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INTRODUCERE

In organismele pluricelulare, agregatele celulare se constituie in tesuturi, care la randul lor
formeaza organele. Asocierea celulelor nu este aleatorie. Existd mecanisme moleculare ce determina
sinteza unor molecule care, transportate in afara celulei indeplinesc rolul de gliant cu celulele
ambiante similare, sau via matricei extracelulare, cu alte tipuri celulare sau exclusiv cu matricea.

Formarea tesuturilor prin organizarea adeziunii celula-celula sau celuld-matrice atribuie celulelor,
la prima vedere, rezisténta la actiunile mecanice externe sau interne, dar in acelasi timp moleculele matricei
extracelulare determina fiziologia moleculara a celulelor in conditiile tisulare respective.

De la inceput se impune mentionarea sistemelor de aderentd care sunt radical diferite la
nivelul tesutului conjunctiv si respectiv epitelial. Astfel, in tesuturile conjunctive, spatiile
intercelulare sunt largi sau foarte largi, ele contindnd o matrice bogatd in polimeri fibrilari, in
particular, de colagen. in tesuturile epiteliale insi, celulele sunt dispuse in proxima intimitate, desi si
in acest caz ramin totusi unele spatii, fapt relevat de microscopia electronici. in aceste spatii se
gasesc molecule proteice implicate in conexiunile intercelulare, la randul lor conectate la citoschelet
prin molecule transmembranare §i intermediare.

in procesul aderentei, insisi celulele aflate in contact elaboreazi molecule necesare acestui
proces, molecule cu rol in productia de proteine matriciale intercelulare si aceasta, atdt timp cét
celulele isi conservi statutul normal.

Tesuturile, indeosebi cele epiteliale se reinnoiesc permanent, ceea ce impune o serie de
modificari care presupun miscarea i migrarea lor. Reepitelizarea presupune importante mecanisme
moleculare dependente de genele codificante ale proteinelor citoscheletale, pe de o parte, si ale
moleculelor matricei extracelulare, pe de alta parte.

Mobilitatea celulelor i migrarea lor sunt procese normale prezente indeosebi in embriogeneza,
dar si la organismele mature. Astfel, de exemplu interventia leucocitelor in procesul infectios presupune
modificiri adecvate ale citoscheletului si moleculelor matricei acestuia in vederea modelarii celulelor
prin patrunderea lor in tesutul infectat sau traumatizat. Exista astfel, o permanenti alternanta intre starea
de aderenta (fixare) a celulelor si migcarea lor, ceea ce presupune si schimbarea registrului lor metabolic.
In consecinta, moleculele matricei intercelulare, pe langa rolul de a conecta celulele intre ele sau la
substrat, indeplinesc si alte functii precum: motilitate, transmiterea semnalelor, stimularea replicérii,
impunerea diferentierii §i specializarii celulelor, apoptoza.

La nivelul tesuturilor mezenchimale, relatia celuld-matrice extracelulari a fost intens
investigata, iar datele privind tipurile de colagen implicate sunt impresionante. Relatia dintre aceste
tesuturi si cele epiteliale a deschis un nou capitol de interes.

Interesul major pentru asemenea aspecte s-a dezvoltat vizavi de miscarea celulelor tumorale, de
invazivitatea si metastazarea lor. Celulele tumorale isi pierd aderenta, fie prin pierderea capacitatii de a
sintetiza molecule matriciale, fie prin cresterea sintezei moleculelor ce dezagrega matricea, asa cum sunt
metaloproteinazele, care lizdind moleculele de aderentd permit migrarea anormala a celulelor. Interesul
pentru aceste procese biologice este foarte mare, deoarece metastazarea celulelor canceroase reprezinta
momentul culminant al evolutiei tumorale, finalizat cu moartea purtitorului metastazei. Acest interes
este marcat de investigatiile extinse asupra matricei extracelulare in tumori, asupra motilitatii celulelor
tumorale si asupra stabilirii proteinelor care realizeazd sau nu aderenta intercelulard, ca si prin
cunoagterea schimbarilor acestora in conditiile alterarii metabolismului celular.

Lucrarea prezintd cateva dintre moleculele matricei extracelulare cu rol important in
adezivitatea intercelulard sau cea dintre celule si matricea extracelulard. in cazul unor tesuturi,
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raportul dintre tipurile-de molecule matriciale si cele intercelulare este bine cunoscut, justificind rolul
de prognostic in evolutia unei tumori, conditie in care acest raport este grav alterat indeosebi prin
reducerea variatelor molecule matriciale dintre celulele tumorale, sau numai prin diminuarea lor
cantitativa raportata la masa de tesut tumoral.

In conditiile metastazarii, reglarea sintezei moleculelor matriciale de citre celulele tumorale
este afectatd pana la imposibilitatea acestora de a mai sintetiza asemenea molecule; totusi in cazul in
care acestea mai persista, metaloproteinazele — molecule care dezagrega matricea — sunt dominant
elaborate.

Matricea extracelulara este sintetizatd de celuld ca mijloc de asociere cu celula vecini in
scopul consolidarii existentei acesteia intr-un tesut. Matricea intervine in mod deosebit in stabilirea
fazei “dormante” a celulelor, fazi care poate alterna cu cea de crestere §i diviziune, ceea ce solicitd
modificarea relatiilor celuld-celuld. Aceastd modificare alterneazi cu schimbarea sistemelor de
biosinteza, astfel ci in conditiile transformarii ea poate fi afectata in favoarea cresterii §i diviziunii
neintrerupte, ceea ce presupune i diminuarea sintezei de molecule ale matricei extracelulare.
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FIBRONECTINA

Fibronectina este o glicoproteind multifunctionala a matricei extracelulare (ECM), prezenta la
toate vertebratele, cu rol major in adeziunea celulara. In conditii fiziologice, conformatia ei rimane
inca controversatd. Matricea extracelulard contine numeroase proteine de adeziune necolagenice
organizate specific in domenii multiple, fiecare comportand un situs de legare specific pentru alte
molecule ale matricei, ca §i pentru receptorii de la suprafata celulelor.

Fibronectina este un dimer format, evident, din doud mari subunitati unite printr-o punte
disulfidica la capetele lor COOH-terminale. Fiecare subunitate este replicata intr-o serie de domenii
globulare separate de segmentele lanturilor polipeptidice flexibile. Ripiturile din molecula sa
sugereaza faptul ca gena ei, ca si genele colagenului s-au format prin duplicarea exonilor. Principalul
tip de modul numit RIPIT de tip III de fibronectina are o lungime de 90 aminoacizi si se regaseste de
peste 15 ori in fiecare subunitate, dar si in unele molecule matriciale, in unele molecule proteice
membranare, ca §i in citoplasma.

Unul din domeniile fibronectinei se leaga la colagen, un altul, la heparina si un al treilea, la
receptorii specifici de la suprafata diverselor tipuri celulare. Regiunea principala responsabila de
legarea celulelor cu secveta tripeptidici RGD (Arg-Gly-Asp) prezenta intr-unul din ripiturile tip III
este caracteristica esentiala a sitului de legare. Este motivul pentru care unele peptide mici care
contin secventa RGD pot intra in competitie cu fibronectina pentru situsurile de legare la numerosi
membrii ai familiilor de integrine receptoare de la suprafata celulelor.

Multiplele forme de fibronectind sunt produse alternativ de acelasi RNA. Exista astfel
numeroase izoforme numite fibronectine plasmatice (solubile) care circuld in singe, in fluidele
corpului §i sunt active in procesul coagularii sangelui, al cicatrizarii i al fagocitozei. Celelalte forme
se gasesc in matricea extracelulard, pe suprafata celulelor, ca filamente insolubile. Formele sale
matriciale asociate in dimeri se leaga intre ele prin punti disulfidice suplimentare, exact invers decét
moleculele de colagen care se autoasambleazi in fibrile.

Toate formele de fibronectind sunt codificate de o unici gena de 50 k.b, care contine
aproximativ 50 exoni. Transcrierea produce o singurd mare moleculd de ARN care sufera translatii
alternative in 3 regiuni, vizavi de tipul celular si de stadiul dezvoltarii. La om se produc in jur de 20
diferiti mARN, la fiecare modificare. Astfel, fibronectinei plasmatice secretata de hepatocite i lipsesc
doud ripituri de tip III, care insa se gasesc la formele ei asociate matricei extracelulare. Prin
translatiile alternative se deleteaza situsul de legare specific celulei; un astfel de situs este utilizat de
limfocite pentru a adera la fibronectind. Se considerd cé translatia alternativd permite elaborarea
tipurilor de fibronectina vizavi de cerintele tisulare. Fibronectina din perioada timpurie a dezvoltarii
difera de cea de la adult, dar poate reapare in timpul regenerarii tesuturilor lezate, ceea ce sugereaza
cd ea stimuleaza migrarea si proliferarea celulelor pentru dezvoltarea gi regenerarea tesuturilor.

Fibronectina are o importanta cruciald in dezvoltare, fapt demonstrat prin inactivarea genei
sale Tn timpul embriogenezei soarecilor. Absenta ei determind aparitia a numeroase anomalii
morfologice care vizeaza notocordul, somitele, inima si vasele de sange, tubul neural.

Fibronectina este importantd nu numai pentru adeziunea celulelor la matrice, ci §i pentru
ghidajul migrarii acestora in timpul embriogenezei vertebratelor. Astfel, cantitati substantiale de
fibronectina se constata in timpul gastrularii Amfibienilor, cand celulele migreaz in mezoderm.

Anticorpi anti-fibronectina care contin secventa RGD, ca si anticorpi anti-integrine (receptorii
fibronectinei) inhiba migrarea celulelor, astfel incét reiese evident rolul ei de promotor al migrarii
celulelor, ceea ce, probabil, permite atasarea acestora la matricea extracelulard. Pe de altd parte,
matricea extracelulard poate actiona asupra citoscheletului. In acest sens, celulele transformate care
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frecvent sintetizeaza mai putina fibronectina decat cele normale se comporta diferit: astfel, ele adera
slab la substrat §i nu pot forma fascicule organizate de filamente de actina intracelulard cunoscute sub
numele de fibre de tensiune, proces care poate contribui la tendinta celulelor canceroase de a parasi
tumora primara §i de a se disemina in tot organismul.

Interactiunea dintre matricea extracelulard si citoschelet este reciproca, dat fiind ca
filamentele de actina intracelulara pot influenta orientarea moleculelor de fibronectind. De exemplu,
filamentele de fibronectind extracelulara se asambleaza in proximitatea suprafetei fibroblastelor in
culturd, aliniindu-se cu fibrele de tensiune intracelulare adiacente. Tratate cu citochalazin care
distruge filamentele de actina, filamentele de fibronectina se disociaza la suprafata celulei, ceea ce se
observa si in timpul mitozei, cdnd celulele devin rotunde (1),

Conformatia fibronectinei in conditii fiziologice, asa cum mentionam, riméne contro-
versatd (2). Alungirea mecanicd poate altera starea functionala a fibronectinei care este asamblata
de catre celule in fibrile elastice §i supusa fortelor contractile. Asamblarea fibrilelor coincide cu
expresia recunoagsterii locurilor biologice care apar in starea ei solubild. S-a folosit FRET
(fluorescence resonance energy transfer) ca indicator al conformatiei fibronectinei in matricea
fibrilara a fibroblastelor NIH3T3. Fibronectina a fost marcata pe reziduurile de amine cu fluorofori
donori si pe locul specific de pe reziduurile cisteind in module Fnlll (7) si FNII (15), cu-
fluorofori acceptori. FRET intramolecular s-a corelat cu schimbirile structurale ale fibronectinei in
solutie denaturata si apoi s-a aplicat in cultura celulard ca indicator al conformatiei fibronectinei
din fibrilele matriciale ale fibroblastelor. Pe baza nivelului FRET, in multe fibrile fibronectina a
fost alungita de catre celule, aga incat bratele sale dimer s-au extins la cel putin un modul FnllI
necutat. Cand tensiunea citoscheletala s-a perturbat cu citochalasin D, FRET a crescut indicind
recrutarea fibronectinei in fibrile. Se sugereaza ca forta generata de celule este necesard pentru
mentinerea fibronectinei in conformatii partial necutate. Rezultatele suportd un model al
elasticitatii fibrilei de fibronectina, bazat pe desfacerea si recrutarea modelelor FNIII. S-a observat
variatia FRET dintre si de-a lungul fibrilelor singulare, indicdnd variatia in gradul necutirii
fibronectinei in fibrile. Se discutd mecanismele moleculare prin care forta mecanica poate altera
structura fibronectinei convertind fortele elastice (3).

Legarea integrinelor cu moleculele matricei extracelulare induce agregarea actinei si proteinei
care o cupleaza, in focare de adeziune care servesc la cuplarea mecanicé a matricei cu citoscheletul.

in timpul progresiei si vindecirii ranilor, depunerea si remodelarea matricei pot oferi focare
tensionale aditionale care moduleaza functiile celulelor mediate de integrina, inclusiv migrarea si
proliferarea. S-a utilizat abilitatea celuleor de a contracta gel plutitor de colagen, pentru a determina
efectul polimerizarii fibronectinei asupra generdrii de cétre celule a tensiunii mecanice. Polimerizarea
fibronectinei promoteaza diseminarea celulelor in gel si stimuleaza contractilitatea acestora printr-un
mecanism dependent de Rho. Contractilitatea celulelor stimulata de fragmente de fibronectini este
dependenta de legarea integrinei, proces insa, insuficient pentru a induce fie generarea tensiunii, fie
diseminarea celulelor.

Tratarea celulelor cu peptide RGD polivalente sau cu fibronectind pre-polimerizatd nu
stimuleaza contractilitatea celulelor. Contractilitatea indusa de fibronectind este blocatd de agenti
care-i inhiba polimerizarea, proces critic in generarea tensiunii, fintind citoscheletul. Deci,
contractibilitatea celulelor mediata de Rho este reglatd de procesul polimerizarii fibronectinei si
sugereazd un nou mecanism prin care fibronectina matricei extracelulare regleaza organizarea
citoscheletului si functia celulei (4).

Fibronectina si integrinele
Starea fizicd a matricei extracelulare poate regla asamblarea citoscheletului mediata de
integrind §i fosforilarea tirozinei pentru a genera doui tipuri distincte de adeziune celuli-matrice. In

fibroblastele primare, integrina alfaSbetal se asociazi principalmente cu fibrilele de fibronectini
forménd adeziuni structurale, distincte de contactele focale independente de contractilitatea celulei
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mediata de actomiozina. Aceste “adeziuni fibrilare” sunt bogate in tensina, dar contin nivele scazute
de componente tipice de contact focal, cum sunt paxilin, vinculin §i proteine tirozin-fosforilate.
Totusi, cidnd fibronectina este legata covalent la substrat, integrina alfaSbetal formeaza contacte
focale “clasice” tirozin-fosforilate, care contin nivele inalte de paxilin si vinculin. Prin urmare, nu atat
compozitia moleculara a matricei, cat starea sa fizica este un factor critic in definirea organizarii si
fosforilarii la locurile de adeziune. Se admite ca, organizarea moleculara a locurilor de adeziune este
controlati de cel putin doua mecanisme:

1 — integrinele specifice se asociaza cu liganzii in complexe transmembranare constituite
din proteine de ancorare citoplasmatice potrivite, cum este §i complexul fibronectina-integrina
alfaSbetal-tensina.

2 — proprietatile fizice ale matricei extracelulare (exemplu, rigiditatea) regleaza tensiunea
locald la locurile de adeziune si activeaza fosforilarea locali a tirozinei recrutind o varietate de
molecule “pldci”in aceste locuri.

Cele doud mecanisme genereaza intre fibroblaste, tipuri de adeziuni matriciale distincte
structural si functional (5).

Asamblarea matricei de fibronectini este un proces in multe trepte dependent de integrind Cu
o tehnici speciala s-a stabilit i, in timp ce receptorul vitronectinei (alfavbeta3) raméne in contactele
focale, receptorul fibronectinei (alfaSbetal) se translocé in contactele focale de-a lungul contactelor
matricei extracelulare. Aceasta translocare este independenta de migrarea celulelor, este indusa de
legarea integrinelor alfaSbetal si depinde de interactiunea cu citoscheletul functional de actina si de
legarea receptorului vitronectinei. In timpul disemindrii celulelor, translocatia integrinelor alfaSbetal
ligand efectuatd departe de contactele focale si de-a lungul benzilor de filamente de actind, genereaza
contacte matriciale.

Tensina este o componentd citoscheletald primara a acestor contacte gi un nou inhibitor
dominant negativ al matricei, care blocheazia formarea contactelor, translocarea integrinei §i
fibrilogeneza fibronectinei fari si afecteze contactele focale.

Se propune ca translocarea integrinei alfaSbetal induce fibrilogeneza fibronectinei prin
tensiunea generatd de citoschelet §i transmisi moleculelor de fibronectind extracelulard. Blocarea
translocdrii integrinei de cétre o varietate de tratamente previne formarea contactelor matriciale i
fibrilogeneza fibronectinei. S-a identificat astfel, un mecanism pentru asamblarea matricei, mecanism
localizat si directionat de translocarea integrinei (6).

Cuplarea fibronectinei mediata de RGD la integrina alfaSbetal este dramatic amplificata de
un loc sinergic din domeniul 9 al fibronectinei III (Fn9). S-au selectat aminoacizi din Fn9 care se
proiecteaza in aceeasi directie ca RGD, probabil, catre integrina si s-au transferat la alanind. R1379 si
R1374 din peptidul PHSRN sunt importanti pentru adeziunea mediatad de alfaSbetal, iar un set de
mutante aratd cd R1379 este reziduul cheie in efectul sinergic, desi si R1374 contribuie substantial la
adeziune. Dubla mutanta R1374-R1379 este mai putin adeziva decdt R1374A singurd. Mutantele
R1369A, R1371A, T1385A 5i N1386A au efecte neglijabile asupra adeziunii celulelor. Se conclude
cd, in plus fatd de receptorii peptidului PHSRN, celelalte reziduuri de pe aceeasi fatd a Fn9 sunt
necesare pentru efectul sinergic deplin. Locul de cuplare sinergic pentru integrini este mult mai extins
decat mica secventa lineara a peptidului (7).

Pe baza evidentierii CD au fost definite structural in solutie, doud fragmente recombinate
izolate din integrina umana alfaSbetal, fragmente ce cuprind ripiturile FG-GAPIII----VII ale alfa5 i
domeniul tip-insertie din betal.Cationul divalent cuplat, induce o adaptare conformationald cu alfa5,
care este realizatd de Ca’, Mg?* sau Mn?" i numai de Mg?* sau Mn?* cu betal. Mn®' cupleazi la
betal si este inalt hidratat (aproximativ 3 molecule de H20), bazat pe relaxarea NMR a apei, in acord
cu adeziunea dependentad de ionul de metal. Fiecare fragment saturat cu Mg”* sau Mn”* cupleaza un
ligand recombinat de fibronectind, intr-o manierd dependentd de RGD. Un rearanjament
conformational bazat pe CD este indus pe ligandul fibronectind dupi cuplarea la integrina alfa5, dar
nu la betal. Cuplarea ligandului duce la deplasarea ionului de metal din betal. Ambele fragmente,
alfa5 gi betal formeazi un heterodimer stabil (alfaSbetalmini-integrina) care pastreazi recunoasterea
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ligandului pentru a forma un complex tertiar 1:1:1 in prezenta Mg” si induce o adaptare
conformationala specifica ligandului fibronectina (8).

Fibronectina este componenta majora a matricei extracelulare. S-a demonstrat existenta unei
izoforme a sa, asociatd suprafetei celulei, sintetizatd de limfocitele T activate. Fibronectina derivata
din limfocitele T are un model de legare neobignuit; un domeniu aditional produs— EDB-, in timp ce
secventele din celdlalt domeniu- IIICS- sunt alternativ eliminate; iar domeniul CS1 de cuplare pentru
Ag.4 foarte tarziu (VLA-4) continu totusi s fie generat.

S-a subreglat sinteza fibronectinei asociatd suprafetelor celulare printr-un oligonucleotid
antisens, dupa care s-a indus proliferarea celulelor T prin legarea incrucisati anti-CD3 si s-a constatat
ca proliferarea s-a redus pe masura ce s-a exprimat CD25. Cand celulele T au fost cultivate la
densitate inalta, peptidul sintetic QILDVRST corespunzitor lui CS1 inhiba proliferarea aga cum o
face si anticorpul anti-VLA-4. Se propune ca fibronectina asociata suprafetei celulei sa fie un ligand
pentru VLA-4, care prin cuplarea acestei proteine pe o celula adiacentd sid ofere un semnal
costimulator, sustinand astfel proliferarea celulelor T (9).

VLA-4 este 0o molecula critica de adeziune care regleaza traficul celulelor mononucleare catre
locurile inflamatorii. Molecula de adeziune la celula vasculara (VCAM-1) este un prim ligand al
VLA-4, desi fibronectina legata alternativ care contine regiunea CS1(CS1FN) cupleazi, de asemenea.
CSI1FN este exprimata de citre celulele endoteliale sinoviale din artrita reumatoida.

S-au incubat celule din vena ombilicala umana (HUVEC) cu IL-1 pentru 8-48 ore §i s-a
determinat fibronectina totald si mRNA CS1FN. Ambele erau constitutiv exprimate de HUVEC iar
IL-1 a crescut mRNA si fibronectina totali ca si izoforma care contine proteina CS1FN. In continuare
s-a urmarit daca cuplarea celulelor mediata de proteina CS1FN este indusd de IL-1. Peptidul ciclic
CS1 blocheazi adeziunea celulelor Jurkat indusa de IL-1 la celulele HUVEC, pe cind anticorpii anti —
VCAM-1 o inhiba mai slab. Peptidul CS1 si anticorpi anti-VCAM nu sunt aditivi, iar adeziunea noua
mediati de VLA-4 a HUVEC tratate cu IL-1 se datoreazi unei cresteri in CS1FN. Prin urmare, IL-1
creste expresia CSIFN de citre HUVEC ca si adezivitatea celulelor mediatd de CS1. Mimarea
actiunii lui CS1 ar putea avea eficacitate terapeuticd prin blocarea recrutérii celulelor care poartd
VLA-4 (10).

