cristalinele embrionare (E12, E13, E16 si E19) s In cele postnatale (P14 si P90). Tn epiteliul
cristalinelor embrionare s-a detectat mMRNA maf-1 iar Tn “fibrele” cristalinelor, un MRNA
maf-2 distribuit difuz. Tot imunohistochimic s-a detectat maf-2 in aproape toti nucleii
celulelor “pit” ale cristalinelor din ziuaa 12-a. In zilele E13, E16 si E19 celulele epiteliale nu
sunt totusi imunoreactive dar nucleii “fibrelor” reactioneaza puternic. Tn ziua P14 nucleii
contin proteina Maf-2 in celulele ecuatorului cristalinului, Tnsala animalele cu varstade 3 luni
proteinanu mai este detectabila.

Tn cristalinul sobolanilor, antiserul anti-Maf-2 reactioneaza cu o singura proteina de
aproximativ 39 kDa, demonstrandu-se astfel reglarea spatiala si temporala a expresiel genei
maf S participarea acesteia la reglarea transcriptionala in timpul dezvoltarii cristalinului la
aceste animale (6).

Dereglarea oncogenelor prin translocatia la un locus IgH (14 932 ) sau IgL (kappa, 2
pllsau lambda 22 gl1) este frecventa in patogeneza tumorilor cu limfocite B. Transocatia
implica un locus IgH s locuri cromosomiae Tntdmplatoare care apar in maoritatea
mieloamelor multiple. Analiza a 21 mieloame multiple releva prezenta unei noi translocatii
cariotipic silentioasa t (14; 16) (g32.3; g23) in cinci linii celulare cu punctele de rupere in
cazul a 4 din aceste linii dispersate pe o0 regiune centromerica de aproximativ 500 kb catre
protooncogena c-maf 1a 16 g23. Cedlaltalinie (a5-a) arata trandocatiat (16; 22) (g23; gl11)
cu punctul de rupere telomeric la c-maf, asa incat punctele de rupere in trandocatiile din
aceste 5 linii de mielom multiplu sunt in c-maf. De asemenea, numa aceste 5 linii
hiperexprima mMRNA c-maf. Dereglarea lui c-maf prin translocatie reprezinta expresia
selectiva a unei alele c-maf in doua linii cu tanslocatii. Mielomul multiplu este prima tumora
umanain care factorul de transcriptie bazic zipper c-maf functioneaza ca o oncogena (7).

PROTOONCOGENA c-MAF
(Summary)

Overexpression of c-maf gene induces Th lymphocytes Th2-type to synthesize cytokines typical for
thisline, among which IL-4 is dominant one. So, in consequence, there are increased productions of 1gG1 and
IgE. The Maf protein acts in complex with Myb protein and this complex induces monocytic differentiation. The
protooncogenes maf-1 and maf-2 are implicated in regulation of mammalian lens development. On the other
hand, the trandocations in c-maf gene of B lymphocytes suggest, for first time, their intervention in multiple
myelomainduction.
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GENA PAX
(Familia genelor “PAIRED BOX")

Genele Pax codifica o familie de factori de transcriere din care multi au rol
determinant Tn dezvoltarea animalelor. S-a caracterizat complementul genei Pax a coralului
Acropora millepora, un cnidar anthozoar care ocupa o pozitie cheie in evolutia lumii animale,
Astfel, la Acropora m. au fost identificate 4 gene Pax, Pax-Aam s Pax-Bam care corespund
genelor identificate la ati cnidari s Pax-Cam s Pax-Dam unice pentru aceasta specie.
Pax-Aam poate corespunde cu Pax-neuro de la Drosophila, iar Pax-Bam apartine indubitabil
clasal Pax-2, 5, 8.

Domeniul Paired Pax-Bam cupleaza specific s preferential la locurile Pax-2, 5, 8.
Pax-Cam poate corespunde genel Pax de la vertebratele ancestrale si foarte mult seamana cu
Pax-6. Analiza structurii genomice a fiecarel gene Pax de la Acropora m. arata ca unele locuri
procesate sunt plasate intre genele coralilor s intre acestea si genele Pax de la metazoarele
triploblastice. Aceste date sustin monofiliafamiliel Pax indicandu-le originea ancestrala (1).

Gena Pax-6 este un alt membru al familiel genelor ce contin “paired box” (Pax), gena
ce codifica un activator transcriptional cu rol important in dezvoltarea sistemului nervos
central (SNC). Diferentierea timpurie a SNC s neuroplasticitatea acestuia la adult sunt
modulate de Pax-6. Ripitul functional inalt polimorfic AC/AG din regiunea 5’ reglatoare a
genel Pax-6 , Tn cazul in care contine 29 sau mai multe ripituri, arata activitate semnificativ
crescuta a promotorului, iar genotipul heterozigot releva nivele crescute de mRNA Pax-6 in
tesutul cerebral uman. Variatia lungimii segmentului promotor reglator al genei Pax-6
(regiunea polimorfa Pax-6 LPR, Pax-6 gene-linked) confera susceptibilitate la epileptogeneza
subtipurilor de epilepsie idiopatica generalizata (IGE). Totus, distributia lui Pax-6 LPR nu
difera semnificativ Tntre control s subiectii cu IGE; astfel nu se probeaza variatia lungimii
secventelor polimorfe din Pax-6 LPR Tn patogenia subtipurilor de IGE (2, 3).

n dezvoltarea creierului soarecilor s-a demonstrat ca dupa structurarea in ziua a 15-a
(E15) acircuitului neuronal major hipocampo-mamilar, in zilelea 17-asi a18-a(E17, E18) se
formeaza tractusul mamilo-tegmentar pentru ca in ziua a 20-a (E20) circuitul neurona sa
atinga si talamusul. Daca gena Pax-6 este mutanta, tractusul mamilo-tegmentar se dezvolta,
dar nu s cel mamilo-talamic. Anticorpi anti-Pax-6 administrati soarecilor tip-salbatic induc
un cluster de celule imunoreactive in jurul punctului de bifurcatie a principalului tract
mamilar, agregat celular care poate stopa formarea normala a tractusurilor eferente ale
corpilor mamilari (4). Reactivitatea lui Pax se constanta exclusiv in zona ventriculilor
telencefalului Tn timpul perioadei fetale la soarecii normali . Gena are rol crucial in formarea
cortexului cerebral intervenind Tn diferentierea si migrarea neuronilor (5).

Gena Pax-6 induce si dezvoltarea ectopica a ochilor sugerandu-se ca ar fi 0 gena
master de control a morfogenezei acestora. Se presupune ca variatele tipuri de ochi din lumea
animala ar deriva dintr-un prototip comun monofiletic, printr-un mecanism numit evolutie
intercelulara (6). Gena este astfel un factor de transcriere reglator, secvential-specific al
multor gene ale cristalinului, care contin box TATA. Gena Pax-6 poate interactiona cu
proteine care cupleaza TATA, proteine ce sunt subunitati ce cupleaza DNA. De asemenea,
gena Pax-6 interactioneaza si cu proteina Rb prin domeniul sau homeo (homeo-domain). Tn
extractele din nucleul celulelor cristalinului exista dovada existentel Rb/Pax-6 si astfel, gena
detine pe langa domeniul “paired” si un homeo-domeniu. Se conclude ca, Pax-6 cu proteina
Rb intervine pe caile reglatoare ce controleaza diviziunea celulelor epiteliale ae cristalinului



(fibriforme), exprimandu-se Tn timpul dezvoltarii acestuia (7).

Cum mentionam, Pax-6 este un reglator cheie Tn dezvoltarea ochiului; ea codifica
doua tipuri majore de proteine care diferain structura domeniului paired, Pax-6 si Pax-6 (5a).
Cresterea ratei Pax-6 (5a)/Pax-6 induce multiple defecte oculare la om. Hiperexpresia
proteinel Pax-6 (5a) umana introdusa in cristalinul soarecilor transgenici duce la aparitia
cataractei, ca anomalie in formarea celulelor fibriforme inclusiv ale capsulei cristalinului, ca
s n relatiile intercelulare. Tn acelasi timp nsa, structura scheletului de actina este normala.
S-a masurat n cristalinele soarecilor transgenici cu cataracta, capacitatea de reglare directa a
proteinelor trunchiate Pax-6 si Pax-6 (5a) s abilitatea lor de cuplare la DNA integrinelor,
constatandu-se prezenta bateriilor de gene reglate direct sau indirect (8).

Liniile de soareci PD (cu Pax-5 trunchiata, lipsita de C-terminus, respectiv domeniul
paired) plus HD (homeo-domeniu) exprima cataracte de variata severitate in partea
posterioara nucleara si/sau corticala a cristalinului. La soarecii transgenici cu oricare din gena
Pax-6 trunchiata cristalinele sunt mai mici s mai hidratate decét cele normale. Se conclude ca
prezenta proteinei Pax-6 trunchiata in cristalin este suficienta pentru a induce cataracte intr-un
mediu genetic tip- salbatec —desi sunt si alte numeroase mecanisme posibile (9).

Dupa lentectomie se constata existenta unei regiuni mai extinsa decét cea care
regenereaza cristalinul ochiului de la Cynops sau Xenopus in care gena Pax-6 se exprima
dominant. Dupa exprimarea acesteia urmeaza exprimarea genei Prox-1, in regiunea de
regenerare a lentilei. Se presupune ca acelasi program ar exista si in constituirea lentilei
embrionului. Duparegenerare, expresia Pax-6 se restrénge in regiunea dorsala (10).