In pre-eclampsie si in eclampsie nivelele VCAM-1 si fibronectinei sunt mai inalte decat in
sarcina normala si se coreleaza semnificativ cu presiunea diastolica a sdngelui. De asemenea, exista
o corelatie lineara directa intre fibronectina din plasma si nivelele VCAM-1. Femeile normotensive
au biopsia placentard normald iar incidenta placentei patologice creste cu severitatea pre-
eclampsiei. In concluzie, invazia trofoblasticd inadecvati a arterelor spiralate si nivelele ridicate de
VCAM-1 si de fibronectind sunt prezente la femeile cu pre-eclampsie. Magnitudinea in fazele
trofoblastice defective si nivelele de VCAM-1 si fibronectini din singe se coreleaza cu severitatea
clinica a pre-eclampsiei (11).

Condrocitele produc variate matrici extracelulare in timpul condrogenezei. In tesutul
cartilaginos, in timpul condrogenezei, proteinele majore ale matricei sunt fibronectina si
proteoglicanii. Din sarcomul osteogenic al mandibulei umane s-a creat linia USAC cu fenotip
condrocitic. Celulele aderd imediat la fibronectini si apoi se disemineazi. In functie de dozi,
proteoglicanii inhiba aceastd adeziune, in timp ce colagenul nu. Expresia mRNA subunitatilor alfa$5 si
betal ale integrinei s-au detectat la 12 ore dupa tratarea cu proteoglicani, dar mRNA al subunittii
betal scade la 24 de ore dupa tratament. Se sugereazi ci proteoglicanii ar putea modula transductia
semnalelor din fibronectina prin sciderea expresiei integrinei alfaSbetal (12).

Agresarea pldmanului este insotitdi de depozitarea crescutd a fibronectinei matriciale.
Monocitele activate care sunt recrutate la locul injuriei pulmonare exprima receptori integrina pentru
fibronectind, care mediazi interactiunea lor cu matricea. Astfel, integrina alfaSbetal(VLAS) mediaza
multe efecte biologice ale fibronectinei, expresia ei fiind importanta pentru functia imuna a celulelor
la locul injuriei.

PMA(forbol-12-miristat-13-acetat) amplifica aderenta monocitelor U937 la fibronectind prin
expresia crescutd a mRNA subunitatilor integrinei alfa5 si betal i prin expresia de suprafatd a
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proteinei. In aceste celule transfectate cu o gena reporter —promotor alfa5 s-a constatat ca PMA induce
transcrierea genei alfa5 prin actiunea pe secventele promotor foarte specifice, altele decat AP-1
(proteina activatoare), in maniera dependenta de PKC. Efect similar au i LPS. Modularea expresiei
integrinei alfaSbetal poate fi importanta pentru reglarea, dupa injurie, a functiei monocitelor in
inflamatiile pulmonare (13).

Fibronectina are un rol critic in diferite faze ale vindecarii ranilor, fiind degradata de proteaze
in ranile cronice. Fibroblaste cultivate din ulcere cronice ale picioarelor arata un nivel mai finalt de
fibronectina comparativ cu celulele normale. S-au analizat biopsii de piele normala si din marginile
ulcerelor cronice venoase de pe picioare. Nivelele mRNA al fibronectinei in pielea normala si in rana
acutd nu sunt detectabile, dar sunt substantiale in dermul ranilor cronice. Anticorpi monoclonali anti-
subunitatea alfaS a integrinei releva ca ranile cronice si pielea normala aratd nivele nedetectabile de
integrina alfaSbeta2, nivele ridicate de alfaS constatdndu-se in ranile acute. In concluzie, pentru
reepitelizare este necesar ca keratinocitele epidermice sia migreze pe suprafata ranii, proces care
reclamid interactiunea intre fibronectind si receptorul siu de suprafatd integrina alfaSbeta2. Se
sugereaza ca, desi mRNA al fibronectinei este crescut in rinile cronice, absenta receptorului de
suprafata al fibronectinei poate preveni migrarea keratinocitelor epidermice in ranile cronice (14).

Expresia dinamicii fibronectinei cuplati si a proteinei de membrani integral sialilata-integrina
betal — a fost analizatd pe plasmalema apicala a celulelor MDCK. Fibronectina si integrina betal,
lectine marcate fluorescent, apar uniform distribuite pe intreaga suprafata apicala a celulelor. Expresia
fibronectinei pe aceasta suprafatd variaza mult mai mult decit a integrinei betal, molecula sialilata,
localizata in proportie de peste 92% pe microplicile plasmalemei, ceea ce nu este cazul pentru
fibronectina. Absenta colocalizarii acestor proteine este confirmata de experimentele de dublu marcaj,
constatandu-se ca, fibronectina nu cupleazi la integrina betal sialilatid. Desialilarea integrinei betal
nu acopera receptorii aditionali ai fibronectinei de pe plasmalema apicala. Se conclude c&, aceste
lectine permit in celulele vii, evidentierea celor doud glicoproteine asociate plasmalemei §i cad
fibronectina cupleazi pe celulele MDCK numai la integrina betal desialilata (15).

Defectele celulelor senzoriale auditive din cohlee si ale celulelor senzoriale din vestibul —
structuri ale urechii interne-, duc la pierderea auzului si respectiv la probleme de echilibru. Integrina
alfa8betal, ligandul sdu fibronectina §i kinaza de adeziune focald (FAK) reglati de integrind sunt
colocalizate pe suprafata apicald a celulelor ciliate unde se formeazi stereocili. La goarecii
homozigoti pentru o mutatie tinta a integrinei alfa 8 (codifica subunitatea alfa 8) aceastad colocalizare
este perturbatd, celulele ciliate din utricul (subcompartiment al vestibulului) fiind lipsite de stereocili
sau acestia sunt malformati. Majoritatea soarecilor deficienti in integrina alfa8betal mor curand dupa
nastere prin insuficientd renalid. Multi dintre supravietuitori aratd deficiente de echilibru datorate
defectelor din urechea interna. Se sugereazi ci integrina alfa8betal si posibil, alte integrine regleaza
diferentierea celulelor ciliate i maturarea stereocililor. Mutatiile care afecteazi moleculele matriciale
induc forme ereditare de afectiuni ale urechii interne,iar integrinele pot media, la nivelul urechii,
unele efecte ale moleculelor matriciale; astfel, mutatiile in gena integrinei pot duce la afectiuni ale
urechii interne (16).

Fibronectina are o secventa functionald — YTIYVIAL — in domeniul 2 care cupleazi heparina
(Hep2), secventa ce supreseazid adeziunea celulei la matricea extracelulard, adeziune mediati de
integrind. Activitatea anti-adeziva a fibronectinei poate fi exprimata prin procese fiziologice. Astfel,
un fragment chemotriptic de fibronectina de 30kD derivat din domeniul Hep2 si care nu are efect pe
linia celulard 3T3 neproductiv transformata de MSV, exprima activitate anti-adeziva dupa tratamentul
cu 6M uree, tratament care induce schimbari conformatioanle ale fragmentului Hep2 din forma
compact cutatd in una necutati. Incubarea fragmentului Hep2 cu heparind induce, de asemenea,
schimbari conformationale similare i expresia activititii anti-adezive. In plus, tratamentul cu uree si
heparind face ca fragmentul Hep2 si fibronectina intactd si fie mai accesibile la anticorpul
monoclonal (alfallll14A) cu recunoasterea locului de langa situsul anti-adeziv al fibronectinei.
Clivajul specific efectuat de metaloproteinaza2 matriciald, fie al fragmentului Hep2, fie al
fibronectinei intacte, elibereaza un fragment de 10kD cu activitate antiadeziva, prezent in regiunea
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amino-tarminali. Astfel, activitatea cripticd anti-adeziva a fibronectinei poate fi exprimatd dupa
schimbirile conformationale si clivajul proteolitic al domeniului Hep2 (17).

Fibronectina transmite semnale

Asamblarea fibronectinei matriciale este reglata de un proces in trepte initiat de interactiunea
dintre fibronectina si receptorul sdu integrina, de la suprafata celulelor. Aceasta interactiune activeaza
numeroase cdi de semnalizare intracelulard care regleazd adeziunea, migrarea §i supravietuirea
celulelor. Celulele SYF lipsite de kinazele Src au abilitate redusa de a asambla fibrilele de
fibronectina. Cantitatea fibronectinei matriciale este redusa prin tratamentul cu inhibitorul kinazei P13
— wortmanin —. Celulele CHOa5 care depind de fibronectina exogena pentru a initia formarea
fibrilelor sunt, de asemenea, semnificativ reduse cind sunt tratate cu acest inhibitor. Combinarea
inhibitorului lui Src §i wortmanin are efect inhibitor aditional asupra asamblarii, efect concomitent cu
pierderea fosforilarii lui FAK. Cuplarea redusd a fragmentelor de 70kD N-amino-terminal la
asamblarea matricei atestd un rol timpuriu al acestor kinaze in acest proces. Rezulti cd, cele doud
molecule de semnalizare localizate aval de integrina si FAK sunt esentiale pentru initierea eficientd a
asamblarii fibronectinei matriciale (18).

Majoritatea celulelor transformate, pentru cresterea §i supravietuirea lor pierd ancorajul si
dependenta de ser. In absenta serului, semnalele de supravietuire a fibronectinei transduse de FAK
supreseazd apoptoza reglatd de p53 in fibroblaste primare i celule endoteliale. Cuplarea domeniului
SH3 al pl130Cas la regiunea 1 a FAK bogatd in prolind este necesard pentru supraviefuirea
fibroblastelor pe fibronectind cand serul este absent. Complexul FAK-p130Cas activeaza C-jun NH2-
terminal kinaza (JNK) via caii Ras/Rac1/Pak1l/MAPK - kinaza-4. JNK fosforilata se colocalizeazi cu
FAK in focarele de adeziune a fibroblastelor cultivate pe fibronectina care suportd supravietuirea lor.
Frecvent, celulele supraviefuesc in absenta matricei cand factorii serici sunt prezenti, caz in care se
confirma faptul ci semnalele de supravietuire sunt transmise de FAK, fosfatidilinozitol 3- kinaza
(PI3-kinaza) i PKB (Akt/proteinkinaza B). Totusi, cdnd serul lipseste PI3-kinaza si AKT/PKB sunt
implicate in calea FAK-JNK de supraviefuire a fibronectinei. Astfel, semnalele de supraviefuire a
fibronectinei din matricea extracelulari si din ser sunt transduse de FAK via a doua cai distincte (19).

Unirea alternativd a transcriptelor genei fibronectinei da nagtere la forme care includ
segmentul EIIIA (sau ED-A) al fibronectinei. Fibronectinele care il contin se exprima substantial in
timpul embriogenezei §i vindecarii ranilor, mediind schimbiri in adeziunea celulei §i expresia genei
acestei molecule, dar integrinele care cupleazi acest segment nu au fost incé identificate. S-a cartat
epitopul pentru 2 anticorpi monoclonali blocanti, la regiunea C-C a segmentului EIIIA. Secventa
acestui epitop (39PEDGIHELFP48) este asemindtoare cu secventa din tenascin-C la care cupleazi
integrina alfadbetal. De altfel i integrina alfadbetal poate media adeziunea celulei la segmentul
EIITA. Totusi, aceastd interactiune este blocata de anticorpi monoclonali ca si de anti-integrinele
respective.

Mutantele de deletie ale acestui segment ce includ bucla C-C si secventa care o flancheaza,
cupleazi celulele ce exprima fie alfa9betal, fie alfadbetal. Adeziunea celulelor MOLT-3 la segmentul
EIIIA stimuleazd fosforilarea kinazei p44/42 MAP. Observatia ci cele doud integrine cupleaza
segmentul EIILA stabileste un nou mecanism prin care adeziunea celulei la fibronectini este reglatd
prin splicing alternativ (20).

Fibronectina in procesul dezvoltirii
Fibronectina, componentid’ a matricei extracelulare este esentiali pentru dezvoltarea

vertebratelor. Ea formeazid o matrice fibrilard la suprafata celulelor, care controleazi morfologia,
migrarea, proliferarea si alte importante procese celulare. Fibronectina normald si cea mutantd
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recombinatd (rec FN) au fost introduse in cavitatea blastocelici a embrionilor amfibianului
Pleurodeles waltl. O recFN nativdi — FN (A-B) — ca si recFN cu mutatii specifice in domeniul de
cuplare, sunt asamblate in matricea fibrilara, ducdnd la perturbarea in vitro §i in vivo a adeziunii,
disemindrii $i migrarii celulelor. Perturbarea dezvoltirii embrionilor a condus la defecte in modelul
mezodermal si la inhibarea gastrularii. Se conclude ca structura fibrilara i compozitia fibronectinei
matriciale sunt determinante importante ale adeziunii i migrarii celulare Tn timpul dezvoltarii (21).

Matricea extracelulard endometriala moduleaza adeziunea trofoblastului in timpul implantarii
blastocistului la soarece. Activitatea de cuplare a fibronectinei pe suprafata apicald a celulelor
trofoblastului, proces mediat de integrind, este initial scazuta, dar devine substantiald dupd ce
embrionii sunt expusi la fibronectini si reclama legarea integrinei, ceea ce duce la cresterea calciului
liber din citoplasma. Chelatia calciului intracelular prin folosirea BAPTA-AM, a inhibarii proteinelor
dependente de calciu, a PKC(protein-kinaza C) sau a calmodulin atenueaza semnificativ efectul
fibronectinei asupra activitdtii de cuplare. Cresterea directd a nivelelor calciului citoplasmatic cu
ionomicind supraregleaza activitatea de cuplare a fibronectinei, demonstrind cd semnalizarea
calciului este necesard si suficientd pentru adeziunea puternicad la fibronectina. Semnalizarea poate
induce traficul proteinei necesar suprareglarii procesului de cuplare a fibronectinei indus de ligand. Se
sugereaza cd, in timpul implantdrii contactul dintre blastociste §i fibronectind duce la cresterea
calciului intracelular care fartifica adeziunea trofoblastului la matricea extracelulara prin
redistribuirea proteinei (22).

Dezvoltarea specificd a glandei adrenale fetale umane reclama proliferarea, migrarea,
apoptoza si activitatea steroidogenicé specifica zonei. Culturi primare de celule adrenale din glanda
fetala, crescute pe colagen IV, laminina sau fibronectini releva ci morfologia celulelor este afectatd
de mediul de culturd. Matricea extracelulard moduleaza, de asemenea, profilul secretiei steroide a
celulelor fetale. Astfel, colagenul IV favorizeaza secretia corticala dupa stimularea cu ACTH sau
angiotensina II si creste productia de dehidroepiandrosteron cand receptorul AT2 al angiotensinei II
este stimulat specific. Aceste efecte se coreleazd cu schimbarile nivelelor mRNA al 3beta-
hidroxisteroid dehidrogenazei si citocromului P450C17. Din contra, fibronectina si laminina scad
raspunsul celulei la ACTH privind secretia corticald, dar amplifica secretia de androgen. Matricea
extracelulara poate, de asemenea, monitoriza comportarea celulei. Colagenul IV si laminina amplificd
proliferarea celulelor, iar fibronectina creste apoptoza. In concluzie, se demonstreazi ci natura
matricei extracelulare coordoneazid specific ciile steroidogenice si turnoverul celulei in dezvoltarea
adrenalei fetale umane (23).

Celulele epiteliale MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) din rinichiul de ciine crescute pe gel
de colagen in prezenta HGF (factorul de crestere al hepatocitelor) formeaza nefroni ramificati, proces
inhibat de rhodostamina. Plasmalema lor latero-bazala vine in contact cu gelul, iar cea apicala priveste
cdtre lumenul nefronilor. Celulele care miérginesc nefronii produc o membrand bazald incompleta ce
contine un substrat discontinuu de laminin. in plus, plasmalema bazala este ambiata de un strat gros de
fibronectina (FN). Transfectantele care exprimd RNA FN antisens, aratd imunohistochimic un nivel
relativ scdzut de fibronectind sintetizata §i o marcatd scidere a coloratiei nefronilor ramificati,
comparativ cu clona de control. Inhibarea morfogenezei indusa de supraexpresia RNA FN antisens se
manifesta prin scdderea ratelor de crestere gi migrare a celulelor. Se conclude c3, depunerea fibronectinei
pe epiteliul care captuseste tuburile renale (uroteliul) serveste la amplificarea proliferarii i migrarii
celulelor, facilitdnd astfel tubulogeneza ramificata a celulelor epiteliale MDCK (24).

Factori de crestere si fibronectina

TGF §i fibronectina. Sinteza excesiva §i depozitarea proteinelor matriciale de citre celulele
mezoteliale peritoneale umane (HPMC) pot duce la schimbari structurale si functionale in membrana
peritoneald afectdnd pe termen lung eficacitatea dializei peritoneale. Expunerea prelungitd la
concentratii inalte de glucoza in fluidul de dializa stimuleaza major acumularea matricei prin inductia
lui TGFbetal. '
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Cultivate cu concentratie inaltd (30nmol/L) de D-glucoza, HPMC arata volum crescut,
numerosi nuclei i denudarea monostratului, comparativ cu cultivarea lor in concentratie fiziologic
normali de glucozd (Snmol/L). Concentratia inalta induce sinteza de TGFbetal de cdtre HPMC, iar
sinteza de fibronectind este redusa la transcriptie §i translatie. Manitolul nu afecteazd morfologia
HPMC si nici sinteza matricei nu este alteratd. Administrarea emodinului cu glucoza in concentratie
naltd duce la sciderea volumului celulelor, la exfolierea lor, ca si la abrogarea inductiei de TGFbetal.
in prezenta emodinului sinteza fibronectinei indusa de glucoza este redusa in proportie de 40%. Prin
urmare, emodin poate ameliora sinteza matricei indusd de glucoza in HPMC, prin supresia lui
TGFbetal, fiind astfel util in prezervarea integritatii peritoneale in dializa (25).

Proteinuria glomerulard este un factor de risc pentru evolutia insuficientei renale cronice,
contribuind la aparitia fibrozei renale interstitiale. In sclerozele glomerulare diabetice experimentale
se constata trecerea HGF, TGFbetal (factorul de crestere transformant), din plasma in lichidul din
tubulii renali, ambii factori de crestere actionand pe uroteliu prin receptorii plasmalemelor apicale.

Incubarea celulelor uroteliale cultivate cu rhTGFbeta — proteind din matricea extracelulara —
creste moderat expresia colagenului tip 11, dar in functie de doza ii blocheaza expresia. In schimb, cei
doi factori de crestere (HGF si TGFbeta) cresc expresia fibronectinei de pana la 4 ori 5i a PDGF-BB
pani la 6 ori, dar nu a FGF2 (factorul de crestere a fibroblastelor). "

Ultrafiltratul colectat de la gobolanii cu nefropatie diabeticd (24-30 sdptiamani) aratd, de
asemenea, expresia crescuti a fibronectinei §i a PDGF-BB in uroteliul tubului proximal. in prezenta
anticorpilor neutralizanti care blocheaza actiunea HGF si TGFbeta, ultrafiltratul pierde insa, expresia
lui PDGF-BB din celulele tubului urinar. in schimb, in fibroblastele interstitiale renale NRK-49F,
rhPDGF-BB amplifica expresia colagenului tip IIl, dar nu a celui tip I sau fibronectinei. Se conclude
cd, HGF si TGFbeta din ultrafiltratul glomerular contribuie la acumularea interstitiald de proteine
matriciale prin efecte directe pe celulele tubulare, dar §i prin mecanisme indirecte via
PDGF-BB si actiunii sale asupra miofibroblastelor. Aceste evenimente pot fi mecanisme importante
in fibroza interstitiald renald indusd de proteinurie, ca §i pentru progresia acceleratd a insuficientei
renale cronice in nefropatia diabetica si probabil, in alte afectiuni glomerulare proteinurice (26).

TGFbeta2 poate produce pleurezii. S-a comparat eficienta lui i a fibronectinei in aceste
afectiuni induse la iepuri albi neozeelandezi, in urma injectérii intrapleurale. Toate animalele care au
primit TGFbeta2 au contractat boala, in timp ce iepurii care au primit fibronectini, nu. Animalele care
au primit TGFbeta2 produc 1in primele 4 zile, cantitafi mari de lichid pleural, pleura lor aratind
marcate proliferdri ale celulelor fusiforme si depozite de colagen, dar nu inflamatii semnificative sau
proliferari mezoteliale. Tesutul pleural al animalelor care au primit fibronectina arata numai ocazional
depozite fine de colagen. In concluzie, se sugereazi ci mecanismele prin care TGFbeta2 induce
pleurezie nu depind predominant de productia de fibronectini (27).

S-a urmarit abilitatea celulelor stromale din maduva osoasa de a conflua si prolifera in culturi
primare de maduva de la 30 pacienti cu cancer pulmonar netratat (LPC), 27 cu cancer mamar (BCP) si
30 de control (NC), in conditiile in care aceste celule au fost induse sa prolifereze in urma a 4
subculturi continui. S-a evaluat §i productia de IL-1beta, TGFbetal, fibronectind si prostaglandinid
E2 (PGE2) de citre fibroblastele pure. in culturile primare s-a constatat confluenta celulelor la 60%
din cei cu LPC si la 78% din cei cu BCP, comparativ cu 100% din NC. De asemenea, numai
fibroblastele de la 7 culturi LPC 5i 6 BCP aveau capacitate proliferativd in urma celor 4 subculturi.
Nivelele IL-1beta erau sub 10pg/ml la ambele grupe de pacienti, iar nivelele TGFbetal in BCP erau
mai scézute decat valorile de la martori. De asemenea, pacientii aveau nivele semnificativ scizute de
fibronectind in comparatie cu nivelele celor de control. Nivelele PGE2 la cei cu LCP erau mai inalte
fatd de cele de la control. in concluzie, fibroblastele medulare din LCP si BCP sunt defective in
privinta capacitétii proliferative si de confluenta si in consecinta, aceastd deficientd poate fi asociata
cu alterarea productiei de IL-1beta, TGFbetal, fibronectini si PGE2 (28).