La pui Pax-6 se exprima in zilele 3, 10, 17 ale dezvoltarii embrionare si la nivelul
paturilor celulelor ganglionare s amacrine ale retingl si la 2-3 luni dupa eclozare. Pax-6 apare
odata cu proliferarea diferitelor tipuri celulare din stratul ganglionar si nuclear intern dar isi
exprima potentialul pe o perioada extinsain retina puilor de 2-3 luni dupa eclozare (11).

Se apreciaza ca Pax-6 se exprimasi in timpul regenerarii retinel la adultul de Cynops.
Tntr-o retina normala, gena actioneaza in zona marginala ciliara, partea interna a paturii
nucleare interne si in stratul ganglionar .

Dupa indepartarea chirurgicala a retinei vizuale, celulele epiteliului pigmentar- sursa
celulelor precursoare retiniene, celule care prolifereaza — regenereaza o retina deplin
functionala. La nceputul regenerarii retinei Pax-6 se exprima in toate celulele precursoare. Tn
acest stadiu expresia Pax-6 este localizata intr-o banda de celule de-a lungul marginii vitreale
a retingl regenerate. Tn stadiul tarziu a regenerarii, cand straturile s-au constituit, modelul
expresiei Pax-6 devine similar cu cel a retinei normale (12).

Deci, gena Pax-6 codifica un reglator transcriptional implicat in dezvoltarea ochilor.
Tn neuroretina, gena prezinta un promotor Po si P1, fiind reglata de un enhancer intragenic
specific neuroretinei. Factorul Brn-36 care se exprima in variate regiuni ae creierului s
retinel, interactioneaza cu enhancerul Pax-6, activand aceasta genain celulele neuroretine.

Se apreciaza astfel ca, activitatea genei Pax-6 este posibila numai Tn urma activarii de
catre factorul de transcriere Brn-36 (13).

Factorii de transcriere Pax-4 si Pax-6 sunt reglatori cheie implicati in dezvoltarea s
diferentierea celulelor pancreatice. La soareci clonarea genei Pax-4 a evidentiat prezenta a 10
exoni. Experimentele demonstreaza insa ca, in ciuda similaritatilor celor doua gene ele nu se
pot substitui una pe atain tesuturile unde actioneaza.

Se crede ca Pax-4 poate actiona ca un factor “supresor” a lui Pax-6 datorita
competitiei pentru locurile de cuplare si datorita potentialului transcriptional mai scazut (14).

In insulele pancreatice s-a detectat expresia genei Pax-2 gena prezenta in doua



izoforme procesate aternativ, Pax-2A s Pax-2B. Pax-2 cu “paired-domain” din pancreasul
endocrin ar interveni Tn reglarea expresiei genei glucagonului(15).

Tn concluzie, genele Pax codifica o familie de factori de transcriere Tnalt conservati,
cu rol cheie in reglarea dezvoltarii vertebratelor. Mutatiile Tn Pax-6 induc defecte oculare la
muste, soareci Si om, iar expresia sa ectopica poate determina aparitia ochilor ectopici
compusi. De asemenea, mutatiile Tn alte gene Pax pot determina la muste insuficienta in
diferentiere. Astfel, genele Pax-1 cauzeaza defecte ale scheletului, Pax-2 — defecte renale,
Pax-3 sau Pax-7 defectiuni Tn crestele neurale, Pax-4 defecte ale celulelor pancreatice beta,
Pax-5 — defecte ale celulelor B, Pax-8 defecte ale tiroidel iar Pax-9 disturba structurarea
dintilor.

Desi genele clasei Pax sunt reclamate pentru diferentierea normala a unor organe la
vertebrate,ele nu directionaza dezvoltarea acestora.

Pax-8 are totusi un rol Tn formarea rinichilor pronefrotici embrionari la Xenopus, dar
pentu aceasta gena reclama cofactori din care unul poate fi factorul de transcriere homeobox
X lim-1. Expresia ectopica a fiecarel gene in parte are efect moderat Tn modelarea
pronefrosului, Tn timp ce coexpresia Pax-8-lim-1 duce la dezvoltarearinichiului de 5 ori mai
rapida. Acest efect este mai curand sinergic decét aditiv. Deci, Pax-8 cu lim-1 actioneaza
ntr-o treapta timpurie in constituirea primordiului pronefrosului pentru ca ulterior dezvoltarea
acestuia sa fie sustinuta de Pax-2 cu lim-1 (16).