Efectul inhibitor al cefarantinei (alcaloid) asupra productiei de fibronectini in celulele
mezangiale de la sobolan stimulate cu factorii de crestere PDGF sau TGFbeta consti in urmitoarele:
stimularea cu PDGF induce cresterea cantitativa a fibronectinei, in timp ce pretratarea cu cefarantini
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o supreseazd aproape complet. in functie de doza, alcaloidul inhiba tirozinfosforilarea catorva
proteine, inclusiv R-PDGFbeta in celulele stimulate cu PDGF, ca si activitatea tirozinkinazei
receptorului . prestimulat cu PDGF. Alcaloidul supreseazd productia de fibronectind stimulatd de
TGFbeta la aceeasi dozd. Se conclude ca cefarantina inhibd productia de fibronectind indusa de
factori de crestere, probabil, prin supresia receptorului autofosforilarii (29).

Factorii care stimuleazd celulele musculare netede pentru a produce proteine ale matricei
extracelulare incd nu se cunosc, desi 60%-80% din placa hiperplazica a intimei vasculare mature este
compusa din aceste proteine. De accea s-a urmarit productia de fibronectina — componentul major al
matricei — §i raspunsul sdu la variati factori de crestere, citokine si alte proteine matriciale care sunt
eliberate in timpul injuriei vasculare. Astfel, dupd 72 ore de stimulare cu TGFbeta acesta are efectul
cel mai profund asupra productiei de fibronectina, efect urmat de cel al EGF si colagen tip I. PDGF
(AA, AB, BB), FGF, colagen tip IV si laminina insd, nu au efect. Proteina contractila angiotensina Il
este un stimulent slab al fibronectinei. TGFbeta stimuleazd semnificativ productia timpurie de
fibronectind , in timp ce productia acesteia ca raspuns la EGF si colagen tip I este initial modesta, dar
creste in timp. In concluzie, citokinele, factorii de crestere si alte proteine matriciale au variate efecte
cantitative asupra productiei de proteine ale matricei extracelulare de citre celulele musculare netede.
Cunoagterea factorilor care influenteaza productia de proteine matriciale ar putea permite desemnarea
unor inhibitori specifici care s previna hiperplazia intimei vasculare (30).

CTGF i fibronectina. Factorul de crestere a tesutului conjunctiv (CTGF) este unul din
candidatii care mediazd evenimentele aval de TGFbeta. La sobolani s-a obstructionat un ureter gi s-a
urmirit expresia genei factorilor de crestere TGFbetal, CTGF si fibronectinei (FN), ca si efectul
blocarii CTGF endogen asupra expresiei fibronectinei indusa de TGFbeta in culturi de fibroblaste
renale prin tratarea cu oligodeoxinucleotide (ODN) antisens. Dup@ obstructionarea ureterului se
constatd ca expresia mRNA CTGF este semnificativ suprareglatd de TGFbetal si urmata de inductia
marcatd a mRNA FN. mRNA CTGF este detectat principalmente in ariile fibrotice interstifiale, in
celulele uroteliului si in celulele epiteliale parietale glomerulare din rinichiul al cirui ureter a fost
obstructionat. Celulele interstitiale care exprima mRNA CTGF sunt, de asemenea, pozitive pentru
actina alfa din muschiul neted al ureterului. ODN antisens CTGF transfectat in fibroblastele cultivate
atenueaza semnificativ suprareglarea mRNA si a proteinei FN in comparatie cu transfectia ODN de
control si inhiba sinteza colagenului tip I. Activitatea promotorului FN de la sobolan creste de 2,5 ori
cand este stimulatd de TGFbetal, proces care poate fi abolit prin tratarea cu CTGF antisens. Astfel,
CTGF are un rol crucial in sinteza FN indusd de TGFbeta, sugerdnd cd blocarea lui ar putea fi o
posibila tintd terapeutica in fibrozele tubulointerstitiale (31).

CTGF este cunoscut si ca proteina 2 inrudita cu proteina ce cupleaza IGF si care induce matricea
extracelularad. S-a urmérit dacd CTGF este un mediator autocrin in inductia fibronectinei de citre AGE
(produsele finale ale glicozildrii avansate) care sunt implicate ca factor patogen in fibroza tisulara
diabeticd. Atdt mRNA CTGF cét i proteina sunt suprareglate de catre AGE in fibroblastele dermale
umane in culturd. Astfel, culturi primare de fibroblaste confluente in monostrat tratate cu AGE BSA
sintetic solubil arata la 48 ore cresterea de 4 ori a mRNA FN, iar a proteinei de doud ori, comparativ cu
controlul. Adausul de thCTGF, induce rapid, in functie de doza, nivele inalte de mRNA si proteini FN.
Pentru a testa dacd AGE BSA actioneaza prin CTGF derivat din celule pentru a induce FN, s-a constatat
ca un anticorp neutralizant anti-CTGF atenueaza semnificativ, dar nu inhiba total inductia de citre AGE
a mRNA FN. Se conclude ca inductia FN de catre AGE este mediata partial de suprareglarea CTGF
celular indus de AGE si c3, este dependenta de activitatea PKC (32).

FGF i fibronectina. Celulele pulmonare tip II se atageaza, migreaza si prolifereazi pe o
matrice bogata in fibronectina (FN), in timpul reparirii peretelui alveolar dupi injuria pldmanului.
Interactiunea combinatd celula-substrat via receptorilor integrin si expunerea la factori de crestere
locali initiazd semnalele reclamate pentru proliferarea, diferentierea, reepitelizarea si restauratia
finald a structurii peretelui alveolar. Celulele primare tip II in culturd cupleazi FN, in parte prin
integrina alfaSbetal si ca raspuns la factorii de crestere care induc proliferarea acestor celule, asa
cum este FGF-1 (factorul de crestere a fibroblastelor). Tratamentul cu FGF-1 amplifici adeziunea
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celulelor la FN, efect care se coreleazi cu cresterea expresiei integrinei beta la suprafata celulelor, si
cu formarea structurilor stabilizatoare ale citoscheletului cum sunt extensiile lamelipodiale si fibrele
stres. FGF-1 induce, de asemenea, cresterea incorporarii timidinei in DNA. Laolalta cu fibronectina,
FGF-1 stimuleaza adeziunea, organizarea citoscheletului si cresterea sintezei DNA, influenténd astfel
interactiunea celuld-substrat gi semnalizarea in timpul repararii peretelui alveolar (33).

In culturi, monocitele umane secreti fibronectind (FN) ca raspuns la activarea cu citokinele
pro-inflamatorii. In acest sens, s-au urmirit efectele citokinelor IL-1alfa, IL-6, TNFalfa, IL-4, IL-10,
IL-13 si TGFbeta asupra productiei de FN de catre aceste celule. IL-lalfa, IL-6 si TNFalfa cresc, in
functie de doza, productia de FN, un indicator al activarii monocitelor, 4 ore de tratament fiind
suficiente pentru masurarea productiei de FN. IL-4, IL-10 si IL-13 insa, inhiba puternic productia de
FN indusid de citokine, iar TNFbeta, numai partial. IL-1, IL-5 si TNFalfa, molecule care singure nu
pot induce cantititi substantiale de FN de catre monocitele in cultur, o fac in cazul combinarii lor in
doze suboptime. mRNA FN se exprima astfel atdt in monocitele cultivate cu o singura citokini (in
cantitdti reduse) cit si in cele cultivate cu o combinatie a acestora, chiar in doze suboptime. in
concluzie, activarea in vitro a monocitelor de catre citokine singulare sau combinate, poate fi
suficientd pentru a induce reactii imune sau inflamatorii. in plus se sugereaza ca unele citokine
elaborate de limfocitele T pot regla activitatea monocitelor (34).

Fibronectina in infectiile virale §i bacteriene

Abilitatea virusurilor si bacteriilor de a interactiona cu matricea extracelulard joacid un rol
important in infectivitate §i patogenicitate. Fibronectina este componenta majord matricialda din
structura ganglionilor limfatici care sunt principalul loc de depozitare §i replicare a HIV in faza
cronicd a infectiei.

S-a urmirit daci aceasta fibronectina ar putea afecta abilitatea HIV de a infecta limfocitele.
In aceasta ideie s-a folosit superfibronectina (SFN), o forma multimerici a FN, foarte aseméanitoare in
vivo cu cea matriciala. S-a stabilit astfel ca, HIV-11IIB cupleazi eficient la SFN si ca infectarea cu
HIV a limfocitelor primare CD4+ este amplificata la o magnitudine de peste 1. Infectivitatea creste in
prezenta SFN datorita adezivitatii crescute a HIV la suprafata limfocitelor, facilitind si internalizarea
particulelor virale.

Indepartarea enzimatica a proteoglicanilor de la suprafata celulelor inhibd adeziunea la
limfocite a complexului HIV-1IIIB/SFN , in timp ce anticorpi anti-integrine nu au efect asupra
acestui complex care cupleaza limfocitele. Singur, peptidul Ill-c cupleazi, de asemenea, eficient
complexul si amplifica infectia HIV, desi nu la fel de eficient ca SFN. Gp120 a anvelopei HIV-111IB
cupleazi la regiunea 11II-c a SFN si poate fi importanta in interactiunea virus-fibronectina matriciala.
Se conclude ca, HIV-1IIIB interactioneaza specific cu regiunea 11II-c a FN matriciale, interactiune cu
rol in facilitarea infectiei cu HIV in vivo, in special a ganglionilor limfatici (35).

Interactiunea celuld-matrice extracelulara este reglata partial de integrinele betal si are rol
cheie in reciclarea limfocitelor T si infiltrarea tisulara, in raspunsul inflamator si imun. Infectia cu
HIV poate afecta adeziunea celulelor T-CD4+ esentiale pentru recunoasterea antigenilor striini, ca
si traficul si migrarea lor. In limfocitele T primare infectate cu HIV in vitro s-a urmirit expresia
lantului integrinei betal , CD29 §i CD49c, d si f, ca si cuplarea fibronectinei la celulele T-CD4+ si
productia acesteia de cétre limfocitele T. S-au folosit tulpinele HIV X4 (HIV-1/LAI), RS
(HIV-1/Ba-L) si X4R5 (HIV-2/ROD) si izolatele primare (HIV-1 DAS), HIV-1/THI1) cu
citopatogenitate si replicare diferite. Expresia integrinei betal asupra CD4+ gi CD4- este reglata de
activarea celulelor cu PHA-P si IL-2, dar este neafectatd de infectia cu HIV chiar si la varful
replicarii virale si depletiei CD4+. Similar, cuplarea fibronectinei la celulele T CD4+ nu este
afectatd de infectia cu HIV. Se sugereaza ci limfocitele infectate pot fi extravazate, migrate gi
recirculate in organism, inainte de moartea lor (36).
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Aderenta lui Staphilococcus aureus la tesuturile cobailor este o treapta critica pentru
colonizare si initierea infectiei. Proteinele bacteriei care cupleazi fibronectina (FnBP) sunt implicate
in aderenta si internalizarea acesteia in fagocitele neprofesionale. S-a generat un fragment recombinat
al domeniului ce cupleazé fibronectina (rFnBF), care inhiba potent intrarea bacteriei in celula gazda.
Administrarea intramusculara a rFnBF previne formarea abceselor 1in ranile infectate, in functie de
dozd si potenteazd beneficiul profilaxiei cu cefazolin. Astfel, administrarea exogend a acestui
domeniu reduce riscul formarii abceselor stafilococale si ar putea fi un agent de prevenire a infectirii
rinilor (37).

Proteinele care cupleaza fibronectina ( FnBP) sunt importante pentru atasarea stafilococului
auriu in timpul infectiei. S-a investigat reglarea genelor fnbA si fnbB ale acestor proteine de cétre
situsurile sar si agr din tulpinile Newman ale bacteriei, folosindu-se mutante reglatoare specifice
acestor locuri. S-a constatat ca expresia FnBPA este amplificatd in mutanta agr, dar inhibatd in
mutanta sar si in dubla mutanta sar-agr. Secventa care cuprinde ORF3 localizat amonte de sarA este
esentiald pentru activarea transcriptiei fnbA, care secventd poate modula expresia SarA si/sau
activitatea nivelului post-transcriptional (38).

Streptococcus pyogenes poate fi eficient internalizat de o varietate de celule epiteliale umane.
Abilitatea lui de a intra in celula gazda reclama formarea unui complex dintr-o proteina bacteriand
care cupleazi fibronectina ( cum este proteina M1 sau F1), fibronectina umana si receptorul ei —
integrina alfaSbetal — de pe suprafata celulei epiteliale. Un antagonist non- peptid al integrinei —
SJ755 — poate inhiba internalizarea bacteriei de catre celulele epiteliale ale tonsilei umane si de citre
cele imortalizate — A549 — amplificind astfel efectul bactericid al antibioticelor. Antagonistul
blocheazd cuplarea fibronectinei la celulele epiteliale, ceea ce sugereaza faptul cid integrina este
receptorul major al fibronectinei, deoarece se exprima pe ambele tipuri celulare. Streptococul nu
afecteazd insd, cuplarea fibronectinei de catre proteinele M1 purificate care nu au abilitatea de a se
asocia cu integrina chiar si atunci cand aceasta a fost precuplati de citre fibronectind. De asemenea,
antagonistul blocheazi in vitro formarea complexelor alfaSbetal — fibronectind — proteina M1. Se
conclude ca fibronectina functioneaza ca o molecula punte intre proteina M1 si integrind, si de
asemenea, ca antagonistii integrinei pot amplifica eficacitatea antibioticelor in tratamentul infectiilor
cu Streptococcus pyogenes (39).

Interactiunea lui Streptococcus viridans cu componentele matricei extracelulare joaca un rol
important in patogeneza endocarditelor infectioase. S-a identificat o proteind de la suprafata bacteriei
Streptococcus mutans care cupleaza fibronectina din matrice. Initial s-a constatat ca bacteria adsoarbe
fibronectina solubila din plasmaé, dar cu eficacitate mai scazuta decét o face Streptococcus pyogenes.
Streptococcus mutans insa, in functie de doza, ar putea cupla fibronectina imobilizata. Extractele de
proteine asociate peretelui celular sau de proteine din Streptococcus mutans cupleaza totusi specific
fibronectina printr-o proteind de 130kDa (FBP) care, purificatd §i omogenizata reactioneaza specific
cu un anticorp policlonal de iepure atit in celula, cat si in fractia extracelulard, abundenta proteinei
fiind mai mare in celuld decét in fractia extracelulara. FBP purificata cupleaza specific la fibronectina
imobilizata, in timp ce cuplarea fibronectinei solubile (acoperitd de proteind) se detecteazd numai in
prezenta concentratiilor inalte de fibronectina. FBP purificatd, ca si Ig anti-FBP inhib3, in functie de
dozi, aderenta streptococului mutans la fibronectina imobilizata si la celulele endoteliale ECV304.
Deci, FBP mediaza specific in vitro, aderenta streptococului la fibronectina si celulele endoteliale,
ceea ce confirma si faptul ca Streptococcus viridans adoptd strategii diferite in interactiunea cu
componentele matricei extracelulare (40).

Toxina B eritrogenica streptococala (SPE-B) mutanta, abroga internalizarea dependentd de
fibronectina a lui Streptococcus pyogenes, de catre celulele mamaliene in culturd. Aceasta bacterie
secretd cateva proteine care influenteaza interactiunea sa cu celula gazda. S-a studiat influenta
proteazei secretatd de gena SPE-B asupra interactiunii dintre tulpina mutantd NZ131 (serotip M49) si
celulele mamaliene. Inactivarea genei toxinei amplificd captarea dependenta de fibronectind a
patogenului de cétre celulele ovariene CHO-K1 de hamster chinezesc, comparativ cu tulpina
izogenicad tip-silbatic. Preincubarea celulelor NZ131 mutante cu proteaza purificatd inhiba
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semnificativ captarea patogenului atat de catre celulele CHO-K1, cét si de céatre celulele CHO-pgs745,
efect atribuit abrogarii cuplarii fibronectinei la suprafata bacteriei, proces care nu implica nici
proteina M49 si nici proteina streptococala care cupleaza fibronectina. Pretratarea NZ131 mutantd
SPE-B cu SPE-B nu influenteaza cuplarea fibronectinei de citre celulele CHO- pgs745 mediati de un
polizaharid sulfatat. In concluzie se releva ci proteaza altereaza specific proteinele de la suprafata
bacteriei influentdnd astfel captarea acesteia (41).

Factorul opacitatii serice (SOF) este o proteind mare, extracelulara care apartine
streptococilor din grupul A si are doua functii cunoscute: opacizarea serului si cuplarea la
fibronectina. S-a descris o noud functie a sa §i anume cuplarea la fibrinogen. Utilizdndu-se proteine
SOF recombinate trunchiate si purificate s-a localizat un domeniu de cuplare a fibrinogenului, intr-o
regiune din C-terminus al SOF care cuprinde reziduurile de aminoacizi 844-1047. S-a constatat ca
initial, SOF cupleaza si subunitatea beta a fibrinogenului, iar mutanta SOF cupleazi cu 50% mai putin
fibrinogen decdt o face proteina tip-silbatic. Mai mult, fibrinogenul blocheaza cuplarea SOF la
fibronectina. De aici, ideia ca, fibrinogenul si fibronectina cupleaza la acelasi domeniu din SOF.
Rimane insi de stabilit dacd cuplarea fibrinogenului la SOF contribuie la virulenta streptococilor din
grupul A (42). '

Mycobacterium bovis BCG este folosit in tratarea cancerului intravezical superficial.
Atasarea lui la fibronectina din structura vezicii urinare este necesara pentru medierea raspunsului
antitumoral. S-a identificat un receptor bacterian-proteina de atasare la fibronectind (FAP) — ca un
important mediator al acestui proces. Interactiunea stabila BCG/fibronectind este dependentd de
cuplarea FAP la fibronectind; totusi rolul acestei proteine in atasarea in vivo nu este inca elucidat. S-a
clonat M. bovis BCG FAP (FAP-B) in vivo, demonstrindu-se rolul important al FAP in atagarea
bacteriei la peretele vezicii urinare §i inductia activitatii antitumorale mediati de bacterie. Secvenja de
aminoacizi predicati pentru FAP-B are omologie de 61% cu M.avium (FAP-A) si 71% cu M.leprae
(FAP-L). Anticorpi policlonali anti-FAP M.vaccae (FAP-V) reactioneazd cu toate 3 proteinele
recombinate. Astfel, FAP-B cupleazi fibronectina via regiunile de atagare inalt conservate identificate
anterior pentru FAP-A si FAP-L si inhiba competitiv atasarea BCG la fibronectina matriciala. In vivo,
FAP este necesard pentru atagarea stabild a BCG la peretele vezicii, dar §i pentru expresia activitatii
antitumorale indusa de acesta: de aici, rolul FAP in medierea acestei activitati (43).

Domeniile fibronectinei umane mediaza cuplarea antigenului alfa, cel mai imunopotent
antigen al Mycobacteriilor, care induce imunitate protectiva contra infectiei mycobacteriene.

Antigenul alfa imunodominant al mycobacteriei define un segment care cupleaza fibronectina
si este unic printre tulpinile de mycobacterii. Fragmente de fibronectind generate prin proteoliza sau
prin tehnici cu DNA recombinat arata abilitatea de a cupla antigenul alfa. Fragmentele care contin fie
domeniul C-terminal care cupleaza heparina, fie domeniul care cupleaza constant la antigenul alfa
dupa mutatii, duc la pierderea activititii de cuplare a heparinei si a antigenului alfa. Deci, locul
mutant al fibronectinei, respectiv cel care cupleazi heparina, este si locul principal pentru cuplarea
antigenului alfa. De asemenea, domeniul fibronectinei care cupleaza antigenul alfa poate cupla toate
bacteriile, sugerdnd cd ambele locuri sunt importante pentru infectie (44).

Fibronectina in modelarea si remodelarea matricei extracelulare

Grefe de politetrafluoroetilen de inaltd porozitate s-au implantat in carotidele a 10 cdini.
Acestea au fost pretratate cu fibronectina, sau nu (grefe de control). Grefele au fost apoi prelevate 4-6
sdptamani dupd implant si nu prezentau diferente semnificative intre ele. Aria lipsita de trombusi era
mai extinsi in grefele cu fibronectina, decit in cele de control (86,9% fata de 34,0%). Pseudointima
vaselor era mai bine inlocuitd de tesutul fibros in cazul grefelor cu fibronectina, decit in cele de
control, si apare céptusitd cu o paturd de celule aseminitoare cu celulele endoteliale, iar tesutul
transmural apare vizibil crescut in grefele cu fibronectina fata de cele de control (45).

Cicatricele radiare sunt un factor independent de risc histologic pentru cancerul mamar. Dati
fiind importanta interactiunii stroma-epiteliu in patogeneza acestui cancer s-au studiat cicatricele
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radiare pentru expresia unor factori implicati in formarea stromei vasculare din tumori. Nivelul
expresiei variatelor molecule de adeziune din matricea extracelularad s-a urmirit in 9 cazuri de
cicatrice radiare i s-a comparat cu cel din 15 probe de tesut mamar normal si 4 cazuri de carcinom
mamar ductal infiltrativ. In comparatie cu tesutul mamar normal, cicatricele radiare aratd un numar
crescut de focare vasculare si expresie crescuti a mRNA pentru colagen tipl, fibronectini totala,
extradomeniul A(ED-A)+ al fibronectinei, trombospondin-1, VPF (factorul de permeabilitate
vasculara), VEGF si KDR (receptor care contine domeniul de insertie a kinazei — receptorul endotelial
al VPF). Acest model de supraexpresie a mRNA este similar cu cel prezent in 4 cazuri de cancer
invaziv. S-a conclus astfel c3, existd similarititi intre cicatricele radiare si cancerele mamare invazive,
la nivelul exprimarii mRNA al cétorva factori implicati in formarea stromei vasculare. Se sugereaza
ci, o disturbanta similari exista si in interactiunile stroma-epiteliu la nivelul ambelor tipuri de leziuni,
respectiv cicatricele radiare si leziunile canceroase (46).