Gena PAX
(Summary)

Pax-6 gene point out some considerable roles among its intervention in central nervous system
regarding neurons' migration in the time of cerebral cortex formation and also in epilepsy. Another essential
regulator role is in the eye morphogenesis and evolution, because its ateration leads to abnormally lens
development and finally, to cataracte apparition. The gene intervenes in the formation and regeneration of
neuroretine and also in embryonic kidney development. The Pax-6 gene can acts synergic or in competition with
Pax-4 gene.

The transcriptional factors of Pax genes family were discovered in lower Methazoas, the reason for
they are considered ancestral genes, indispensable for animal devel opment.
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PU.1/SPI-1

Factorul de transcriere PU.1 din familia ets este reclamat in dezvoltarea
progenitorillor mieloizi si limfoizi.

Procesele prin care celulele hematopoietice multipotente disting factorul de
transcriere specific PU.1 (cunoscut si ca SPI-1) st GATA-1 conduc la dezvoltarea unor linii
mieloide (1, 2).

PU.1 este factorul care regleaza expresia multor gene importante in celulele mieloide
s limfoide, cu deosebirein celulele B (3).

Gena PU.1 codifica factorul de transcriere din familia Ets, care controleaza expresia
multor gene specifice limfocitelor B s macrofagelor. Expresia genei este critica pentru
dezvoltarea liniilor limfoide si mieloide deoarece soarecii deficienti in PU.1 arata defecte in
dezvoltarea acestor linii. Gena PU.1 este identica cu gena SPI-1 (4). PU.1 este cruciala pentru
dezvoltarea mieloida normala, determindnd unele evenimente moleculare in dezvoltarea
neutrofilelor s macrofagelor, evenimente astfel dependente de acest factor (5).

Reprezentantii unor scoli Tn domeniu aduc informatii de mare actualitate, care
converg intr-o oarecare masura. Noile date vizeaza s alte tipuri celulare, investigatiile
urmarind in continuare, Tnlaturarea unor date contradictorii.

Celulele dendritice reprezinta o populatie heterogena specializata in procesarea si
prezentarea antigenilor. Ele deriva atat din precursori mieloizi cét s limfoizi. Progenitorii
hematopoietici de la soareci cu gena PU.1 afectata nu pot genera in vitro nivele Tnalte de
MHC clasaall-as nici de CD11c integrina, in celule dendritice mieloide.

Celulele dendritice din timusul de soareci deriva din progenitori limfoizi angagjati sa
evolueze calimfocite T. La soarecii PU.1 (-/-) celulele TCD4 si TCD8 apar tarziu si in numar
mic. Timusul acestor soareci la 10-12 zile postnatal arata prezenta celulelor dendritice. Deci,
PU.1 regleaza dezvoltarea populatiilor de celule dendritice derivate din progenitori timici si
mieloizi, extinzandu-s astfel rolul in dezvoltarea hematopoietica (6).

Genele asupra carora actioneaza factorul de transcriere PU.1

Factorul de transcriere specific mieloid si limfoid PU.1 este esential pentru expresia
p47phox, o componenta a NADPH-oxidazel din fagocite, formand superoxid. Secventa de
cuplare consens PU.1 (GAGGAA) este localizata pe catena necodificanta din pozitia -40 la
pozitia -45 legata de startul transcriptional a promotorului p47phox. Mutatii ale nucleotidelor
G la-46 s /sau de nucleotidelor T la-47 reduc expresia PU.1, in timp ce mutantii la-48 nu au
efect.

Studii asupra situsului functional PU.1 din promotorul CD18 arata ca mutatiile din
nucleotidele G s T la pozitiile -76 si -77 (ce corespund la -46 si -47 din promotorul genel
p47phox), reduc cuplarea PU.1 s aproape abolesc actiunea acestuia asupra activitatii
promotorului. De aici, concluzia ca nucleotidele care flancheaza imediat situsul consens PU.1



au efecte semnificative asupra aviditatii cuplarii si activitatii PU.1 s ca, de asemenea, aceasta
regiune este elementul cis dominant in reglarea expresiel p47phox (7).

IFN-gamma induce transcrierea genelor care codifica p67phox (gena NCF-2) s
gp91phox (gena CYBB) in timpul diferentierii monocitelor dar s in cele mature. S-a
identificat un element cis NCF2 necesar pentru expresia p67phox indusa de IFN-gamma in
cooperare cu PU.1, factor reglator IFN (IRF1). IFN-gamma induce simultan expresia p67phox
s gp91phox Tn timpul raspunsului inflamator. Se subliniaza cooperarea dintre PU.1 si IRF-1
ca un mecanism molecular pentru activarea indusa de IFN-gamma a genelor mieloide
implicate in sistemul de aparare a gazdei (8).

Elementul GGAA este specific recunoscut de PU.1 in monocitele THP-1 si de PU.1
s proteina GABP-related in promielocitele U937. Recunoasterea de catre PU.1 nu depinde
numai de elementul consens GGAA ci s de secventele de flancare in expresia de transcriere
in celulele HelLa, unde coexpresia PU.1 duce la scaderea semnificativa a activitatii
promotorului CD11c integrina. Se demonstreaza astfel ca, PU.1 inhiba activitatea acestui
promotor prin locul sau de cuplare localizat Tn situsul major de start transcriptional (PU.1-5")

Actiunea inhibitorie a PU.1 asupra CD11c este in contrast cu efectul sau reglator
pozitiv asupra promotorului genei CD11b si CD18 integrina, contribuind astfel, la expresia
diferentiata de reglare a CD11b/CD18 st CD11c/CD18 in timpul extravazarii monocitelor s
maturarii lor finale.

Deoarece activitatea transcriptiondla a PU.1 se coreleaza cu proliferarea
macrofagelor, acest factor ar putea modula transcrierea genei CD11c in acord cu starea
proliferativaacelulei (9).

Gelatinaza A din matricea metaloproteinaza joaca un rol cheie n evolutia Tnjuriel
glomerulare avand o contibutie majora in aparitia sclerozei glomerulare. Analiza unui
element enhancer cis-acting localizat langa regiunea 5’ care flancheaza genele gelatinazel A
de la sobolani s om, a identificat un element silentios intre perechile de baze -1903 si -1847
ale regiunii 5’ ce flancheaza gena enzimel de sobolan si secventa silentioasa specifica de
cuplare a factorului de transcriere hematopoietic PU.1. Activitatea PU.1 este reclamata la
modul absolut pentru expresia activitatii celulelor mezangiale glomerulare transfectate.
Proteina PU.1 se gaseste Tn extractele nucleare ale celulelor mezangiale si contransfectia cu un
vector ce exprima PU.1 ridica direct activitatea silentioasa.

Se sugereaza ca exista un model complex a reglarii transcriptionale a genel
gelatinazei A s cacelulele mezangiae glomerulare sunt in final derivate din celulele maduvei
osoase (10). Se considera astfel ca, membrii familiel ets au loc specific de cuplare pe DNA
dincolo de 5-GGAA -3 s respectiv 5’GGAA/T3'. Mutatiile induse explica de ce PU.1
tip-salbatec nu recunoaste secventele 5'-GGAT —3' s in plus argumenteaza recunoasterea | ui
5 -GGAA/T-3 de catre membrii familiel de proteine ets (11).

Implicarealui PU.11n cancer

Activitatea transcriptionala a factorilor de transcriere este reglata prin fosforilare.
Expresia necontrolata si activarea constitutiva a reglatorilor transcriptionali determina boli
maligne.

S-aurmarit expresia proteinelor de transcriere PU.1 si C/EBP la pacienti cu leucemie
mieloida acuta (AML). Expresia acestora a fost detectata n 61% s respectiv 77% din 90
probe fiind Tntotdeauna Tnsotite de formele lor fosforilate si nefosforilate. Fosforilarea acestor
mol ecul e specifice faciliteaza intel egerea caracteristicilor functionale ale AML (12).



PU.1 este reclamat pentru dezvoltarea normala a multor linii celulare din sange,
astfel hiperexpresia el in celulele eritroide poate conduce la eritroleucemie. Tratarea unel linii
de limfocite T imature cu 5-azocitidina duce la expresia transcriptelor PU.1. Expresia tesut-
specifica a PU.1 este controlata de structura cromatinei s metilarea DNA, ceea ce poate
constitui un mecanism pentru PU.1 n timpul hematopoiezei liniilor celulare specifice.

Dezvoltarea limfocitelor B progreseaza prin stadii discrete caracterizate prin
reorganizarea locusurilor 1g din DNA-ul normal, care conduce la transcrierea genelor Ig si la
expresia receptorilor antigen ale celulelor B.

Rearanjarea genelor |g, de TCR s markerilor de suprafata sunt markeri utili pentru
liniile B si T in bolile limfoproliferative. Rearanjarea concomitenta a genelor Ig s TCR
(genotip dublu) s-a constatat Th majoritatea malignitatilor liniilor l[imfoide imature, Tnh special
n leucemia acuta limfoblastica (ALL) cu celule pre-B. Rearanjarea DNA s a markerilor
specifici de suprafata este reglata de cétiva factori de transcriere specifici.

Rearanjari ale genel lantului usor kappa al 1g existain 37% din probele pre-B ALL
s in toate probele de leucemie limfoblastica cronica (LLC) cu celule B. Rearanjarea genei
TCR apare in 40% din probele pre -B ALL, dar nu in cele B-LLC. Printre factorii de
transcriere asociati celulelor B sunt produsii genelor Pax-5 si E47 care se exprima in ambele
tipuri de leucemii.