In tesuturile inflamate s-a constatat remodelarea extinsia a matricei extracelulare. Astfel,
leziunea celiaca a intestinului subtire se caracterizeaza prin inflamatii insotite de profunde alterdri
morfologice. La pacientii cu asemenea leziuni netratate, s-a determinat distributia izoformelor
lamininei, fibronectinei si tenascinului din biopsii de intestin. In mucoasa normala distributia
izoformelor lamininei defineste 3 zone epiteliale ale membranei bazale, a ciror organizare este
mentinutd si in mucoasa celiacd. Astfel, componente ale lamininei-5 (alfa3si beta3) sunt prezente in
membrana bazala la suprafata epiteliului, lantul alfa2 in criptele profunde, iar lanful alfa5, unic in
mijlocul criptei membranei bazale.

Distributia fibronectinei §i tenascinului in leziunile celiace este astfel similard cu cea din
intestinul normal. Organizarea fibroblastelor pericriptale si catenelor laminei propria din patura
muscularid netedi definitd ca actina alfa a mugchiului, rdiméin, de asemenea, neschimbate in mucoasa
celiacd. Schimbiri majore nu s-au detectat nici in matricea extracelulara din leziunea celiaci (47).

Glandele mamare sunt reglate att structural cit §i functional de interactiunile dintre epiteliu
si matricea extracelulard cu componentele ei glicoproteice majore care trimit semnale pentru
proliferarea si diferentierea celulelor epiteliale mamare. Fragmente proteolitice ale fibronectinei s-a
constatat ca supreseaza cresterea si pot stimula apoptoza celulelor epiteliale mamare de la soarece. In
timpul involutiei glandelor mamare, nivelul total al fibronectinei si fragmentelor sale sunt crescute
atingdnd maximun la 4-6 zile dupi intircare, moment care coincide cu apogeul mortii celulelor
epiteliale. Tratarea celulelor TM-6, o linie tumorogenica de celule epiteliale mamare de soarece, cu
fragmente de fibronectind exogena (FN120) reduce numaérul celulelor si induce apoptoza i activitatea
de degradare a proteazei matriciale. Inhibarea acestei enzime reface viabilitatea celulelor TM-6
sugerdnd ci pierderea celulelor este mediati de activarea acesteia.

Intr-un model tridimensional vizind dezvoltarea glandei mamare se constatd ci, FNI20
reduce dezvoltarea structurilor asemanitoare alveolelor mamare i stimularea structurilor
aseminatoare ductelor mamare de citre mecanisme dependente de proteazi. Se conclude ca in timpul
involutiei post-lactatie, fragmentele de fibronectina pot contribui la pierderea celulelor epiteliale si la
disolutia alveolelor mamare, prin inducerea proteinazelor degradante din matricea extracelulari (48).

Celulele tiroidei sobolanilor Fischer (FRT) organizeazi o matrice a fibrilelor de fibronectini
extracelulara care suferd marcati remodelare vizavi de confluenta culturii celulare. In cazul celulelor
neconfluente fibronectina formeaza o arie fibrilara asociata cu suprafata ventrala a celulelor. Totusi,
in culturile confluente, fibronectina bazald este progresiv indepartatd si substituitd cu depozite de
fibronectina nefibrilari in partile laterale ale celulelor §i anume in regiunile de contact intercelular.

Celulele FRT secreti si exprima pe plasmalema activatori ai plasminogenului tip-tisular, iar in
culturile lipsite de ser plasminogenul induce o rapida pierdere a fibrilelor de fibronectini, proces
drastic redus prin incubarea cu inhibitori ai plasminei. Celulele FRT exprimi, de asemenea, si anexin
II, un receptor al plasminogenului sugerdnd cd activitatea plasminei este asociati cu mediul
pericelular, fapt ce sustine observatia ca o scadere enormad a degradirii fibronectinei apare in
conditiile in care celulele sunt preincubate cu carboxipeptidaza B care previne cuplarea
plasminogenului la celule.
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Activitatea gelatinoliticd a unui echivalent de aceeasi greutate moleculard cu MMP2 este
relevata de zimografia mediului de culturd si de prezenta metaloproteinazelor MMP2 si MMPI
detectate cu imunofluoresecntd pe plasmalema celulelor. in timpul maturarii epiteliului FRT in
‘procesul remodelarii fibronectinei se constata aparitia proteinei tPA activatid dependentd sau nu de
plasmina , ambele fiind activitati proteolitice implicate (49).

In vivo apar natural fragmente de fibronectina care cresc in lichidul sinovial din articulatiile
artritice. Fragmentul de fibronectina 45kDa (Fn-f-45) care reprezintda domeniul de cuplare a
fibronectinei la N-terminal al colagenului, moduleaza expresia de catre condrocitele din articulatie, a
MMP la porcine, in vitro. Stimularea cu Fn-f-45 a condrocitelor cultivate sau explantelor de cartilaj
creste nivelul MMP13, datorat, se pare, mai curdnd sintezei sale decat eliberirii din rezervele
matriciale. Fn-f-45 stimuleazi si sinteza de MMP3 (stromelizinl) atit de citre condrocitele cultivate,
cét si din culturile de cartilaj. Sinteza crescuta a celor doud MMP indusé de acest fragment apare pe
calea unui mecanism independent de IL-1, deoarece receptorul antagonist al IL-1 nu poate bloca acest
proces. In aceste culturi MMP2 si MMP9, gelatinazele nu apar modulate de Fn-f-45. Se conclude ci
acest fragment de fibronectind poate induce un fenotip catabolic in condrocitele articulare, prin
suprareglarea expresiei MMP specifice pentru degradarea colagenului, dar §i aggrecanului din
explantele de cartilaj (50).

Efectele injectarii Fn-f-45 in cartilajul de articulatie din genunchiul iepurilor sunt investigate
vizdnd metabolismul §i degenerarea acestuia. Cartilajele injectate si neinjectate s-au tratat cu anticorpi
anti-epitopului VDIPEN si anti-neoepitopilor NITEGE ai aggrecanului degradat si anti-MMP3. in
cartilajul injectat, celulele care au cuplat fragmentul la 6 si 24 ore sunt cele din zona superioara
superficiala. In ziua a doua, proteina MMP3 apare amplificata si continutul cartilajului in proteoglican
(PG) si ratele sintezei acestuia apar reduse cu 40% si respectiv 70%. Epitopul MMP3 si neoepitopii
VDIPEN si NITEGE apar, de asemenea, amplificati. Ulterior, continutul in PG creste pana la nivele
supranormale incepand din ziua 14 pand in ziua 35 dupd care revine la nivelele normale in ziua 70,
ceea ce se constatd i cu ratele sintezei sale. In cartilajele neinjectate nu s-a detectat Fn-f-45. Se
conclude cd, in acest model de degenerare a cartilajului articular, pierderea PG este urmati de
raspunsuri anabolice supranormale care faciliteaza restaurarea PG (51).

S-a comparat in intervalul de 15-72 ore, forta de adeziune a osteoblastelor din bolta craniana
a nou-nascutului de sobolan, la sticla acoperitd cu fibronectind dupa incubarea lor cu particule de
titaniu, constatdndu-se ci aceasti forti este semnificativ afectati de prezenta particulelor de titaniu. in
schimb, ea nu este afectatd dacad incubatia dureazi sub 4 ore, desi dupa acest interval este relativ
redusd comparativ cu controlul. Coloratia pentru actina-F indica faptul ci particulele de titaniu
ingerate de osteoblaste (ele gasindu-se mai curdnd in citoplasmd decdt pe suprafata acestora),
influenteazi aranjamentul citoscheletului si diseminarea celulelor. in plus, nivelele mRNA pentru
colagenul tip1 si pentru fibronectina sunt semnificativ reduse sub 4 ore dupa expunerea la particulele
de titaniu, comparativ cu nivelul de control. Acest efect se constatid pina la 72 ore. Se apreciaza ca
expunearea directa a osteoblastelor la particule de titaniu poate reduce semnificativ forta de adeziune
a celulelor cu consecinta sciderii activitatii acestora si a expresiei genei fibronectinei si colagenului
tip 1 (52).

S-a evaluat in vitro, in interval de 7296 ore, biocompatibilitatea a 4 faze ale aliajului metalic
dentar, in ideia determindrii ratelor proliferarii fibroblastelor umane cultivate, proces corelat cu
organizarea fibronectinei din matricea extracelulara. S-a stabilit astfel ca, ratele proliferarii sunt direct
corelate cu expresia fibronectinei gi ca un procent ridicat de celule aflate in faza S a ciclului lor arata
predominanta fibrilelor de fibronectina organizata in focare de adeziune. Aliajul cu continut ridicat in
aur se dovedeste cel mai biocompatibila deoarece se comporta intr-o manieri foarte similard cu cea a
controlului. Din contrd, fibroblastele expuse la cel mai inalt continut in argint se comporti foarte
diferit comparativ cu controlul. Aranjamentul fibronectinei impreuna cu ratele proliferarii celulare ar
putea fi util pentru determinarea bibcompatibilitatii aliajelor dentare metalice (53).

Fibronectina, glicoproteind polimorfa multifunctionald intervine semnificativ in pastrarea
homeostaziei. Dupd infarctul miocardic acut (AMI) al ventriculului sting s-a urmirit nivelul
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fibronectinei plasmatice si rolul ei posibil in formarea chiagurilor intraventriculare la 87 barbati, 10
femei si 30 martori. S-a constatat ca nivelele fibronectinei sunt semnificativ mai inalte la cei cu
infarct, decdt la martori, iar trombusi s-au detectat la 20 din cei 97 pacienti. Mai mult chiar, nivelele
fibronectinei erau semnificativ mai inalte la cei cu trombusi intraventriculari, decit la cei fara, desi
nivelele ei plasmatice nu reprezintd un predictor independent de formarea acestora. Se sugereaza
astfel ca, nivelele crescute de fibronectina plasmatica pot fi un risc pentru formarea chiagurilor
intraventriculare dupa AMI (54).

Fibroblastele tegumentare de la pacientii cu sindromul Ehlers-Danlos au defectiv organizatd
fibronectina matriciala. Vindecarea tdrzie a ulcerelor cronice de la picioare este un semn al acestei
afectiuni, care se pare ca poate fi tratata cu dexametazona (dex), un glucocorticoid sintetic (55).

Glucocorticoizii sunt hormoni de stress anti-inflamatorii implicati in numeroase procese
patologice. Incubarea cu dexametazoni a celulelor din stroma prostatei umane duce la proliferarea
marcati a acestora, indeosebi a fibroblastelor. Mai mult chiar, expresia genei fibronectinei si secrefia
proteinei cresc substantial la doze inalte, in timp ce la dozele mici nu au efect. In vitro, celulele
stromei sunt sensibile la dexametazonad care le creste proliferarea si sinteza de fibronectina.
Acumularea locald a glucocorticoizilor poate influenta astfel, in vivo, reglarea cresterii celulare i
sinteza matricei extracelulare in prostata umana gi poate juca un rol in patologia glandei (56).

Proteinele plasmatice fibrinogenul (Fg), fibronectina (Fn), vitronectina (Vn) si factorul von
Willebrand (vWF) cind sunt adsorbite ca proteine purificate pot media adeziunea plachetelor
sangvine la materiale sintetice. Se crede ca Fg are un rol de lider in medierea adeziunii plachetelor la
biomateriale (polistiren) pre-adsorbite cu plasmi. S-a comparat adeziunea plachetelor la suprafete
pre-adsorbite cu plasma normala, plasma depletatd de Fn sau de Vn sau de ambele, plasma de la
donori deficienti genetic in vWF si ser. S-a constatat astfel c3, foarte putine plachete aderd la
suprafetele pre-adsorbite cu ser, in timp ce depletia din plasmd a Fn, Vn sau vWF nu scade
semnificativ adeziunea lor. Reintroducerea Fg exogen in ser, inainte de adsorbtia proteinei restaureaza
adeziunea sugerand cd Fg este proteina plasmaticd majora care mediaza acest proces (57).

in ideia explorarii functiei vasculare a subtipului de receptor al angiotensinei II (ANG H) -
AT(2)R-, s-a generat o linie de celule musculare netede (SMC) care exprima acest receptor — (SMC-
vAT(2). Implicarea lui in motilitatea SMC s-a investigat in aceste celule si in cele de control
(SMC-v) cultivate cu tehnica picaturii de agarozi, fie pe laminina, fie pe fibronectina din matricea
extracelulard, in prezenta losartanului care inactiveaza subtipul de receptor AT(1)R. S-a constatat ci
ambele linii celulare migreaza in afara picaturilor, dar exclusiv pe laminini. Tratamentul cu
angiotensina II inhiba semnificativ migrarea SMC-vAT, dar nu a celulelor SMC-v, efect prevenit insd
de antagonistul lui AT(2)R — CGP-42112A-. Migrarea redusa a SMC-vAT(2) nu s-a asociat cu
schimbari n cresterea celulei, afectarea citoscheletului sau cu expresia actinei, desminei si tenascinei
musculare, dar s-a corelat cu sinteza crescutd si cuplarea fibronectinei. Ambele raspunsuri sunt
prevenite de incubarea celulelor cu antagonisti selectivi ai AT(2)R. Adausul peptidului GRGDTP,
care previne atagarea fibronectinei la celule reverseaza efectul inhibitor al receptorului asupra migrarii
SMC-vAT(2). Se sugereaza ca, AT(2)R inhibd migrarea SMC pe calea sintezei §i cuplarii
fibronectinei celulare (58).

Culturi omogene de celule musculare netede vasculare (VSMC) de la sobolani spontan
hipertensivi produc angiotensina II (ANG II) ca raspuns la cresterea nivelului angiotensinogenului,
catepsinei D si enzimei ce converteste angiotensina (ACE). Schimbarea VSMC din fenotip contractil
in fenotip sintetic duce la cresterea cantitafii de organite sintetice, cu consecinta producerii
proteazelor si factorilor de crestere. Culturi de VSMC de la sobolani Wistar-Kyoto s-au incubat cu un
fragment activ de fibronectind — Arg-Gly-Asp-Ser- pentru 24, 48 si 72 ore dupa sincronizarea ciclului
celular cu 0,2% ser de vitel pentru 48 ore. in functie de doza, fibronectina creste sinteza DNA in
VSMC, sinteza insa inhibatd de antagonistul ANG II — CV-11974R tipl. Imunoreactivitatea ANG
II-like este semnificativ crescut in mediul conditionat din VSMC. in plus, mRNA pentru proteazele
catepsina D §i ACE generate de ANG II sunt crescute de catre fibronectind. Expresia mRNA
TGFbetal, lantului A al PDGF si factorului de crestere a fibroblastelor sunt, de asemenea, crescute de
catre fibronectina.
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Concluzia este ca, schimbarile care insotesc alterarea fenotipului sintetic in culturile omogene
de VSMC induc cresterea expresiei celor doua proteaze care, la randul lor, produc ANG II. Pe de alta
parte, aceste schimbari cresc expresia factorilor de crestere care ulterior induc cresterea VSMC (59).

Angiotensina 11 (ANG II) este implicatd in remodelarea cardiacd, fiind recunoscutd pentru
activitatea ei profibrotica. S-au izolat fibroblaste din ventriculii inimii umane explantate §i s-a adaugat
ANG 1I in prezenta unor antagonisti specifici — R-AT(1) si R-AT(2) — pentru a induce cresterea,
acumularea matricei extracelulare si adezivitatea celulelor. S-a constatat o sciadere a expresiei
R-AT(1) in insuficienta cardiaca progresiva.

In culturi de fibroblaste cardiace umane ANG creste activitatea PK activatd de mitogeni,
sinteza DNA (de 5 ori), nivelul mRNA TGF betal (de doui ori) la doud ore, nivelul mRNA lamininei
si mRNA fibronectinei la 24 ore. ANG II amplifica, de asemenea, expresia activator/inhibitor-1 al
plasminogenului care, la randul lui, inhibd metaloproteinazele ce degradeazd matricea extracelulara.
ANG 1I creste atagarea fibrelor cardiace la colagenul tip 1 si III, ceea ce se asociazd cu cregterea
activitatii kinazei in focarul de adeziune. In concluzie, activarea in inima umani a R-AT(1) initiazi
fibroza, iar ANG II stimuleaza expresia activator/inhibitor-1 al plasminogenului §i adeziunea la
colagen a fibrelor cardiace (60). _

Fibronectinele (FN) sunt glicoproteine adezive care se exprima principalmente in matricea
extracelulard. Sunt molecule polimorfe ale ciror variate izoforme depind de modelul splicingului
alternativ. Izoforma care contine ED-B prezentd in tesuturile fetale si neoplazice (oncofetald sau
FN-B) este consideratd un marker al angiogenezei. Distributia ei s-a analizat folosindu-se anticorpi
monoclonali specifici, Intr-o serie consecutiva de 134 meningioame umane obtinute chirurgical. S-a
constatat cd FN fetala este larg distribuitid in vasele meningioamelor anaplazice, expresia ei fiind
restrictatd in vasculatura tipicd §i absentd in tesutul cerebral invecinat. Expresia fibronectinei
oncofetale in vasculatura meninigioamelor maligne ar putea fi, in vivo, o tintdi a agentilor
angiosupresivi (61).

Oncogena Dbl este un factor de schimbare pentru micile GTP-aze Rho si cdc42 implicate in
polimerizarea actinei din fibrele solicitate (fibre stress) si lamelipode. Dupi adeziunea la fibronectina,
celulele NIH3T3 transformate de Dbl capita o formd poligonald contractati, cu abundente fibre
solicitate, scurte. Din contrd, celulele netransformate capiatia morfologia caracteristica de fibrd blast
organizand o retea regulata de fibre solicitate, lungi. in ambele tipuri celulare se observi si o formi
diferitd de organizare a citoscheletului de actina, implicand in stadiile timpurii de adeziune, activitatea
GTP-azelor. Dupé adeziunea la fibronectind, morfologia celulelor transformate depinde de activarea
lui RhoA si nu a cdc42. In contrast, activarea lui cdc-42 este necesard pentru ca celulele
netransformate s preia forma propriilor fibroblaste. De asemenea, in ambele tipuri celulare se impune
activarea lui Rac pentru a sustine organizarea fibrelor stress, in timp ce activarea lui Rac constitutiv
initiazd “unduirea” §i formarea lamelipodelor. Ca o consecintd a activarii lui RhoA, celulele
transformate exprima activitate inalta a efectorilor Rho (kinazele ROK alfa §i CRIK). In plus, celulele
transformate care exprima constitutiv forma activa a RhoA sunt slab motile pe fibronectina, fata de
cele care exprima constitutiv cde42 activ.

Concluzia care rezulta consta in aceea ca, in celulele NIH3T3 expresia oncogenei ca raspuns la
fibronectind, duce la activarea predominantd a RhoA care suportd forma deosebitd a celulei si
organizarea citoscheletului de actina in fibrele stress, regland in acelagi timp si motilitatea celulei (62).

Gena supresoare de tumori von Hippel-Lindau (VvHL) este fie absentd, fie inactivati in
sindromul cancerului VHL si in majoritatea cancerelor renale sporadice, ea fiind necesard pentru
asamblarea unei matrici extracelulare proprii de fibronectind. Se demonstreazi ca celulele 786-0 de
cancer renal nu pot organiza o matrice adecvatd chiar in prezenta unui exces de fibronectina.
Deoarece formarea adeziunilor integrinelor fibrilare are rol pivotal in organizarea fibronectinei
extracelulare, s-a urmdrit expresia si distributia subcelulard a integrinelor in celulele VHL (-) si in
partenerii lor de tip-silbatic VHL(+) stabil transfectati. S-a stabilit ca, nivelele integrintelor beta-1 si
alfa-v sunt crescute in celulele VHL(-) in comparatie cu transfectantele VHL(+). Pe misuri ce cultura
avanseaza si celulele devin confluente, integrinele alfa-v trec partial in jonctiunile intercelulare ale
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transfectantelor VHL(+) care ulterior formeaza adeziuni fibrilare tip betal si sunt ancorate ferm la
substrat. Din contrd, celulele VHL(-) nu pot asambla asemenea adeziuni, contactele focale alfa-v
ramédnand neschimbate in toate stadiile culturii. Activarea exogeni a integrinelor betal fie cu cationi
divalenti, fie cu anticorpi activanti, restaureaza, in parte, capacitatea celulelor VHL(-) de a asambla
adeziuni fibrilare beta si fibre de fibronectinad. Maturarea lantului integrinei beta este provocatd in
celulele VHL(-) si nu in cele VHL(+). Deci, VHL apare ca un reglator al integrinelor fiind esential
pentru formarea adeziunilor fibrilare betal, ceea ce poate explica organizarea anormald a matricei
extracelulare i motilitatea crescuta a celulelor canceroase renale VHL(-) (63).

Nivelul mRNA TGFbeta3 din probele de leiomiom este de 3,5 ori mai inalt decét in cele de
miometru. Prelevate in timpul fazei secretorii mijlocii, probele de leiomiom arata nivele de 5 ori mai
inalte de mRNA TGFbeta3, decit cele prelevate in timpul fazei proliferative. TGFbeta3 se exprima
astfel in celulele leiomiomului §i stimuleazd direct proliferarea in culturd atdt a acestora céat si a
celulelor miometrului. De aici se sugereaza ca acest factor de crestere poate fi mediator al efectelor ce
stimuleaza cresterea steroizilor sexuali in leiomioame, datorita rolului lui in procesul fibrogenic si in
proliferarea celulelor ce caracterizeaza aceste tumori. $i expresia mRNA FN (fibronectind) este mai
inalta in letomiom decat in miometru (64).

Invazia intercelulard reprezintd migcarea continui a celulelor dintr-un tip de tesut, in alt tip,
fiind caracteristica tumorilor maligne, celulelor sangvine inflamatorii din tesuturile angajate in
miscdrile morfogenetice din embriogeneza normala, dar si in cazuri de remodelare a tesuturilor
normale §i patologice la adult. Invazia se materializeazd in aparitia unei interfete difuze intre
tesuturile contigui. Alternativa invaziei este mentinerea granitelor stabile ale tesuturilor. S-au urmarit
procesele care stabilizeazd contactul interfetelor si care, pe de alti parte, induce destabilizarea
integritatii lor prin cresterea invaziei intercelulare. Adezivitatea intercelulard este mediata, printre
altele, de moleculele fibronectinei matriciale, care in unele cazuri stimuleazi invazia, iar in altele o
previne. Aceste aspecte depind de faptul dacé tesutul invaziv este migrat intr-o matrice extracelulars,
sau daci invazia implicd diverse tesuturi; in primul caz este stimulati invazia, iar in cel de al doilea
are loc stabilizarea interfetelor tisulare in contact prevenind invazia (65).

Fibronectina prezintd un loc functional critic (YTIYVIAL) expus adeziunii celulelor la
matricea extracelulard. Ea contine, de asemenea, si locul anti-adeziv (peptidul III 14-2) care afecteazi
apoptoza si adeziunea celulelor prin subreglarea fosforilarii protein-tirozinei. Peptidul supreseazi
adeziunea mediati de integrina alfaSbetal a celulelor leucemice K562 si HL60 si inhibitorul protein-
tirozin — fosfatazei fenilarsin oxid (PAO) — care blocheazi efectul antiadeziv al peptidului III 14-2.
Expuse la concentratii inalte de PAO, celulele leucemice suferd apoptoza (fragmentarea nucleului si
DNA-ului), care insa este abolita de inhibitorul genistein al TK. Peptidul III 14-2 supreseaza apoptoza
indusa de PAO, in timp ce un peptid de control in care secventa anti-adezivd YTIYVIAL este absents,
devine inactiv. PAO stimuleaza fosforilarea tirozinei proteinelor celulare, respectiv kinaza de
adeziune focala si cea a peptidului inhibat sugerdnd cé@ acest proces reprezintd un semnal timpuriu,
comun pentru adeziune i apoptoza. Locul antiadeziv al moleculei de fibronectind poate juca un rol
crucial intr-o varietate de procese celulare, altele decat adeziunea si apoptoza, prin scaderea reglarii
fosforilarii protein-tirozinei (66).

Limfocitele T CD4+ au rol important in monitorizarea raspunsului imun al gazdei, la cancer,
indeosebi prin interventia criticd pentru aparitia §i extinderea supravietuirii limfocitelor CD8+.
Celulele tumorale retin fibronectina mutanta ca antigen tumoral recunoscut de antigenul leucocitar
uman de histocompatibilitate DR2, restrictat la T CD4+. Acesta gena contine o mutatie care duce la
substitutia lizinei cu acidul glutamic si la aparitia unui nou epitop de celula T recunoscut de T CD4+.
Celulele tumorale cu fibronectind mutanta pierd matricea de fibronectina, ceea ce duce la pierderea
capacititii de formare a matricei extracelulare de fibronectind §i la aparitia potentialului de
metastazare bazat pe modelul migrarii, in comparatie cu cel al celulelor tumorale care exprima
fibronectina tip-silbatic.

Experimente cu linii celulare care exprima stabil cDNA fibronectinei mutante, demonstreaza
ca mutatia punct in fibronectini este responsabila de pierderea vizualizarii ei in matricea extracelulard
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si de migrarea amplificatd a celulelor tumorale. Se conclude c&, produsul unei gene mutante
recunoscut de T CD4+ este direct implicat in metastazele tumorale, ceea ce indicd importanta acestor
limfocite in controlul diseminarii celulelor tumorale la distanta de locurile anatomice primare (67).

In linii celulare de carcinom hepatocelular s-a investigat facilitarea invaziei factorilor de
crestere si a factorilor chemotactici. Celulele de hepatom (PLC/PRFS5 si HepG2) aratid un puternic
chemotaxis in mediul conditionat, cele de cancer pancreatic (SU.86.86) metastazeaza, iar cele de
cancer de colon (LS174T) nu migreazid catre mediul conditionat. Celulele de hepatom secretd
fibronectina, TGFbeta si proteaza catepsina D. Fibronectina induce migrarea lor, iar anticorpii
anti-fibronectini abolesc acest proces. Anticorpii anti-integrina betal opresc, de asemenea migrarea,
celulelor catre mediul conditionat. Anticorpi policlonali anti-TGFbeta si inhibitorii proteazei
(alfa2-macroglobulina si leupeptinul) addugati la mediul de culturd mediaza secretia fibronectinei de
citre celulele hepatomului. Deci, acest factor exogen supreseaza celulele canceroase pancreatice,
amplificd adeziunea la substrat a celulelor hepatomului, crescdnd numarul celulelor viabile. De aici
concluzia ca, tumora (carcinomul hepatocelular) detine un mecanism autocrin forte care permite
celulelor s supravietuiasca si sa prolifereze in conditii cirotice (68).

Supravietuirea §i cresterea independenta de ancoraj sunt doua caracteristici critice ale
celulelor maligne. Adausul factorului de crestere exogen al hepatocitelor (HGF) si prezenta fibrilelor
de fibronectind stimuleaza cresterea independentd de ancoraj a coloniilor de celule carcinomatoase
mamare murine (SP1) care exprima HGF si HGF-R (Met). Tirozin-fosforilarea Met in aceste celule
este crescutd de adeziunea celulard i diseminarea lor pe substratul de fibronectind. Din contrd,
celulele detasate, in absenta serului reduc tirozin-fosforilarea Met si sufera apoptoza in 18-24 ore. in
aceste conditii, adausul de HGF stimuleazd acest proces §i restaureazi supravietuirea celulelor
canceroase. Fibronectina solubila stimuleazi, de asemenea, aceste procese §i coopereaza la raspunsul
de supravietuire cu HGF, inséd nu afecteaza tirozin-fosforilarea Met. Deci, fibronectina actioneaza in
celulele detasate pe o cale independentd de Met. Pe de altd parte, inhibarea activitatii fosfatidil-
inozitol-3-kinazei (PI-3 kinazei), blocheazi sinteza DNA 1in celulele tumorale indusa de HGF. in
celulele detasate se constatd un efect cooperant al HGF si fibronectinei, pentru activarea PI-3 kinazei.
Activitatea acestei kinaze este reclamatid §i pentru superavietuirea celulelor indusd de HGF si
fibronectina, ca §i pentru cresterea independenti de ancoraj a coloniilor. Activitatea kinazelori c-Src
si MEK/2 este totusi reclamata pentru supraviefuirea celulelor. Se conclude ca, PI-3 kinaza este un
efector cheie al supravietuirii celulelor carcinomatoase mamare indusd de HGF si fibronectina in
conditii de detasare, coroborind interactiunea dintre integrini si ciile de semnalizare HGF/Met, in
aparitia cancerului mamar invaziv (69).

Migratia transcelulard a hepatomului ascitic de sobolan (AHI 130 — MMI) printr-un
monostrat de celule mezoteliale cultivate (MCL) este determinati de acidul lizofosfatidic (LPA), care
stimuleazd polimerizarea, fosforildnd lantul usor al actinei §i miozinei, prin activarea cascadei
Rho-kinazei. Motilitatea fagocinetica a celulelor MM1 pe suprafata de sticld acoperita cu fibronectina
nu este totusi, indusd de LPA, desi aceasta este insotita de aparitia celulelor fusiforme si adeziunilor
focale. Integrina betal care este receptorul fibronectinei este exprimati pe celulele MM1. Anticorpi
anti-fibronectina si anti-betal integrina supreseazi remarcabil motilitatea fagocinetica indusi de LPA,
ca si migratia transcelulard prin MCL. Se conclude ca, polimerizarea actinei si fosforilarea lantului
ugor al miozinei prin activarea Rho, sunt procese insuficiente pentru inducerea motilitatii celulare.
Adeziunea mediata de cooperarea fibronectind/integrina betal este insi, necesari pentru fagocinetica
$1 pentru migrarea transcelulara a celulelor MM1 (70).

La soareci dublu deficienti in integrina betal s-a transfectat in celulele Esb de limfom,
mutante betal, i s-a testat capacitatea de metastazare a acestora in ficat si splini, comparandu-se cu
invazia dependenta de integrina alfadbetal in monostrat in vitro si cu adeziunea la fibronectini indusa
de mangan. Deletia a 5 reziduuri C-terminal sau mutatia treoninelor T788 si T789 la alanini
blocheazi invazia gi metastazele, reducand enorm §i adeziunea celulelor cu efecte cunoscute in vitro.
Totusi, mutatiile secventei NPXY a tirozinei are consecinte neasteptate. Astfel, o mutatie Y783F are
efecte limitate asupra invaziei §i metastazirii. Celulele care exprimi o subunitate himerica betalbeta2
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ce contine fenilalanind in secventele NPXY/F adera slab, dar invazia si metastazarea sunt deplin
restaurate la aceleasi nivele ca cele din celulele ce exprima betal tip-silbatic. Se conclude cd, o parte
din functiile domeniului citoplasmatic betal necesar adeziunii celulelor nu este esentiala pentru
procesele invaziei si metastazarii dependente de betal (71).

Reziduurile Arg-Gly-Asp (RGD) de aminoacizi din vitronectini si fibronectina arata afinitate
pentru integrinele alfavbeta3 exprimate in celulele endoteliale vasculare. Cregterea adenocarcinoa-
melor umane de rinichi §i colon poate induce suprareglarea expresiei acestor integrine pe celulele
tumorale pentru invazie §i metastaza, iar neovascularizarea tesuturilor sugereaza potentialul aparitiei
peptidului RGD radiomarcat, ca antagonist al integrinelor pentru spectrul larg specific tumoral (72).

Administrarea BCG (Bacilul Calmette-Guerin) induce expresia inalta a secretiei de IL-6 de catre
celulele carcinomului tranzitional uman. Influenta acestei interleukine s-a evaluat in ceea ce priveste
interrelatiile critice variabile care regleaza tumorile BCG, si expresia integrinei alfaSbetal din tumori.
Linia tumorala umana 253] a fost transfectata cu un vector care contine secventa cDNA IL-6 de lungime
deplina. Hiperexpresia acestui DNA, ca si a proteinei s-a confirmat cu metoda ELISA.

Clonele care exprimau IL-6 s-au investigat pentru expresia integrinei. Astfel, efectul
alterarilor expresiei acesteia pe aderenta celulelor tumorale la fibronectind si a BCG la celulele
tumorale releva cd mRNA subunitatilor alfa5 i betal ale receptorului fibronectinei cresc de 9,4 si
respectiv 125,7 ori 1n transfectantele care supraexprima IL-6, comparativ cu celulele parentale 253J.
Expresia crescutd a acestor mRNA este asociata cu expresia crescutd la suprafata celulelor a ambelor
proteine, cu consecinta afinitatii de cuplare mai mare a fibronectinei si cu aderenta crescutd a BCG la
celulele tumorale.

Se conclude ci, expresia autonoma a IL-6 supraregleaza expresia subunitatilor receptorului
fibronectinei in celuelele carcinomului tranzitoriu, iar expresia crescuti a alfaSbetal creste aderenta
celulelor la fibronectina si a BCG la celulele tumorale. De aici, rolul lui IL-6 in medierea activititii
antitumorale a BCG prin influenta aderentei bacilului la celulele carcinomatoase (73).

Inhibitia diferentiatd a invaziei celulelor de carcinom renal este mediati de fibronecting,
colagen tip IV si laminind. Invazia celulelor canceroase in matricea extracelulard este o treapta
esenfiald in formarea metastazelor, proces in care sunt implicate molecule de adeziune precum
integrinele betal care cupleaza la secventa RGD (arginina-glicind-asparagind) si CD44. S-a urmirit
invazia celulelor liniei CCF-RC1 de carcinom renal in cele 3 componente ale matricei extracelulare i
efectul TGFbeta si [FNgamma asupra acestui proces, evaluindu-se efectul inhibitor al unui anticorp
anti-subunitatea betal a integrinelor (CD29) ca si a unui pentopeptid care include secventa RGD.
Adausul moleculelor mentionate induce cresterea de 5-10 ori a invaziei ce depinde substantial de
prezenta lui betal, fapt demonstrat prin folosirea unui anticorp anti-CD29 sau a unei RGD care
include peptide inhibitoare ale migrarii celulelor, cu aproximativ 88%.

CD44 este mai putin implicat in migrarea dependenta de colagen tip 1V, iar influenta asupra
migrarii dependente de fibronectind si laminina, aproape nu exista. De asemenea, TNFalfa si
IFNgamma nu influenteaza semnificativ expresia CD44 sau CD29 si nu altereaza migrarea celulelor
tumorale. Prin urmare, invazia celulelor cancerului renal este reglata diferentiat de componentele
matricei extracelulare, printre care fibronectina pare sa fie molecula critica. Interactiile moleculare in
acest proces sunt puternic dependente de integrinele betal si de secventa RGD din aminoacizii
corespunzatori (74).

Leucemia limfocitica cronici cu celule B se distinge prin acumularea de limfocite B maligne,
ca rezultat al semnalelor anormale de supravietuire care opereaza in vivo. Adeziunea acestor celule la
fragmentul H89 al fibronectinei — un ligand pentru integrina alfa4betal — previne in vitro, apoptoza
lor spontana. S-a urmarit daca interactiunea integrina alfadbetal/H89 afecteaza raspunsul limfocitelor
maligne la terapia cu fludarabin. Celulele maligne cultivate pe H89 arata, in timpul terapiei, viabilitate
mai inalta decat cele de control (cultivate pe polilizini), pentru toate dozele de fludarabin testate (75).

Interactiunile celuld-matrice extracelulara sunt partial mediate pe calea integrinei betal, care
regleaza supravietuirea, proliferarea, adeziunea si migratia celulelor. Alterarea expresiei integrinei
betal si PK co-localizate, respectiv kinaza legati la integrind (ILK), s-a analizat in liniile A549 si
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SKMES1 de carcinom pulmonar expuse iradierii, in prezenta sau absenta diferitelor proteine
matriciale dependente de integrina betal. Celulele cultivate pe fibronectina si laminina arata o crestre
semnificativd a supravietuirii, in comparatie cu cele cultivate pe plastic. Dupa 48 ore, inductia
integrinei betal si expresia ILK dependente de doza de iradiere §i de matrice, demonstreaza ca
adezivitatea celulelor la cele doua molecule creste de 10 ori fata de celulele cultivate pe plastic,
ambele proteine fiind astfel suprareglate de iradiere. In plus, ele sunt co-localizate cu fibrele de actina
acumulate pe fata citoplasmatica a plasmalemei, in arii bine delimitate.

Radiatiile ionizante induc astfel expresia marcata a celor doua proteine matriciale in ambele
linii tumorale, in functie de matricea folosita. Localizarea subcelulara a fibronectinei si lamininei este
alterata de iradiere, iar radiosensibilitatea celulelor este redusa in prezenta matricei. Celulele ar putea
adera mai puternic prin cresterea densitatii receptorilor suprafetei functionale, prevenind astfel
metastaza. Celulele tumorale intravasculare reglate de integrina betal ar putea adera la endoteliu, ceea
ce este o conditie pentru metastaza (76).

Implicarea gonadotropinelor in reglarea adezivitatii celulelor carcinomului epitelial ovarian
uman s-a investigat pe doud cii, anterior implicate in implantarea metastazelor in peritoneu. Celulele
MLS si OC238 de carcinom ovarian au fost stimulate fie cu hormon luteinizant si/sau cu FSH,
constatdndu-se o adezivitate crescutd la placile de culturd acoperite cu hialuronan, ca si la cele
acoperite cu fibronectind sau cu un derivat al trombinei ce contine peptidul RGD. Stimularea cu
gonadotropina duce la expresia subunititii alfav a integrinei i a CD44 — receptorul hialuronan de la
suprafata celulelor. Pe de alta parte, celulele OC238 nu exprima aceastd subunitate a integrinei §i nu
aratd efect hormonal pe expresia fie a RGD, fie a CD44. Se conclude cd, nivelele ridicate de
gonadotropine pot, in unele cazuri, si faciliteze diseminarea metastazicid peritoneald a cancerului
ovarian, prin cresterea adeziunii celulei, prima treapta esentiala in procesul invaziv (77).
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TROMBOSPONDIN-1
(TSP-1)

Trombospondin-1 este o glicoproteina eliberatd din granulele plachetare alfa ca raspuns la
stimularea cu trombind; este o componentd tranzitorie a matricei extracelulare implicatd in
dezvoltarea i repararea tesuturilor. Este un homotrimer de 420kD, fiecare subunitate constind din
multiple domenii structurale. Expresia proteinei este reglatd de o varietate de factori §i poate fi
degradata pe cai intra- si extracelulare. TSP-1 functioneaza ca o molecula de adeziune celulara si, de
asemenea, moduleaza miscarea, proliferarea celulelor, cresterea axonilor si angiogeneza (1).

Trombospondin-1, proteind multifunctionald cu roluri importante in reglarea functiilor
celulelor vasculare are numeroase domenii exprimate in multiple tipuri celulare. Mutatiile sau
pierderea genelor supresoare de tumori duc la subreglarea expresiei TSP-1 contribuind la dezvoltarea
fenotipului angiogenic tumoral §i, probabil, la metastazare. TSP-1 este un inhibitor natural al
angiogenezei. Peptidele din domeniul procolagen-like si ripiturile tip-1 ale TSP-1, asemenea intregii
proteine, inhibd raspunsul angiogenic in vivo la o varietate de stimuli angiogenici, §i migrarea
celulelor endoteliale in vitro — prin actiunea directa pe acestea. Expresia lui este subreglati in celulele
endoteliale din creierul de soarece transformate de AgTM Polyoma (2).

TSP-1 in tesuturile normale

TSP-1 a fost clonati din odontoblastele mandibulei de la bovine, unde participa la
dentinogenezid. cDNA de 5289pb contine un ORF care codificd proteina de 1170 resturi de
aminoacizi. TSP-1 de la bovine are inalte omologii cu partenerul de la soarece si cu cel uman. Este
detectabil in pozifia predentinei localizati intre dentini si pulpa dentard nemineralizata. In
odontoblaste, dar nu in pulpa dentari sau in gingii, exista nivele inalte de mRNA TSP-1. '

Factorii osteotropici precum calcitriolul si TGF-beta induc TSP-1 la nivelul transcrierii in
celulele clonale ale pulpei dentare de gobolan. Se sugereazi ca TSP-1 are un rol deosebit in
dentinogeneza si/sau in mentinerea dentinei §i a pulpei dentare (3).

in piele, TSP-1 este localizat pe membrana bazala, expresia sa crescind in embriogeneza st in
timpul vindecérii ranilor. Sursele primare pentru tegument ar fi macrofagele si keratinocitele. _

La diferite varste, tegumentul soarecilor prezinti mRNA TSP-1 in celulele mezenchimale
dermale si in fibroblastele mature, fiind reglat in timpul cregsterii postnatale a tegumentului. Se
sugereazd c3 reglarea transcrierii TSP-1 in celulele mezenchimale poate juca un rol important in
dezvoltarea postnatald a tegumentului. Expresia mRNA este o caracteristici a celulelor papilei
dermice a firului de par, cu rol potential in dezvoltarea acestuia (4).

S-a demonstrat ca limfocitele-T exprima TSP-1. Linia limfocitara-T cu TSP are un turnover
inalt, fapt ilustrat de cresterea rapida a brefeldinului si monensimului, in timp ce ciclohexamida tinde
sa scada. TSP-1-T este inmagazinat preferential intracelular §i aratd expresie de suprafata variabila.
Adeziunea celulelor T la fibronectina si colagen tip 1V induce expresia TSP-1 pe suprafata celulelor
via unui mecanism sensibil la brefeldin.

Un anticorp monoclonal anti-TSP-1 inhiba turtirea celulelor T aderente si formarea de
pseudopode §i, de asemenea, are efect inhibitor asupra migrarii celulelor T in absenta TSP-1 exogen.
Deci, TSP-1 endogen este parte a unui mecanism dependent de adezivitatea ce controleazi
diseminarea citoplasmatic a acestuia §i migrarea lui in limfocitele T (5).
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Interactiunea celula-celula si celula-matrice, joaca roluri reglatoare importante in homeostazia
limfocitelor. TSP-1 promoteazd diferentiat adezivitatea acestor celule astfel ca, adezivitatea
limfocitelor T Jurkat la substratul acoperit cu TSP-1 sau cu peptide derivate din acesta, este mediatd
de integrinele betal, CD47 si de proteoglican heparan sulfat. TSP-1 sau peptidele sale stimuleaza
activitatea Ras indusa de CD3 si de tirozin fosforilarea citorva proteine din celulele T.

Semnalele din TSP-1 si peptidele derivate, sinergizeaza diferentiat cu activitatea TCR pentru
a induce fosforilarea linkerului in vederea activdrii T(LAT) si kinazei care regleazd semnalul
extracelular (ERK)1/2, c-jun N-terminal kinaza si kinazele p38.

Fosforilarea ERK in prezenta TSP-1 de lungime deplind este tranzitorie si dependentd de
receptorul-integrinei beta-1. Peptidele derivate din ripiturile tip-1 ale TSP-1 stimuleaza, de asemenea,
fosforilarea MAP-kinazei. Deoarece TSP-1 activeaza si AP1, aceasta poate fi inhibatd de inhibitorul
PD 98059 heparin si kinaza MAP/ERK, oferind o legaturd intre interactiunea moleculei de adeziune
si evenimentele de transactivare din nucleu via ciilor MAP-kinazei. Aceste aspecte au implicatii in
rolul fragmentelor extracelulare de TSP-1 si implicatii ale TSP-1 in reglarea functiilor limfocitelor T
in timpul homeostaziei, reparérii ranilor si altor raspunsuri inflamatorii (6).

TSP formeazi o familie de proteine extracelulare ce cupleaza calciul §i care moduleaza fenotipul
celular. El regleaza atasarea, proliferarea, migrarea si diferentierea in vitro a celulelor. Pentru a i se
stabili functiile in vivo s-a perturbat in genomul soarecelui, gena TSP-1 prin recombinare omoloaga.