Gena RAG-1 se exprima in toate probele de pre-B ALL dar nu in cele de B-LLC.
Gena oct-2 se exprima in 82% din probele pre-B ALL dar nu in cele de B-CLL. Probele de
pre-B ALL care nu exprima gena PU.1 arata 0 rearanjare semnificativ de Tnalta a genei
TCR-gamma, ceea ce nu se observa in exprimarea genel oct-2. Se sugereaza ca absenta
expresiei PU.1 poate duce la promiscuitatea liniilor celulare, Tn sensul rearanjarii simultane
adegenelor Ilg s TCRIn celulelepre-B din ALL (14).

Interactiunea in vivo intre oncoproteina PU.1 (factor de transcriere din familia ets) si
proteina GOOSECOID (GSC) intervine n eritropoieza. Aceasta interactiune este specifica,
deoarece GSC nu cupleaza la membrii Fli-1 sau Ets-2 ai familiel ets. Deci, celulele
eritroleucemice exprima abilitatea GSC de a se diferentia ca raspuns la cuplarea N-terminal
GSC cu PU.1. Domeniul N-terminal al PU.1 estre regiunea recunoscuta de proteina Rb, o
gena supresoare de tumori implicata probabil, Tn diferentierea eritroida

Prin urmare GSC inhiba competitiv cuplarea Rb la PU.1. De aici ideea ca supresia
formarii elementelor figurate ale sdngelui de catre GSC ar pute fi, cel putin in parte, mediata
de cuplareala PU.1 (15)

Factorul de transcriere Spi-1 numit, cum s-a mentionat, i PU.1 este necesar pentru
exprimarea si cuplareala un promotor minimal, oferind astfel un domeniu esential de activare
atranscrierii TAD (transcription activation domain). Pe de alta parte, infectiacu HCMV poate
activa puternic IL-1beta s elimina enhancerul. Spi-1 este implicat astfel ca un factor gazda.
S-au demonstrat bazele moleculare ale implicarii directe a Spi-1 in activarea HCMV care
actioneaza asupra | L-1beta.

Transfectarea celulelor HelL a deficitare Tn Spi-1 arata necesitatea prezentel acestuia
pentru activarea proteinel |E si pentru un promotor mai scurt decét cel reclamat in absenta
acesteia. Tn contrast cu normalul, expresia |L-1beta dependenta de enhancer reclama Spi-1 in
mod absolut accelerand domeniul helix-helix (WHTH) DNA-binding s Spi-1 TAD. Expresia
IL-1beta in prezenta proteinei IE nu reclama insa Spi-1 TAD care are un rol sinergic. O



singura proteina IE si anume proteina IE2 a citomegalovirusului este critica pentru inductia
IL-1beta. Tn interactiunea proteina-proteina s-a demonstrat ca situsul accelerator WHTH din
Spi-1 recruteaza direct |1E2. Tn replica, aceasta se asociaza fizic cu Spi-1 accelerator S necesita
integritatea cel putin a unei regiuni IE2. Tn cosecinta se propune ca din transactivarea | L-1beta
rezulta o proteina de ancorare Th mecanismul de transactivare in care promotorul IL-1beta
leagawHTH la Spi-1 legat larandul lui de IE2 prevazut cu TAD (16).

PU.1/SPI-1
(Summary)

The transcription factor PU.1/SPI-1 of ets family is essential for early development of numerous
cellular types, among hematopoietic once. It acts on some factors like p47phox, CD18 integrin, gelatinase A and
others. Upexpression of PU.1 gene can induce erithroleukemia, but also it express in acute myeloid leukemia
(AML), acute lymphoblastic leukemia (ALL) and in chronic lymphoblastic leukemia (LLC) cells.
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FAMILIA GENELOR SKI

Din aceasta familie fac parte protooncogenele ski, sno si smad-3.

Gena sKi

Protooncogena ski codifica o proteina nucleara care poate actiona ca factor de
transcriere. Proteina Ski se exprima in liniile de limfocite B si T, Tn macrofage mature si in
mastocite. Expresia mRNA ski atinge maximum in faza G1 Tn celulele sincronizate deprivate
de leucina Tn prezenta factorilor de crestere, dar scade rapid cand acestia sunt indepartati. Se
sugereaza ca protooncogena ski ca si sno care sunt membri ai acestei familii arata proprietati
diferite intervenind in hemopoieza, raspund lafactori de crestere si regleazaciclul celular (1).

Gena ski este localizata pe cromosomul 1( 1 q12-g21-c-ski ). Analiza acestei gene in
6 linii de melanom nu arata alterarea sa. Transcriptele in liniile celulare normale au nivele
sensibil mai scazute decét n celulele liniilor de melanom, astfel ca aceste nivele pot juca un
rol in transforamarea melanocitelor in celule tumorale de melanom (2).