Plachetele acestor animale sunt complet lipsite de TSP-1 si totusi agregarea lor indusa de
trombind nu este diminuatd. Soarecii prezintd variate curburi ale coloanei vertebrale de tipul
lordozelor si procente 1nalte de monocite si eozinofile circulante. Creierul, inima, rinichii, splina,
stomacul, intestinul, aorta si ficatul nu aratia anomalii majore. In schimb, in plimani apar la 4
saptimani postnatal, anomalii de tipul pneumoniei acute extinse, cu neutrofile si macrofage si
hemoragie alveolarda difuzi. Mai tarziu, numarul neutrofilelor scade dar creste acut numérul
macrofagelor cu hemosiderind, proces asociat cu hiperplazia epiteliala. Epiteliul cailor aeriene se
ingroasa prin depozitarea colagenului si elastinei. In concluzie TSP-1 este implicat in homeostazia
pulmonara normala (7).

Cuplat la fibronectina sau heparina, TSP-1 suferd modificéri functionale. Cuplarea are loc in
doui trepte care induc schimbiri ce permit conectarea la locul secund. in complex cu fibronectina sau
heparina TSP-1 adoptd conformatia care contine sau nu calciu. Asemenea complexe sunt inalt
rezistente la clivajul cu tPA (activator al plasminogenului tisular), iar daca sunt clivate de alte enzime,
fragmentele de TSP-1 rdman cuplate la celelalte componente ale matricei extracelulare. Aceste
caracteristici au profunda semnificatie pentru adezivitatea plachetelor §i pentru migrarea celulelor in
rinile in care concentratia calciului este redusi (8).

in diferentierea neurotipica indusa de EGF in celulele TC-1S derivate din stroma timici, celule
care contin printre numeroase gene cunoscute, §i gena trombospondin-1 ca mediator al diferentierii
neurotipice, EGF creste nivelele mRNA si TSP-1. TSP-1 exogen poate amplifica in aceste celule
cresterea prelungirilor neurit-like ca si expresia neurofilamentelor si moleculelor de adeziune neurala. Se
sugereazi ci suprareglarea sintezei TSP-1 indusa de EGF contribuie la diferentierea celulelor epiteliale
timice catre soarta neurald, reminiscenta a originii lor in creasta neurala (9).

Asa cum s-a mentionat, TSP-1 este important in adezivitatea si agregarea plachetelor in
inflamatii, interactiunea celuld-celula, angiogenza si in proliferarea celulelor musculare netede.
Expresia lui creste rapid odata cu injuria celulei. Se crede ca joaca un rol si in dezvoltarea hiperplaziei
intimei aortei de iepure. In vitro, anticorpi anti-TSP-1 inhiba proliferarea celulelor musculare netede
indusda de PDGF si colesterol. Hiperplazia este insa mai marcatd in probele de la iepurii
hipercolesterolemici care au suferit angioplastie, unde TSP-1 este semnificativ mai ridicat decat la cei
cu dieta regulati si care nu au suferit angioplastie. in concluzie, se confirma ipoteza ca TSP-1
contribuie la aparitia hiperplaziei intimei sugerdnd ci arterele agresate de hipercolesterolemie
supraexprima TSP-1 (10).

In cultura, celulele tiroidiene au capacitatea de a organiza foliculi in structura tridimensionala
specifica tiroidei, ca raspund la TSP-1. Hormonul stimulator al tiroidei (TSH) promoteaza formarea
foliculilor si inhibd productia de TSP-1. Dimpotriva, ester forbol (12-O-tetradecanoil forbol 13 acetat)
s1 TGF previn formarea foliculilor indusa de TSP-1, crescand putin sinteza acestuia. Se sugereazi ca,
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controlul formarii foliculilor tiroidieni poate opera, cel putin in parte, prin reglarea productiei de
TSP-1 care actioneazi ca un modulator al proteinelor de adeziune intercelulara, fiind astfel implicat in
morfogeneza foliculilor tiroidieni (11).

Muskelin este o proteind identificata la periferia a numeroase tipuri celulare. In celulele
aderente C2 C17, supraexpresia acestei proteine promoteaza atasarea celulelor la domeniul C-terminal
al TSP-1, altereazi mecanismul atagdrii la TSP-1 intact si se coreleazi cu formarea redusa a
microspiculilor de fascin §i cu cresterea indusa de celulele aderente la TSP-1 a contactelor
ansamblelor focale. Atasarea si diseminarea celulelor, ca §i organizarea citoscheletului sunt reduse
specific in celulele care adera la TSP-1 dupa depletia antisens a muskelin (12).

“Receptorul” CSVTCG TSP-1 si receptorul CD36

TSP-1 este elaborat de celulele endoteliale, fibroblaste §i macrofage. Domeniul siu unic de
cuplare CSVTCG (cisteina-serina-valina-threonina-cisteina-glicind) joaca un rol important in cuplarea
celulelor si in modularea proceselor celulare. in ranile de pe pielea fetali s-a urmirit evaluarea
histologica §i cantitativi a TSP-1 si a gamma receptorului siu CSVTCG. Animalele gestante au
suferit laparatomie §i histerectomie. La a 65-a zi de gestatie (nagsterea are loc in a 145-a zi) s-au
practicat incizii pe pielea spatelui fetal si rdnile au fost excizate la 1, 3, 7, 21 si 28 de zile, iar uterul si
laparatomia au fost inchise. TSP-1 aratd un varf timpuriu in timpul reparirii pielii fetale, urmat de o
scidere treptatd. Receptorul CSVTCG arat3, de asemenea, o sciddere inceatd in expresia sa in timpul
repardrii fetale. Intre probele incizionale si excizionale nu apar diferente semnificative, in timp ce
diferente temporare si histologice existd in localizarea si expresia TSP-1 si recptorului sdu in timpul
repararii ranilor fetale. In tesut, TSP-1 apare suprareglat timpuriu, ceea ce corespunde cu rolul siu in
interactiunea celuld-celuld §i in potentarea activitdtii factorilor de crestere. TSP-1 moduleazi, de
asemenea, matricea in stadiile timpurii ale repararii, depozitat fiind de cétre plachete. Potentarea
activitatii proteazei asociata celulei, de catre TSP-1 suporta turnoverul tisular i matricial, activitate ce
poate elimina formarea cicatricei, facilitind mitozele i migratia celulelor, ca si aderenta TSP-1 la
membranele acestora. Expresia receptorului CSVTCG scade in timpul reparirii fetale pe masura ce
celulele migreazi catre suprafata epiteliald, sugerdnd un rol semnificativ al acestuia in maturarea,
diferentierea si epitelizarea keratinocitelor (13).

Factorii de crestere au un rol crucial in reglarea proliferérii celulare §i degradirii matricei in
procesul vindecirii ranilor §i in cancer. TSP-1 si receptorul sau specific (CSVTCG) joacd un rol cheie
in invazia celulara si in degradarea matricei in diferite carcinoame. In vindecarea ranilor, se exprima
foarte timpuriu in stroma, dupa care declind. Receptorul lui TSP-1 este localizat pe noile vase §i pe
celule Tnalt proliferante (fibroblaste, celule bazale) nivelele sale raimanand relativ constante. Celulele
canceroase i microvasele asociate tumorii exprimd TSP-1R, in timp ce TSP-1 este localizat
predominant in stroma asociatd tumorii. in urma determinirilor efectuate pe rani fetale, pe arsuri la
adult si pe diferite malignitati umane, s-a sugerat ca TSP-1 si receptorul siu detin un rol critic in
vindecarea réanilor si in cancer §i, de asemenea, cd intervin important in progresia cancerului mamar.
De aceea poate fi considerat un antigen de semnalizare a bolii canceroase (14, 15).

TSP-1 poate potenta progresia tumorilor mamare la soareci, metastazele acestora fiind
stimulate de el si inhibate de anticorpul anti-TSP-1. De asemenea, el induce adeziunea, migrarea si
invazia celulelor tumorale, dar si angiogeneza intr-un model al aortei de soarece. Supraregleazi
sistemul activator al plasminogenului, printr-un mecanism care implici activarea TGF beta-1.

Tumorile umane exprima nivele crescute de TSP-1 §i receptorul siu specific CSVTCG,
stroma tumorala fiind foarte bogata in TSP-1. Pacientii cu cancer prezinti inalte nivele de TSP-1 si
slaba lor supravietuire se coreleaza tocmai cu expresia inaltd pe celulele tumorale a acestuia, ca si a
receptorului sdu. De aici concluzia ca, TSP-1 promoteaza progresia tumorala (16).

Celulele MDA-MB-231 de carcinom mamar exprima nivele crescute de un nou receptor TSP
(TSP-1R) care adera in vitro la TSP-1. Numai 10% din celulele de control sunt inhibate de anticorpi
anti-TSP-1R, care inhiba si in vivo progresia acestui tip de cancer. Soarecii tratati cu anticorp IgG sau
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cu solutie salind releva diseminarea intraperitoneald a tumorii. Se sugereaza astfel cd TSP-1 si
receptorul sdu joaca un rol important in progresia cancerului mamar (17).

Folosirea unei serii de proteine de fuziune care leagd aproape toate moleculele de TSP-1 a
demonstrat ca celulele ovariene K1 de hamster chinezesc (CHO) se ataseaza puternic la N-terminal al
TSP-1 si nu la domeniul C-terminal sau la ripiturile 1, 2 si 3. Pe de alta parte, atasarea la N-terminal a
celulelor CHO5745 defective in glicozaminoglicani (GAG) de la suprafata lor, scade cu 47% in
comparatie cu celulele CHO K1, indicand prezenta locurilor de adeziune celulara dependente de GAG.
Proteina sintetizatd cu reziduurile 79-84 (MKKTRG) suporta atasarea celulelor CHO cénd sunt
indepartate secventele KKTR care cupleaza heparina, apdrand mutanta cu QNTR si constatdndu-se o
scadere cu 36% a atasarii celulelor CHOK 1 la N-terminal al TSP-1. Prin urmare, adezivitatea celulelor la
acest terminus este dependentd de GAG si de anumite reziduuri ale N-terminal TSP-1 (18).

Saliva de la om si primate neumane intirzie infectivitatea cu HIV-1 in vitro §i in vivo.
Deoarece trombospondin-1 (TSP-1)-glicoproteina trimericd cu inaltd greutate moleculard — este
concentrat in saliva, si poate inhiba infectivitatea diversilor patogeni in vitro, urmarindu-se astfel
supresia infectiei cu HIV-1..

TSP-1 radiomarcat recombinat cu secventele ripit tip-1 CSVTCG, cunoscute ca locuri de
cuplare la receptorul TSP-1 CD36, cupleazi direct gp120. TSP-1 si proteinele de fuziune ce au
domeniul de cuplare la CD36 pot competitiona cu cuplarea lui CD4 solubil radiomarcat pentru a
imobiliza gp120. In paralel, TSP-1 purificat inhiba infectia cu HIV-1 a mononuclearelor din sangele
periferic, a liniilor de promielocite si a celulelor T transformate.

Nivelele de TSP-1 reclamate pentru agregarea virald si blocarea directd a infectiei cu HIV-1
sunt fiziologice, iar afinitatea depletiei TSP-1 salivar abroga peste 70% din efectul inhibitor al salivei
asupra infectdrii cu HIV-1. Specificitatea caracteristicdi de cuplare TSP-1-gp 120 sugereazi un
mecanism de blocare directd a infectiei HIV-1, care ar putea fi exploatat pentru intirzierea
transmiterii HIV, via mucoaselor (19).

Vascularizatia mucoaselor este determinata de echilibrul dintre variatia factorilor angiogenici §i
angio-inhibitori din stroma tumorilor canceroase. Receptorul trombospondin-1-CD36 este structura de
adeziune celulara care interactioneaza cu ligandul TSP-1. Urmarindu-se corelatia dintre expresia TSP-1,
CD36, vascularizatia si progresia a 65 cancere de colon, s-a constatat ca la 27 din cazuri exista diferite
nivele ale expresiei genei TSP-1. Expresia CD36 s-a detectat in 33 cazuri fiind semnificativ corelatd cu
scaderea vascularizirii stromei. Astfel, cancerele de colon care exprima CD36 au un prognostic mai bun.
Nivelele expresiei TSP-1 nu afecteaza expresia CD36. Se sugereazi ca expresia CD36 care scade
vascularizatia stromei este corelata cu progresia mai inceata a acestui tip de cancer (20).

TSP-1 amplificd eliberarea IL-6 din monocitele umane U937 stimulate cu forbol miristat
acetat si LPS, inhiba eliberarea IL-10, iar fragmentele de 70kD de TSP-1 care contin ripituri de tip-1
au acelasi efect reglator. Eliberarea completd a IL-6 de catre TSP-1 este inhibatd de anticorpi anti-
CD36 sau de anticorpi anti-secventa locului de cuplare la CD36 a ripiturilor TSP-1 tip 1.

Implicarea TGF-betal in eliberarea IL-10 de catre TSP-1 este sustinutd de faptul ca TSP-1
induce activitatea TGF-betal produs de celulele U937. Adaugat, TGF-beta 1 exogen inhiba eliberarea
IL-10, iar anticorpii anti-TGF-beta | blocheazi inhibarea acesteia de citre TSP-1. Se sugereazi ci
TSP-1 amplifica eliberarea IL-6 din macrofage prin interactiunea cu CD 36, in timp ce eliberarea IL-
10 este reglata de echilibrul dintre efectul amplificator al TSP-1 via CD 36 si efectul supresor al TGF-
beta 1 activat de TSP-1 (21). Deci, ceea ce numesc unii cercetétori receptor CSVTCG este de fapt
numai un domeniu de cuplare a moleculei TSP-1, adevaratul receptor al TSP fiind CD 36.

TSP-2

Trombospondin-2 (TSP-2) si trombospondin-1 - (TSP-1) sunt proteine matriciale
multifunctionale codificate de gene separate. TSP-1 se detecteaza 1in inima si epiteliul intestinal al
embrionilor de soarece de 10 zile (E10), in megacariocite in E11 gi in plamani in E14.
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In mezenchim, in cartilaje si oase, TSP-2 nu se detecteazd inainte de ziua a 14-a. Distributia
sa este diferitd, dar se i suprapune cu TSP-1. In cartilaj TSP-1 este in cantititi reduse in matricea din
jurul condrocitelor zonei de crestere, in jurul condrocitelor care sufera diferentierea si hipertrofierea,
pe cind TSP-2 este absent. Cele doud proteine se exprima insa, in centrele de osificare de membrana
ale oaselor craniului, in dermul profund, pe suprafata apicald a epiteliului nazal, si in muschii
scheletici. Ariile colorate exclusiv de TSP-2 includ pericondrul cartilajelor nazale, mandibulei in
formare si glanda adrenala. Localizarea distincta a proteinelor TSP-1 si TSP-2 indicé faptul ca au
functii specifice in timpul vietii embrionare la soareci (22).

TSP-2 este ca si TSP-1 o glicoproteind matriciald care are rol in angiogeneza primari. S-a
urmirit efectul biologic al expresiei TSP-2 asupra cresterii tumorale si angiogenezei in celulele
carcinomului scvamos uman A431 care nu exprima TSP-2. Acestea au fost stabil transfectate cu un
vector care exprimd TSP-2 murin sau numai cu vectorul. Celulele care exprima TSP-2 nu au rata de
crestere alteratd, formarea de colonii stabile §i nici susceptibilitatea de a induce apoptozi in vitro.
Totusi injectarea clonelor TSP-2 transfectate in dermul soarecilor nuzi duce la inhibarea marcata a
cresterii tumorii care este semnificativ mai puternica decat cea a clonelor A431 stabil transfectate cu
un vector care exprimd TSP-1, iar supraexpresia combinatd a TSP-1 si TSP-2 previne complet
formarea tumorii. In tumorile care exprima TSP-2 se constati arii extinse de necrozi, iar densitatea si
dimensiunile vaselor tumorale este semnificativ redusa, desi celulele tumorale care exprima factorul
tumoral angiogenic major (VEGF) s-au mentinut la nivele inalte. De aici concluzia ca, TSP-2 este un
inhibitor endogen potent al cresterii tumorale §i angiogenezei (23).

Vascularizatia stromei tumorale este un factor major implicat in progresia carcinoamelor;
proces care ar putea fi reglat de diferite citokine produse de celulele neoplazice sau de celulele
stromale. TSP-1 are rol inhibitor al vascularizatiei in vitro.

Expresia TSP-2 este semnificativ scidzutd in NSCLC (non-small cell lung cancer) comparativ cu
tesutul pulmonar extraneoplazic. Vascularizatia celulelor carcinomatoase se coreleazi invers cu expresia
genei TSP-2. Pacientii cu adenocarcinom care exprimad TSP-2 arati o evolutie mai buna, decit cei la care
TSP-2 nu se exprima. Se sugereaza astfel ci proteina inhiba vascularizatia tumorii (24).

Cum mentionam, cele doud subtipuri de trombospondin (TSP-1 si TSP-2) au rol inhibitor in
angiogeneza in vitro. Din 61 cancere de colon, 38 exprima TSP-2, iar incidenta metastazelor hepatice
este semnificativ mai redusd decit la pacientii la care TSP-2 nu se exprimi. Pacientii care exprima
TSP-2 au asociate si izoforme de VEGF-189. Tumorile de colon TSP-2 (-)/VEGF189 (+) au un numar
semnificativ crescut de vase, stroma densd §i un prognostic mai sumbru decit cele cu TSP-2(+)/
VEGF189(-). Se sugereazi cd metastazele acestui tip de cancer sunt determinate de angiogeneza ce
rezulta din echilibrul dintre factorul angiogen-inhibitor TSP-2 si cel angiogenic VEGF-189 (25).

TSP si angiogeneza in tesuturile normale si tumorale

Inhibitia angiogenezei de citre TSP-1 este mediata de doud regiuni independente din ripiturile
de tip 1. Activitatea sa antiangiogenica a fost stabilita in partea amino-terminala a proteinei, in
regiunea procolagen a ripiturilor de tip 1.

S-a evaluat specificitatea si eficienta diferitelor regiuni ale TSP-1 asupra angiogenezei
membranei corioalantoidiene si proliferarii celulelor endoteliale, folosind fragmente recombinate ale
proteinei. Fragmentele cu ripiturile de tip 1 secundare §i tertiare, dar nu regiunea procolagen inhiba
att angiogeneza, cat si proliferarea celulelor endoteliale. S-au definit doud secvente care supreseazi
independent angiogeneza; capitul amino-terminal al ripiturilor tip 1 arati potentid mai inalta de
inhibare a angiogenezei condusa de FGF-2, in timp ce regiunea secundi blocheaza in mod egal
angiogeneza condusd atat de FGF-2 cit si de VEGF.

Inhibarea cresterii xenogrefelor de tumori mamare la soarecii nuzi este independenta de
secventa care activeaza TGF-beta localizat in ripitul secund tip 1. Se conclude ci ripiturile tip 1 ale
TSP-1 contin doua subdomenii care pot inhiba independent neovascularizatia. S-au identificat si doua
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cii independente prin care TSP-1 poate bloca semnalele angiogenice ale FGF-2 si VEGF pe cclulele
endoteliale (26).

Celulele epiteliale ale prostatei secretd numeroase molecule care regleaza angiogeneza,
secretii anti-angiogenice datorate TSP-inhibitor; acesta este insa scdzut in secretiile pro-angiogenice
eliberate din celulele prostatice hiperplazice benigne ca si din cele canceroase. Activitatea
pro-angiogenicd depinde primar de FGF-2 si/sau de VEGF a caror secretie este crescuta. Astfel, in
timpul progresiei tumorii prostatice, productia TSP-1 — inhibitorul major — este sub reglata in timp ce
a FGF-2 si/sau VEGF creste ducadnd la inductia unor noi vase necesare cresterii tumorii (27).

Mentionam cd@ TSP-1 este o proteind a matricei extracelulare care inhiba proliferarea si
migrarea celulelor endoteliale,dar §i angiogeneza. S-a urmarit rolul TSP-1 in neovascularizatia retinei
ischemice. Astfel, intr-un model murin de neovascularizare a retinei, mRNA TSP-1 creste in a 13-a zi
postnatala atingdnd un vérf de trei ori mai mare in ziua a 15-a, ceea ce corespunde tocmai momentului
neovascularizarii. Expresia marcatd a TSP-1 se constati in endoteliul neovascularizat in special in
celulele adiacente ariei retiniene neperfuzate. Se sugereaza de asemenea, cd VEGF joaca un rol major
in neovascularizarea retinei indusa de ischemie.

Proliferarea celulelor endoteliale induse de VEGF este complet inhibata de TSP-1 exogen, iar
daca se aplica un anticorp anti-TSP-1 proliferarea creste cu 35,5%. In retina ischemici’ endoteliul
neovascularizat stimuleaza deci cresterea TSP-1, iar VEGF stimuleaza inductia TSP-1 endogen care
inhiba cresterea celulelor endoteliale. Inductia TSP-1 mediata de VEGF in angiogeneza indusa de
ischemie poate fi astfel un mecanism de feed-back negativ (28).

VEGF este un puternic mitogen angiogenic ce intervine in variate conditii fiziologice.
Activitatea sa angiogenicd in vivo este reglatd de inhibitori extracelulari, deoarece este produs si in
tesuturi avasculare precum cartilajul. Factorul de crestere a tesutului conjunctiv (CTGF) cupleza
specific la VEGF165 cu doud clase de locuri de cuplare. Interactiunea aceasta inhiba cuplarea
VEGF165 la celulele endoteliale si imobilizeaza factorul KDR/IGE care este o proteina recombinanti
pentru receptorul VEGF165. Celulele endoteliale cu CTGF de lungime deplina i mutanta de deletie
care contine domeniul TSP-1, inhiba semnificativ in vitro angiogeneza indusid de VEGF165 in forma
complexd. Deci VEGF165 cupleazi la CTGF via interactiunii proteini-proteind sugerdnd ca
activitatea sa angiogenici este reglatd negativ de CTGF din mediul extracelular (29).

Examinarea expresiei TSP-1 (inhibitor al angiogenezei ) vizavi de VEGF, (factor angiogenic),
in tumorile solide de prostati, a stabilit relatia dintre cele doud proteine si statutul p53. S-a analizat
imunohistochimic expresia TSP-1, VEGF si p53 in 82 probe: 23 de hiperplazie prostatica benigna, 22
de cancer prostatic localizat §i 37 cu metastaze. Sapte pacienti din cei 37 cu metastazi au primit
terapia deprivativd de androgeni. Gradul de crestere a tumorilor s-a evaluat imunohistochimic in urma
analizei relatiei dintre expresia TSP-1, VEGF si p53. S-a constatat o inltd expresie a VEGF si
semnificativ mai scdzutd a TSP-1 in cazul cancerului prostatei, decét in cazul hiperplaziei benigne. De
asemenea, expresia TSP-1 este semnificativ mai scazutd in metastaze decat in tumora primara; de aici
reiese o corelatie semnificativa intre statutul VEGF si p53 dar nu si in cazul expresiei TSP-1. In
concluzie, factorii care intervin in neoangiogeneza, VEGF §i TSP-1, sunt importanti in aparitia si
progresia cancerului de prostata, activitatea lor putand fi influentata de statutul lui p53 (30).

Colangiocarcinomul este relativ hipovascularizat, in contrast cu carcinomul hepatocelular
care este inalt vascularizat. Piese chirurgicale de ambele tumori aratd nivele de mRNA TSP-1
semnificativ mai nalte in colangiocarcinom decét carcinomul hepatocelular. Din contra ratele privind
nivelele mRNA VEGF se coreleaza cu carcinomul hepatocelular. Cresterea relativd a TSP-1 si
scaderea relativda a VEGF in tumori, comparativ cu tesuturile normale, pot sublinia angiogeneza
limitata in cazul colangiocarcinomului. Gena p53 nu afecteza expresia TSP-1 in colangiocarcinom si
nici a VEGF in carcinomul hepatic (31).

Urmarindu-se efectele TSP-1 asupra pasajelor seriale de xenogrefe de gliom uman M-229,
xenogrefe care il supraexprimi, s-a analizat cresterea §i vascularizarea acestora. Persistenta
supraexpresiei TSP-1 se confirma dupa 3 pasaje seriale de mici tumori xenogrefate de celule stabil
transfectate cu clonele C9 si C7 de cDNA-TSP-1, sau cu vectori de control (clonele A7-A9) la
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soarecii nu/nu imunodeficienti. Supraexpresia TSP-1 inhiba semnificativ cregterea tumorii, dar totusi
nu previne atingerea unor dimensiuni mari ale acestora (32).

Dezvoltarea carcinomului tegumentar se crede ca se coreleaza cu mutatii in p53 §i gena ras, ca
si cu pierderea cromosomului 9, desi s-a demonstrat cé §i pierderea cromosomului 15 poate fi un
defect genetic relevant. Reintroducerea unei copii a cromosomului 15 in celulele carcinomului
tegumentar uman SCL-Ia condus dupa injectarea subcutana la soareci, la supresia tumorii.

Transfectia TSP-1 cartata pe cromosomul 15q15 induce, de asemenea, supresia tumorii.
Tumorile ezitante rdmin ca mici chisturi incapsulate de stroma ambiantd si de vase de sange.
Chisturile se caracterizeaza prin depozite crescute de TSP-1 matricial la granita tumord/stroma si prin
lipsa totald de vascularizare a tumorii. Coinfectarea oligonucleotidelor anti-sens TSP-1 reduce
dramatic expresia acestuia si aboleste aproape complet depunerea celui metricial la granita
tumora/stroma. Se sugereaza ci TSP-1 este un potential supresor tumoral de pe cromosomul 15, care
actioneaza ca o barierd matriciald la granita tumord/stroma §i care, prin vascularizarea tumorala
ezitanta previne invazia celulelor tumorale prevenind astfel expansiunea tumorii (33).

Analiza rolului timidin-fosforilazei §i TSP-1 1in angiogenezd §i in prograsia
colangiocarcinomului intrahepatic, a demonstrat ci in 26 cazuri (38,8%) enzima se exprima pozitiv §i
se coreleazd semnificativ cu invazia vasculard, cu permeabilitatea limfaticelor, cu invazia
perivasculara §i cu metastazele ganglionare, iar 34 (50,7%) din cazuri se coreleaza cu expresia TSP-1.
Statutul microvascular este semnificativ inalt in cazurile cu TSP-1 negativ. Se conclude ca statutul
timidin-fosforilazei §i TSP-1 scazut in colangiocarcinoame pot amplifica agresivitatea acestora (34).

Angiogeneza este un proces cheie in cresterea §i metastazarea tumorilor, iar densitatea
microvaselor influenteaza progresia carcinomului de endometru. Densitatea macrofagelor asociate
tumorii §i expresia VEGF ar putea stimula formarea vaselor, proces inhibat de TSP-1.

In analiza de regresie cox, expresia moderata sau marcati a VEGF este semnificativ asociati
cu densitatea inaltd a microvaselor §i cu numarul crescut de macrofage in tumorile agresive (35).

Extravazarea leucocitelor in sinovie este importanta in artritele reumatoide, TSP-1 mediind
adezivitatea celulelor si migrarea lor, iar pe de altd parte inhibdnd angiogeneza. Implantat in glezna
sobolanilor tratati in prealabil cu adjuvant ce induce artrite, TSP-1 amplificd severitatea bolii.
Explicatia ar fi, printre altele, efectul modulator al TSP-1 asupra inflamatiei, efect corelat cu
angiogeneza prezenta in aceste afectiuni (36).

Functia TSP-1, inhibitorul endogen al angiogenezei, in aparitia celulelor epiteliale tumorale
este controversatd. Supraexpresia sa inhiba cresterea in vitro a tumorilor carcinomatoase scvamoase
umane A431 xenotransplantate, aboleste complet formarea tumorilor SCC-13, determina arii extinse
de necrozd si scaderea numarului vaselor sangvine. Efectele TSP-1 asupra cresterii celulelor tumorale
sunt indirecte, deoarece ratele proliferdrii lor in vivo si in vitfo nu sunt dependente de ancoraj. Totusi,
supraexpresia TSP-1 supraregleazd receptorul siu CD36 ducédnd la cresterea adeziunii celulelor
A431. In concluzie se apreciazid ca TSP-1 este un potent inhibitor al angiogenezei i crestetii
tumorilor carcinomatoase tegumentare (37).

Cunoscut ca un factor antiangiogenic, in conditiile supraexpresiei tranzitorii sau stabile a
factorului de transcriere c-jun in fibroblastele de sobolan, TSP-1 este represat, proces indirect care nu
reclama cuplarea promotorului siu la c-jun. In schimb, implica un factor secretat de celulele care
hiperexprima c-jun, factor care tinteste o cale de transductie a semnalelor de la membrani la nucleu,
semnale care duc la cuplarea produsului genei supresoare de tumori WT-1 (tumora Wilms), la
regiunea — 210 a promotorului TSP-1. Aceastd regiune cupleazi WT-1 si SP-1, dar nu EGR-1.
Supraexpresia WT-1 in celulele transfectate inhiba expresia genei endogene TSP-1 si transcrierea
proteinei in experimentele care folosesc constructe reporter-promotor TSP-1. Izoforma WT-1-KTS
este mai activa in represia transcrierii TSP-1, decdt WT-1+KTS, in timp ce EGR-1 este inactivi.

Mecanismul mentionat pentru supresia TSP-1 s-ar putea aplica la alte gene cirora le-ar
coordona reglarea in vecinitatea unei celule care supraexprima c-jun. Astfel, WT-1 descoperit pe
baza proprietdtilor sale de supresor tumoral, poate define si proprietiti oncogene in procesele
transformante cu c-jun, represand, in consecin{i proteina antioncogena TSP-1 (38).
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Sarcomul Kaposi, un neoplasm frecvent asociat cu imunosupresia iatrogena se caracterizeaza
prin angiogeneza marcata. Factorii angiogenici eliberati de celulele sarcomatoase, dar si de ale gazdei,
ca si produsele HHV-8 si HIV sunt implicati in patogenia acestor leziuni. Angiogeneza rezulta din
dezechilibrul dintre promotorii si inhibitorii ei, ceea ce disturbd homeostazia. Leziunile stromei
Kaposi au reactivitate histochimicd la TSP si sub 10%, in leziunile vasculare. Celulele fusiforme
tipice pentru sarcomul Kaposi nu reactioneaza la TSP. In vitro, proteina inhiba proliferarea celulelor
endoteliale si motilitatea lor indusd de supernatant. De asemenea, previne motilitatea celulelor
endoteliale indusd de Tat, o proteinda HIV-1 cu potential angiogenic inclusiv in patogenia SIDA-
sarcom Kaposi. In vivo, TSP inhiba activitatea angiogenica exercitatd de Tat, astfel incat, subreglat el
ar putea fi permisiv pentru dezvoltarea angiogenezei asociati sarcomului Kaposi. (39).

TSP-1 este, printre altele, o proteinda cu activitate pro-si antiadezivd. Cuplarea la
glicoconjugate sulfatate mediaza cel mai mult afinitatea de cuplare a formei sale solubile la celulele
MDA-MB-435 de carcinom mamar. Atasarea §i diseminarea acestora pe TSP- 1 imobilizeazd primar
celulele dependent de integrina beta-1. Integrina alpha3betal este un mediator major al adezivitatii
celulelor carcinomului mamar si al chemotaxisului pentru TSP-1. Integrina este partial activa in aceste
celule, dar foarte activa in cele MDA-MB-231 si MCF-7, care recalami activarea integrinei beta-1
pentru a induce diseminarea pe TSP-1, proces insotit de extensia filopodelor care contin acest tip de
integrind. Cuplarea integrinei alpha3betal pe TSP-1 nu este stimulata de peptidele care cupleaza
CD47 prezente in TSP-1, sau de activitatea PTK-C, care activeaza functia integrinei alphavbeta3 in
aceleasi celule. Activitatea proadezivd a TSP-1 la celulele carcinomului mamar este astfel controlatd
de semnale care resping activitatea integrinei alpha3betal (40).

Imunoreactivitatea TSP-1 este masiva in stroma adenocarcinomului de vezica biliard §i mai
putin radicald in celulele canceroase. Conform clasificarii TNM, 74,5% din cancerele T2 si T3 sunt
TSP-1 pozitive si nici un procent din cele tip T1. Metastazele din ganglionii limfatici §i implicarea
venoasd sunt, de asemenea, TSP-1 pozitive. De aici sugestia cd TSP-1 joacd un rol important in
cresterea celulelor tumorale §i in metastazarea adenocarcinomului uman de vezica biliara.
Imunoreactivitatea TSP-1 este un bun predictor al implicarii vasculare si metastazirii ganglionilor
limfatici (41).

TSP-1 se exprima inalt in tesuturile maligne umane, §i la nivele mai inalte in plasmj,
comparativ cu controlul. Induce §i diseminarea hematogena a celulelor tumorale, adezivitatea acestora
si angiogeneza; de aici importanta lui in progresia tumorilor (42).

Relatia TSP-1 cu p53 (geni supresoare de tumori)

Daca activarea genei p53 este implicata in progresia §i metastazarea cancerului de colon, ea
poate afecta fenotipul angiogenic in vitro. Urmiarindu-se corelatia dintre acumularea p53 §i expresia
TSP-1 in probe de cancer de colon s-a constatat ca nivelele expresiei genei TSP-1 sunt variabile, in
timp ce acumularea p53 este detectabilda numai in 42 din 65 cazuri. Nivelele expresiei genei TSP-1
indica astfel o corelatie inversi semnificativa, cu acumularea p53. De aici, ideea ca alterdrile genei
p53 pot inhiba expresia TSP-1 in cancerul de colon (43).

Plasmida BAP-p53 care codifica p53 complexati in liposomi §i introdusé intravenos, atenueaza
marcat cresterea tumorilor mamare umane maligne. De asemenea, liposomii complexati cu plasmida care
exprima peptidul antioncogenic stabilizat TSP-1 (BAP-TSP-f) reduce la soarecii nuzi BAP-p53 cresterea
tumorilor mamare MDA-MB-435, comparativ cu controlul. In comparatie cu grupul BAP-TSP-f,
BAP-p53 are eficacitate antitumorald similara. Liposomii complexati cu BAP-TSP-f si BAP-p53 scad
sinergic cresterea tumorilor, comparativ cu fiecare din acestea luate separat. Astfel, terapia combinata
p53-BAP-TSP-f inhiba celulele endoteliale in vitro mai marcat decit o fac cele doud proteine luate
separat, iar densitatea vaselor de singe scade semnificativ in tratamentul p53-TSP-1 decét la control. Se
propune tratamentul cu liposomi complexati cu gena supresoare de tumori §i cu genele antiangiogenice
dovedindu-se eficienta lor in tratarea tumorilor metastazice (44).
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Pe baza faptului ci p53 mutantd (mp53) scade expresia TSP-1 si creste angiogeneza, s-au
comparat probe de melanom primar §i metastazic, in ideea dacd acesti factori sunt asociati cu
progresia metastazelor. Astfel, linia de melanom zaz exprima p53 tlp -salbatic si nivele inalte de TSP-
1, in timp ce linia M14 exprimd mp53 si nivele scizute de TSP-1. In clinica, incidenta semnificativ
mai inalta de exprimare a mp53 s-a observat in tumorile metastazante (64%), comparativ cu cele
primare (27%). Probele de tumori primare au nivele mai inalte de TSP-1 si mai putine microvase
decét tumorile metastazante. Se sugereaza ca, achizitia lui mp53 scade TSP-1 si creste infiltrarea
microvaselor ceea ce se poate corela gi asocia cu fenotipul malign al melanomului (45).

Factorii implicati in angiogenez, respectiv VEGF si in antiangiogeneza, respectiv TSP-1 ar
putea fi importanti in aparitia $i progresia cancerului de prostata, iar modificérile lor pot fi influentate
de p53. Identificarea acestor factori implicati in cancerul prostastic ar putea duce la descoperirea unei
strategii terapeutice bazata pe antiangiogeni (46).

Inhibarea metastazei pulmonare este o problemd in terapia curenta. In aceasti idee s-a
conceput un sistem de aerosoli folosind un polimer cationic (polyethyleneimine-PEI) pentru eliberarea
genei topicale n plamani, in scopul tratdrii cancerului pulmonar. La soareci C57BL/6 transplantati cu
melanom murin B16-F10, aerosolii determina eliberarea DNA PEI-p53, ceea ce duce la o reducere
semnificativd a greutdtii tumorilor la animalele tratate, ca si la circa 50% crestere in supraviefuirea
medie a soarecilor purtitori de melanom pulmonar. in tesutul pulmonar si in serul animalelor,
transfectia p53 a dus la o suprareglare a TSP-1 si la subreglarea VEGF, in comparatie cu cele
netratate. In tesutul pulmonar si in serul animalelor cu B16-F10 tratate cu complexul PEI-DNA p53
s-a constatat subreglarea VEGF comparativ cu animalele netratate.

Coloratia pentru factorul von Willebrand, un marker pentru vasele neoformate, releva ca
tratamentul cu p53 duce la sciderea fenotipului angiogenic al tumorilor B16-F10. Expresia transgenei
releva c3, complexele aerosolice PEI-p53 sunt transfectate in principal in celulele epiteliale care
cdptugesc cidile aeriene, iar in celulele care cdptugesc alveolele, transfectia este difuza ca si in focarele
tumorale din tesutul pulmonar, focare in care s-a constatat §i apoptozi la animalele tratate cu p53. Se
sugereaza ca eliberarea complexelor PEI-pS3 indusd de aerosoli duce la inhibarea metastazelor
pulmonare, in parte prin supresia angiogenezei (47).

Glicoproteina matricialdi multifunctionald TSP interferd cu factorii de crestere, cu
angiogeneza §i metastazele. Expresia ei este amplificati de produsul genei p53 si subreglati cand apar
alteriri in aceastd geni. Totusi, s-a demonstrat o activitate reglatoare a p53 asupra VEGF uman. In
neoangiogeneza carcinomului pulmonar cu celule mari, alteririle pS3 si expresia VEGF au implicatii
majore in aparifia i progresia acestui tip de cancer. S-a urmdrit identificarea §i cuantificarea mRNA
TSP-1 st TSP-2 in celulele canceroase, in ce priveste alterdrile p53, expresia VEGF si densitatea
microvasculard. 11 din 24 cazuri erau pozitive pentru expresia mRNA TSP-2 si 8 din 24 pentru
expresia mMRNA TSP-1. O asociere inversd semnifcativd s-a gasit intre mRNA TSP-1 si expresia
proteinei FGF. Nu s-a observat asocierea intre expresia mRNA TSP si VEGF sau neovascularizatie
tumorali. Din contri, tumorile cu nivele inalte de FGF aratd un numir mai mare de microvase. in 19
din 24 tumori s-au detectat aberatii ale genei p53, dar nu asociere intre alterarile acesteia si expresia
mRNA TSP. In schimb, s-a gasit o semnificativa asociere intre prezenta mutatiilor in p53 si expresia
inaltd a proteinei VEGF §i neovascularizatie. Tumorile inalt vascularizate aratd expresia mai inalti a
proteinei VEGF. Se considera ca in acest tip de carcinom pulmonar p53 are rol important in controlul
neoangiogenezei, influentd mediatd, probabil, de VEGF. Pe de alta parte, asocierea inversi dintre
TSP-1 si FGF sugereazi un rol diferit al TSP-1 §i TSP-2 in schimbarea angiogenica sustinand ipoteza
ca in special TSP-1 poate avea o functie semnificativa in angiogeneza tumoral (48).

Promotorul genei TSP-1 poate fi transactivat de p53 tip-silbatic. HCMV (citomegalovirusul
uman) inactiveaza p53 tip-salbatic din variate tipuri celulare. in conjunctie cu pS3 acumulat, expresia
mRNA si a proteinei TSP-1 este senificativ redusid in culturd de fibroblaste umane infectate cu
HCMV. De asemenea, celulele liniei U373M6 de astrocitom, infectate cu HCMV exprima redus
TSP-1, in timp ce expresia variantei p53 mutante rimine neschimbati. In ambele linii celulare,
expresia scazutd a mRNA TSP-1 apare imediat dupi infectie (4 ore) sugerdnd ca virusul inhiba
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transcrierea TSP-1 in timpul fazei imediat timpurii a infectiei si inaintea replicarii lui. Inhibarea
sintezei DNA HCMYV de ciatre ganciclovir nu influenteazd scaderea TSP-1, in timp ce
oligonucleotidul antisens ISIS2922, complementar la mRNA HCMV imediat timpuriu, previne
complet supresia TSP-1 mediatd de virus. De aici, rolul acestui virus in modularea angiogenezei
datorata subreglarii expresiai TSP-1 independenta de p53 (49).

Neovascularizatia caracterizeazd numeroase cancere umane, desi s-au relatat putine defecte
moleculare in genele care regleaza angiogeneza. Expresia scazuta a inhibitorului angiogenezei TSP-1,
reglat de p53 si Rb este prezenta in unele tumori umane printre care si glioblastomul multiform. S-a
demonstrat ca, metilarea de novo este o potentiala cale de inactivare a expresiei TSP-1 in liniile de
glioblastom uman (50).

Cum s-a relatat, TSP este un inhibitor dependent de p53 in angiogeneza tumorala, inclusiv in
tumorile prostatice. Expresia lui se asociaza semnificativ cu densitatea microvaselor, cu expresia p53
si cu supravietuirea. Invazia vezicii seminale reprezintd un predictor semnificativ al recurentei bolii.
La pacientii cu expresia p53 alterata, recurenta bolii i densitatea microvaselor au rate inalte, iar
expresia TSP nu se asociazi cu recurenta bolii. Nu s-a gisit o asociere semnificativa intre expresia
TSP, statutul p53, densitatea microvaselor sau decesul pacientilor dupid prostatectomia radicala
impusa de stadiul T3 al cancerului de prostati. Se sugereaza ca p53 si densitatea microvasculari pot fi
asociate cu decesul acestor pacienti (51).

TSP-1 si TGF-betal

Proteoliza pericelulari este cruciald in invazia celulelor tumorale. Sistemul plasminogen/
plasmind este unul din principalele sisteme proteazice implicate in progrsaia cancerului. TSP-1 prin
activarea lui TGF-beta 1 supraregleazi principalul activator al plasminogenului uPA (urokinase
plasminogen activator) si receptorul siu (uPAR). Expresia acestuia este suprareglati de peste doud ori
atit de TSP-1, cét si de TGF-beta 1 in celulele carcinomului mamar MDA-MB-231. Efectul lui TSP-1
implica si receptorul siu si activarea lui TGF-betal de citre TSP-1. Invazia celulelor canceroase este
suprareglatd de 7-8 ori de cdtre TSP-1 si TGF beta 1 in comparatie cu controlul. Deci, TSP-1 prin
activarea lui TGF-beta 1 endogen supraregleazi sistemul plasminogen/plasmind si induce invazia
celulelor tumorale in cancerul mamar (52).

Celulele carcinomului pancreatic ASPC-1 §i COLO-375 au fost tratate cu TSP-1 sau TGF-1 in
concentratii variabile. Invazia celulelor tumorale este suprareglata de 3,5 ori de citre TGF-beta 1 si de
4,5 ori de catre TSP-1. Efectul acestora poate fi blocat cu anticorpi anti-TSP-1 si anti TGF-beta 1,
proteine care insd nu afecteaza productia de uPA. Pe de altd parte, anticorpi anti-uPA si anti-uPAR
blocheazd complet invazia celulelor tumorale pancreatice mediatd de cele doua proteine, mediere
realizata prin suprareglarea sistemului plasminogen/plasmina (53, 54).