Protooncogena ski intervine in proliferarea celulelor in timpul morfogenezei si n
diferentierea miogenica, exprimandu-se astfel Tn mioblastele embrionare. Transcriptele
protooncogenelor pot fi detectate timpuriu Tn somitele angajate miogenic, ca s in muschii
scheletici diferentiati. Totuss MRNA c-ski exprimat in celulele liniei miogene nu se disting de
transcriptele c-ski din alte linii celulare, aparand probabilitatea ca cele specific musculare sa
fie exprimate tranzitoriu.

Experimentele efectuate pe liniile aviare QM7 s QM5 in timpul diferentierii
musculaturii, au demonstrat ca nivelul expresiei s splicingul (procesarea) alternativ a
treptelor c-ski raman neschimbate atét in timpul opririi ciclului celular, cat s in timpul
diferentierii miogenice (3).

S-a constatat ca protooncogena c-ski se exprima in uterul de sobolan Tn timpul
estrului, mMRNA c-ski fiind detectat principalmente in epiteliul glandular. Tn ideea testarii
posibilitatii ca expresia mRNA c¢-ski sa fie indusa de estrogeni, sobolanii au fost
ovarectomizati S injectati cu estradiol 17 beta. Expresia mRNA c-ski s-areglat la 3 ore dupa
injectare, atingdnd maximum la 6 ore s persistand pana la 24 de ore. De aici concluzia ca
c-ski joaca un rol important in proliferarea epiteliului uterin s mediaza activitatea
proliferativa a extradiolului 17 beta (4). Tn ontogenia soarecilor, protooncogena c-ski  se
exprima la nivele scazute Tn toate celulele. Tn unele celule si tesuturi Tnsa, gena se exprima la
nivele inalte in cateva stadii atéat ale dezvoltarii embrionare cét s acelel postnatale.

La embrion celulele crestelor neurale exprima c-ski in timpul migrarii la 8-9 zile
post-coitum. Derivatele crestelor neurale, asa cum sunt ganglionii radacinilor dorsale ale
nervilor rahidieni s melanocitele, reactioneaza pozitiv la un anticorp anti-proteina Ski. La 9
zile, ntegul tub neural arata Tnalte nivele ale expresiel genei c-ski, iar la 14-16 zile mRNA
C-SKi este detectat, de asemenea la nivele inalte, Tn cortexul telencefalului si Tn bulbii olfactivi.



Ladoua s sase saptamani postnatal, creierul arata tanscripte ale genel ¢-ski Tn hipocamp si in
stratul granular a cortexului cerebelos.

Se sugereaza ca c-ski joaca un rol atdt in proliferarea cdt s n diferentierea
populatiilor celulare specifice sistemului nervos central si periferic (5).

Tesutul pulmonar neonatal arata nivele ale expresiel genel de doua ori mai crescute
decét nivelele prenatale.

Hiperexpresia v-ski blocheaza diferentierea terminala a eritroblastelor de pui s n
cooperare cu v-sea cauzeaza transformarea acestor celule sugerand ca c-ski joaca un rol in
reglarea proliferarii sau diferentierii celulelor hemopoietice. Actionand cu PMA asupraa 4
linii de celule mieloide s-a demonstrat ca acesta regleaza mMRNA c-ski numai in liniile care
raspund prin diferentierea seriei megacariocitice. Extinderea diferentierii si cresterea mRNA
c-ski se coreleaza cu concentratia PMA folosita pentru inducerea diferentierii. De aici sugestia
ca, expresia c-ski se coreleaza cu maturarea magacariocitelor (6).

Genasno

Gena sno este 0 noua gena celulara ce apartine familiel ski. Are 12 kb s contine 6
exoni din care primul este necodificant. Secventele aminoacid codificate de primul exon a
c-sno, cade altfel si a c-ski, sunt Thalt Tnrudite. Regiunea promotoriala este bogata in G+C dar
nu contine locusurile TATAA sau CAAT. Locurile potentiale de cuplare pentru factorii de
transcriere SP1, AP1 si AP2 sunt prezente amonte de startul de transcriere (7).

Tn celule mature expresia protooncogenei sno este mai limitata decét a lui ski si se
exprimain celulele T dar nu in celulele B, iar in progenitorii mieloizi este mai larg exprimata
decét protooncogena ski. Expresia mMRNA sno este maxima in faza G1 timpurie s ulterior
oscileaza pe parcursul ciclului celular.

Protooncogena sno este implicata Tn dezvoltarea muschilor; ea detine 1330
nucleotide, iar izoformele sale procesate alternativ sunt Sno N de 684 aminoacizi, Sno A de
415 aminoacizi s Sno | de 399 aminoacizi (44, 298 MW). O singura gena sno poate exprima
cele trei izoforme prin procesare alternativa s toate trel contin regiunea cu cele mai multe
similaritati cu protooncogena ski. Secventa Sno | specific umana este prezenta si la cateva
specii de mamifere (maimuta, cine, vaca, iepure, porc), dar nu la rozatoare, in timp ce
secventa comuna a acestel gene este conservata la toate speciile de vertebrate terestre.

MRNA sno N, sno A s ski se acumuleaza Tn multe tesuturi umane printre care si
muschii scheletici. MRNA sno | aternativ se acumuleaza mai specific in acestia, dar si in
rabdomioscarcom-tumora a muschilor scheletici. Procesarea alternativa tesut-specifica a
acestel gene umane rezulta intr-un mRNA din familia genei ski/sno, pe de o parte, si prezenta
MRNA sno in muschi pe de alta parte, au rol in reglarea genelor responsabile de formarea
muschilor (8).

Gena smad-3

TGF-beta induce o varietate de raspunsuri fiziologice cum sunt inhibarea cresterii, a
diferentierii s apoptoza. De asemenea, induce fosforilarea s translocatia nucleara a genel
smad-3. Caraspuns la activarea semnalizarii TGF-beta s-a constatat asocierea nucleara a genei



smad-3 cu proteina nucleara a protooncogenei ski. Aceasta asociere represeaza activitatea
transcriptionala indusa de smad-3, ca s hiperexpresia protooncogenei ski, ceea ce confera
celulelor rezistenta la efectele lui TGF-beta de inhibare a cresterii. Represia transcriptionala ca
S rezistenta la crestere induse de TGF-beta prin hiperexpresia ski, pot fi exprimate prin
hiperexpresia lui smad-3. Tn acest context ski apare ca un nou component al caii de
semnalizare TGF-beta relevand astfel mecanismele sale de actiune (9).

Cuplarea TGF-beta la receptorul sau induce fosforilarea lui smad-3 care ulterior
migreaza in nucleu unde functioneaza ca un factor de transcriere. Hiperexpresia asocierii lui
smad-3 cu proteina de transcriere a protooncogenei sno N represeaza activarea
transcriptionala a smad-3. Activitatea de semnalizare a TGF-beta duce nsa, la degradarea
rapidaasno N s mai putin a proteine Tnrudite ski, degradare mediata de proteosomii celulari
(10).

Proteinele Smad sunt mediatori de semnalizare intracelulara ai  superfamiliei
TGF-beta care regleaza o0 vasta varietate de procese biologice. Printre acesti mediatori se
numara smad-2 s smad-3 care sunt activati specific de TGF-beta. Acesti doi mediatori
interactioneaza cu c-ski prin domeniul C-terminal Tn maniera dependenta de TGF-beta. C-ski
detine doua locuri distincte de cuplare pentru smad inhiband astfel puternic trnsactivarea a
variate gene reporter via TGF-beta. C-ski este incorporat in comlexe cu smad, complexe care
cupleaza la DNA, interfera cu interactiunea smad-3 -p300, un coactivator transcriptional si in
replica recruteaza histone deacetilaza (HDAC). Astfel, c-ski devine un corepresor
transcriptional care leaga proteinele laHDAC in calea semnalizarii TGF-beta (11).

Complexul N-CoR/SMRT care contine m Sin 3A s HDAC mediaza represia
transcriptionala prin receptorul hormonal nuclear s prin Mad. Proteinele codificate de
protooncogenele familiel ski cupleza direct la acest complex si lam Sin 3A formand astfel un
complex cu HDAC. C-ski si produsul genei Tnrudite sno sunt reclamate pentru represia
transcriptionala via Mad s receptorului hormonului tiroid (TR beta ). Forma oncogena v-ski
care nu detine domeniul de cuplare pentru m Sin 3A actioneaza intr-o maniera dominant
negativa S abroga represia transcriptionala via Mad s TR beta. Astfel, ski devine un
component a complexului HDAC s astfel este reclamat pentru represia transcriptionala
mediata de acest complex. Implicarea lui c-ski Tn complexul HDAC indica faptul ca functia
acestuia este importanta pentru oncogeneza (12).

Folosindu-se extract nuclear din celulele transformate de ski, s-aidentificat un loc de
cuplare la DNA specific pentru ski contindnd secventa consens GTCTAGAC. In extractele
nucleare c-ski si v-ski exista componente ale complexelor care cupleaza specific la acest loc.
S-a demonstrat ca ski represeaza transcrierea fie prin copii amonte ale acestui element, fie

cand promotorul poarta un domeniu heterolog de cuplare laDNA.
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