TSP-1, proteind matriciald multifunctionala, este implicata in adezivitatea, migrarea, invazia
celulelor canceroase, ca si in inhibarea angiogenezei si in activarea TGF-beta latent. Implicarea ei in
motilitatea celulelor de gliom malign a fost investigatd prin transfectia expresiei vectorilor sens si
antisens cDNA TSP-1 complementar, in linia T98G-G7 de glioblastom care secreta mari cantitati de
TSP-1. Productia TSP-1 in trei clone transfectate cu cDNA antisens este semnificativ redusi cu 51%,
43% si respectiv 47%, in comparatie cu celulele gazda T98G-G7. Motilitatea acestor trei clone a fost
evaluatd prin invazie §i comparatd cu motilitatea celulelor gazda si cu doua clone sens transfectate.
Migrarea celulelor este semnificativ redusa in cele trei clone antisens transfectate cu productia scazuta
de TSP-1 de 56%, 61% si respectiv 43% in comparatie cu celulele gazda. Celule gazdi si alte celule
de glioblastom, precum A172 si YMGS care secretd TSP-1 au fost tratate cu un peptid sintetic care
include trei secvente consecutive ale locurilor de adeziune din molecula TSP-1 si cu un peptid de
control. Peptidul sintetic implicad semnificativ migratia celulelor gazda si a celor A172 in functie de
dozi. Inhibarea maxima a migratiei s-a obtinut cu 100 microg/ml de peptid si reducerea motilitatii
celulor, comparativ cu celulele netratate fiind de 34,6% si respectiv 53,9%. Pe de alta parte, inhibarea
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migratiei de citre peptid este minima in celulele YMGS care secreta o cantitate mai mica de TSP-1
decat celulele gazda si cele A172. Se sugereaza ca TSP-1 secretat de celulele de gliom malign este
implicat in motilitatea acestora (55).

TGF-beta 1 este un polipeptid secretat cu rol major in reglarea foliculogenezei si diferentierii
celulelor tiroidiene. In culturi de celule foliculare tiroidiene porcine, pe substrat de plastic, TGF-beta 1
determina, in functie de concentratie, disruptia foliculilor, diseminarea celuleor, migrarea si confluenta
Jor printr-un mecanism care nu implica proliferarea. Proteina activeaza productia de TSP-1 §i de TSP-1R
(integrina alphavbeta3) in functie de concentratie, dar expresia tiroglobulinei nu este afectata.

in prezenta TSP-1 celulele nu se organizeazi in structuri aseminatoare foliculilor ci
diseminarea si confluenta lor apar independente de proliferare, efect supresat de un peptid care
contine RGD. Proprietatea adezivd a TSP-1 pentru celulele tiroidiene este mediatd de domeniul
amino-terminal care cupleaza heparina, dar §i de domeniul RGD al TSP-1 si implica integrina. Prin
urmare, TGF-betal influenteaza functia §i comportarea celulelor foliculare, procese mediate, probabil,
de sinteza TSP-1 si a receptorului sdu integrina alphavbeta3 (56).

TSP in relatie cu alte molecule matriciale

Adenocarcinomul pancreatic uman, o boald malignd agresivd aratdi o puternici reactie
desmoplazica caracterizata prin proliferarea intensa a tesutului conjunctiv interstitial. Expresia TSP-1
si a metaloproteinazei MMP-9 (enzima care degradeaza matricea extracelulard) in adenocarcinomul
pancreatic si tesutul pancreatic normal a fost masuratd imunohistochimic. 85% din cazuri aratd TSP-1
crescut in stroma desmoplazica adiacenti celulelor tumorale, dar nu in tesutul normal si nici in ariile
inflamate. TSP-1 localizat in stroma tumorala care inconjuré celulele, exprimd MMP-9. Cantitatea de
TSP-1 detectatd in mediul de culturi si in extractele de fibroblaste sau celule endoteliale este de cel
putin 2-3 ori mai mare decat in celulele pancreatice canceroase. In vitro, celulele pancreatice cu
TSP-1 induc cresterea productiei de MMP-9. Productia de MMP-9 de citre celulele adenocar-
cinomului pancreatic este suprareglata de TSP-1 astfel cé, stroma bogatd in TSP-1 este implicata in
remodelarea matricei in invazia tumorali (57).

TSP-1 supraregleaza sistemul plaminogen/plasmind declansidnd invazia celulelor tumorale
mamare. El implicd §i uPAR, receptorul activator al plasminogen urokinazei. Transfectia uPAR
antisens creste adezivitatea celuleor tumorale cu 46%—53%, efect similar avand i in tumorile mamare
umane MDA-MB-231 tratate cu acid aminocaproic epsilon. Invazia celulelor tumorale mediata de
TSP-1 este aproape complet inhibati, fie de uPAR antisens, fie prin tratarea cu fosfolipaza C sau cu
acidul mentionat. Astfel, uPAR joaca un rol crucial in reglarea adezivitatii celulelor tumorale si in
invazia acestora mediatd de TSP-1 (58).

TSP-terapie. Numeroase celule umane normale produc TSP-1, o potentd proteina
antiangiogenici care induce “linistea” vasculara. In creier, glande mamare si vezica urinara ca si in
fibroblaste, secretia de TSP-1 este redusid in timpul tumorogenezei permitdnd inductia unei
neovasculariziri viguroase reclamata de cresterea tumorilor si de metastazare.

Peptidele derivate din TSP-1 de lungime deplina sau scurte inhibi angiogeneza prin inducerea
apoptozei celulelor endoteliale disturband astfel vascularizatia tumorii in crestere.

CD36 exprimat pe suprafata celulelor endoteliale functioneazi ca un receptor antiangiogenic
primar pentru TSP-1.

Un enantiomer D-izoleucil al TSP-1 heptapeptid specific de 450kD inhiba proliferarea si
migrarea celulelor endoteliale ale capilarelor. DI-TSP, o versiune de aproximativ 1kD a acestui peptid
este, de asemenea, antiangiogenic in vitro avdnd activitate specifici apropiati de a moleculei
parentale. in functie de doza, DI-TSP eliberat inhiba cresterea metastazei melanomului murin.
Asemenea TSP-1 intact, aceste peptide nu au efect pe celulele canceroase crescute in vitro, dar
supreseaza marcat cresterea celulelor endoteliale prin inducerea apoptozei dependenti de receptor.
Anticorpi anti-CD36 blocheaza abilitatea peptidelor de a induce apoptoza in celulele endoteliale, dar
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nu are efect pe apoptoza indusd de TNF-alfa. In vivo, peptidele mimetice sunt asociate cu o
semnificativa reducere a densitdtii microvaselor si indicelui apoptotic crescut in celulele endoteliale si
tumorale. Asemenea mici peptide tintite cdtre un receptor specific antiangiogenic potent si usor de
sintetizat, promit compusi utilizabili in strategii antiangiogenice (59)

Cand linia HT 1080 de fibrosarcom uman creste subcutan la soarecii nuzi cu melanom
pulmonar experimental B16/F10, ea induce rezistenta tumorii concomitent cu prevenirea cresterii
metastazei melanomului. Rezistenta se datoreazi productiei de citre celulele tumorale a cantitatii
inalte de TSP-1 in plasma. Acesta inhiba angiogeneza in corneele soarecilor. La soarecii cu clone de
HT1080 care secretd putin sau deloc TSP-1, nu se observd nici o influentd in controlul metastazelor
pulmonare. Purificat din plachetele umane, TSP-1 nu are efect asupra cresterii in vitro a celulelor de
melanom, dar cand este injectat arata abilitatea de a opri cresterea metastazelor oferind evidente clare
asupra eficacitatii sale ca agent antitumoral (60).
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OSTEOPONTIN (OPN)

Structura osteopontin, functii si distributie

Osteopontin (OPN) este o glicoproteind cu caracteristici structurale si functionale specifice
proteinelor matricei extracelulare. Este exprimata constitutiv intr-un numar limitat de tesuturi normale
precum rinichii, este prezenta in plasma si alte fluide corporale, este abundenta in oase si alte tesuturi
mineralizate. Expresia sa este crescutd in diferite tesuturi in unele patologii, precum si in situatii
fiziologice cum ar fi dezvoltarea sau raspunsul la stress. Expresia OPN a fost implicatd in cancer,
raispunsul imun gi inflamator, remodelarea vasculard, afectiuni renale, lactatie, calcifiere si
remodelarea tesuturilor mineralizate (1).

OPN a fost initial descrisi in 1980 ca fiind o proteina secretatd de citre celulele transformate

in cultura (2). In 1985 a fost identificata atat in tesutul osos ca fiind o proteind majora necolagenica
primind numele “osteopontin” (3), cédt si la bacterii ca o proteind cu rol important in rezistenfa
bacteriani codificatd de gena eta-1, proteina similara cu Eta-1 umana implicata in activarea timpurie a
limfocitelor T (early T-lymphocyte activation-1) (4).
80 kDa in functie de conditiile de electroforezi (5). OPN este codificatd de 7 exoni §i este formata din
aproximativ 300 aminoacizi (6). Secventa de aminoacizi a OPN a fost determinatd pentru multe
specii de vertebrate (7), conservarea unei mari pérfi a acesteia printre diferitele specii de vertebrate
sugerand ca aceastd moleculi are un rol fundamental in sistemul biologic in timpul evolutiei.

OPN este bogati in acid aspartic §i poate fi inalt fosforilata la reziduurile de serina §i treonind
(in functie de tesut), proteina dobandind un caracter foarte acid. Structural, OPN contine citeva domenii
de adeziune celulari care sugereazi diferitele sale functii (figura 1). Acestea includ:

— un domeniu format din 9 reziduuri consecutive de acid aspartic (pAsp);

— domeniul ce contine secventa de aminoacizi arginina — glicind — acid aspartic (RGD) prin

intermediul céreia interactioneaza cu integrinele de pe suprafata celulara avp3, avpl, avfs;

— un domeniu criptic ce contine secventa serind — valind — valini — tirozind — acid glutamic —
leucind — arginind (SVVYGLR) care interactioneazi cu a9f1 in urma expunerii prin
clivarea de citre trombina; '

— situl de clivare al trombinei;

— locuri de legare pentru alfi receptori celulari (ex. CD44);

~ regiuni de legare pentru Ca®* si heparan sulfati.

OPN are o distributie restrdnsa in organism fiind prezenta in principal in tesutul osos si rinichi,
dar este exprimatid constitutiv si in celulele epiteliale ale tracturilor gastrointestinal, urinar si
reproducitor, in pancreas, bronhiile pulmonare, glanda mamar, glandele salivare si sudoripare (8). OPN
a fost gasit si In majoritatea secretiilor incluzdnd urina, saliva, laptele si bila. OPN este produs si de
macrofage, limfocite, celule endoteliale vasculare, celule musculare netede, celulele fibroblastice din
stroma embrionard, celulele din urechea internd, precum si in locurile de vindecare a leziunilor (7).

Studiile asupra OPN in diverse afectiuni si leziuni au revelat o crestere a nivelului proteinei in
timpul proceselor inflamatorii §i de remodelare tisulara. Patologii asociate cu expresia de novo a OPN
includ cancerul (9), restenoza arteriala (10), atheroscleroza (11), infarctul miocardic (12) si un numir
de afectiuni granulomatoase incluzind sarcoidioza si tuberculoza (13). In plus, expresia OPN este
indusa 1n diferite tipuri celulare: macrofage si celule endoteliale vasculare in timpul fazei granulare a
proceselor de vindecare a leziunilor. Toate aceste situatii au in comun o componenta inflamatorie,
sugerdnd rolul OPN in raspunsul de apirare al gazdei.
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Figura 1. Structura proteinei osteopontin (OPN). Sunt prezentate schematic principalele domenii
si situl de clivare a trombinei.

Receptorii si ciile de semnalizare

OPN poate lega atit receptori celulari de suprafatd cdt si componente ale matricei
extracelulare. Astfel in interactiile cu celulele, OPN interactioneazi cu integrinele: avf3, avfl, avps,
09B1, a4p1 prin intermediul domeniilor RGD si SVVYGLR, precum si cu CD44 variantele v3-v6 prin
secvente care nu au fost inca pe deplin elucidate (figura 2). Existd dovezi care sustin ci pentru legarea
la CD44 este necesasi cooperarea integrinei 1 (14).

OPN

\

r/ ‘//_\S
. formarea FAK re
supravietuire complexului Src, Ras &
celulard OPN-CD44v-ERM i

Rho A
l paxillin l ©
l NF-kB i

. L -
migrare celulard R PI-3 kinaza
as asociati

i gelsolin

proliferare .
< supravietuire ;
celulard, < reorganizarea
P celulard . -
supraviefuire, citoscheletala,
diferentiere resorbtie osoasd

Figura 2. Ciile de semnalizare activate de OPN.
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In interactiile OPN cu componentele matricei sunt implicate domeniile de legare pentru
heparan sulfati din regiunea C-terminala care regleazd legarea acestuia la colagen, fibronectina si
osteocalcin.

CD44 este o glicoproteina celulard de suprafata care serveste ca molecula de adeziune in
interactiile celuld-substrat sau celuld-celula, fiind puternic exprimata in inflamatiile acute si cronice.
Liganzii CD44 sunt molecule ale matricei extracelulare (ECM): acidul hialuronic si condroitin
sulfatii. Unele variante ale CD44, v3 — v6, s-a demonstrat c@ pot lega OPN in prezenta integrinei 1.
S-a descris un complex intracelular format de OPN cu CD44 si proteinele ERM
(ezrin/radixin/moesin), cu localizare perimembranara in cdteva tipuri celulare, incluzénd fibroblastele
si macrofagele. Acest complex se formeazd in regiunea principala care directioneazd migrarea
celulara (15).

O alta cale de semnalizare in care este implicatdi OPN este cea a supravietuirii celulelor
indusd in celulele hematopoietice de semnalizarea IL-3 §i GM-CSF, ambele dependente de
subunitatea comund B a receptorului IL-3. OPN stimuleazd supravietuirea si cresterea celulelor
hematopoietice pe calea interactiei cu CD44 (16). Evenimente semnalizatoare consecutive interacfiei
OPN cu integrinele au fost descrise in multe tipuri celulare: fibroblaste, osteoclaste, osteoblaste,
celule din melanom si celule endoteliale. Figura 2 prezinta pe scurt citeva dintre ciile de semnalizare
cunoscute. Semnalizarea OPN pe calea integrinei avp3 activeaza calea NF-kB in celulele endoteliale
inhibandu-le apoptoza. NF-kB este un reglator major al inflamatiei in celulele endoteliale si poate fi
implicat 1n angiogeneza care insofeste, in general, procesul de vindecare a leziunilor. Activarea NF-
kB necesita si activarea Src — Ras (17).

" Interactia OPN cu integrina avf3 stimuleazi, de asemenea, PI3-kinaza asociatid gelsolin
(fosfatidil-inozitol 3-hidroxil kinaza) cu efecte asupra reorganizarii citoscheletale i resorbtiei osoase.
in absenta gelsolin nu se formeazi podosomi, structuri pasagere implicate in adeziunea osteoclastelor
la matricea extracelulard in timpul mobilitatii celulare. Absenta podosomilor duce la reducerea
motilitatii osteoclastelor si deficiente in resorbtia osoasa (18). Rho-A stimuleazi formarea
podosomilor si activitatea osteoclastelor, imitind actiunea semnalului OPN / integrina avf3 (19).

In urma interactiei cu integrina avpBl sau avp5, OPN poate induce proliferarea celulars,
supraviefuirea i diferentierea, pe calea fosforilarii unor intermediari ai semnalizirii intracelulare:
kinaza principald a adeziunii FAK (focal adhesion kinase), paxillin i Src (20). _

Interactia OPN cu integrinele este consecinta clivirii acesteia de catre trombind. OPN clivata,
dar nu si forma intactd, poate suporta migrarea dependenta de RGD a celulelor de melanom. Celulele
liniei eritroleucemice K562 se leaga prin intermediul integrinei a5B1 activate la secventa RGD in
OPN clivatd. Numai dupd clivarea cu trombind OPN poate interacfiona cu integrinele via secventei
SVVYGLR, care este localizata intre domeniul RGD si situl de clivare a trombinei (21). Fragmentele
OPN rezultate au actiune puternic chemotacticd pentru celulelele endoteliale §i pot ajuta astfel la
formarea unor noi vase de sdnge promovand angiogeneza.

Osteopontin si procesul inflamator

O temd comund expresiei normale sau patologice a OPN este cea a cresterii nivelului acestei
proteine in apropierea unor celule activate apartinind liniei monocitare/macrofagice. Aceste
descoperiri sugereazi un rol important al OPN in aceste tipuri celulare. Numeroase studii corelative in
vitro au demonstrat cd OPN poate modula adeziunea macrofagelor, migrarea (22), generarea speciilor
de oxigen reactiv (23), eliberarea de citokine, stadiul diferentierii §i fagocitoza (24) (figura 3).

O varietate de mediatori inflamatori si factori de crestere, incluzand IL-1, TNF-a si PDGF,
stimuleaza transcriptia OPN pe calea activarii protein-kinazei C (25).

O functie majora a raspunsului inflamator este aceea de a aduce leticocite la locul leziunii/
infectiei in scopul inldturarii agentilor patogeni locali §i pentru a stimula vindecarea. Studii recente
sugereazd ca OPN actioneazd in primele faze ale acestui proces ca un reglator al infiltrarii
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macrofagelor. Utilizarea experimentald a anticorpilor neutralizanti anti — OPN a blocat infiltrarea
macrofagelor in tesut ca raspuns la peptida chemotacticd bacteriand formyl-methionine-leucine-
phenylalanine (26). Studii pe soareci OPN-null au confirmat aceste rezultate, intrucit in cazul
glomerulonefritelor induse experimental, influxul de macrofage in rinichi a fost de trei pana la cinci
ori mai scazut comparativ cu valorile inregistrate pe soareci silbatici (27).

leziune celulard sau infectie

Expresia OPN Deficientd OPN

(actiunc proinflamatorie) .
Recrutarea macrofagelor

Recrutarea macrofagelor & diferentierc defective
& diferentiere secretia tardiva a citokinelor Th i
secretia timpurie a citokinelor Th |

Limitarea infectiei Diseminarea infectici
Stimularea procesului de Remodelare tisulari
vindecare a leziunii defectivi

actiune anti-inflamatorie e
(act ) metaboliti toxici NO

Inhibarea INOS s .
: >
. h.bcitokinc Th 1>T]\l/]1%v[P 5 s‘t’ilrtr?ll:]'z:::: ::]zprtr:ls]i]ci
inhibarea expresiei - MMP-2
Limitarea fibrozei Fibrozi si Calcifiere
si calcifierii extensive

rezolvarea inflamatiei i leziunii

. Figura 3. Actiunile pro- si anti-inflamatorii ale OPN 1in leziunea celulari gi infectie. Partea stangi a diagramei sumarizeazi
evenimentele pro-inflamatorii $i anti-inflamatorii care pot fi reglate de OPN. Partea dreapt3 prezintd evenimente cunoscute
sau presupuse de la soarecii OPN-null. MMP-2 — matrix metaloproteinaza —2.

OPN are atit actiuni pro- cét si anti-inflamatorii. Ca agent pro-inflamatoriu, este un factor
chemotactic pentru limfocitele T i monocite/macrofage, suportd adeziunea §i moduleaza functiile
acestora. Injectarea OPN in tesutul subcutanat conduce la o acumulare a macrofagelor la locul
injectiei (28).

Polarizarea limfocitelor T citre fenotipul Th1 sau Th2, un aspect critic al imunitatii mediate
celular, este influentatd de productia unor citokine timpurii, inclusiv OPN, care interactioneaza cu
integrinele si CD44 pentru a stimula expresia citokinelor Thl si a inhiba pe cele Th2. in culturi de
macrofage peritoneale de soarece, interactiile dintre OPN si integrine induc sinteza IL-12, o citokini
care conduce raspunsul Thl. In aceleasi celule, interactia OPN cu CD44 previne productia citokinei
Th2 IL-10 in urma stimularii cu LPS. impreuni cu datele obtinute in vivo, aceste rezultate sugereaza
cd OPN actioneazi ca o citokina Th1 si este importanta in rdspunsul timpuriu Thl (24).

OPN exercita efecte anti-inflamatorii inhiband expresia oxidului nitric (NO). /n vitro, inhiba
NO sintaza inductibila (iNOS) si scade productia de NO de catre macrofage si celulele epiteliale ale
tubulilor renali (29). NO stimuleaza expresia OPN, care, in schimb, inhiba transcriptia iNOS si reduce
productia NO, stabilind astfel o bucla autoreglatoare (30).

in artrita reumatoida i osteoartrita, expresia OPN este crescuti in fluidele sinoviale. OPN
eSte exprimat predominant de citre fibroblastele sinoviale atagate de cartilaje la locul invaziei.
Actiunile pro-inflamatorii ale OPN includ abilitatea acestuia de a stimula expresia colagenazei 1
(matrix metaloproteinaza 1) si de a activa comportamentul invaziv al macrofagelor si condrocitelor
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articulare. Totusi OPN poate actiona si intr-o maniera anti-inflamatorie, datorita abilitatii sale de a
inhiba productia mediatorilor pro-inflamatori precum NO si prostaglandina E2, reducand astfel
extinderea afectarii cartilajului gi contribuind la mentinerea integritati tisulare (31).

Osteopontin in remodelarea osoasi si tisulara

OPN este inalt exprimata in tesuturile mineralizate incluzind oasele si dintii, reprezentand cea
mai abundentd proteind non-colagenicd. De asemenea., poate fi intdlnitd invariabil in calcifierile
patologice din tesuturile moi. Asocierea sa cu biomineralizarea a constituit subiectul a numeroase
studii in scopul elucidarii functiilor proteinei in acest proces. Pe baza observatiilor realizate in vivo §i
in vitro au fost propuse trei functii diferite ale OPN 1in tesuturile calcifiate: (1) reglarea adeziunii
celulare in tesutul osos; (2) reglarea functiei osteoclastelor; si (3) reglarea mineralizarii matricei
extracelulare.

OPN este produs la nivele inalte de citre osteoblaste si osteoclaste, si s-a demonstrat in vitro
ca mediazi adeziunea la substrat a ambelor tipuri celulare (32, 33).

Un alt rol al proteinei este acela de a stimula migrarea osteoclastelor in urma interactiei cu
integrina avP3, pe calea activirii PI-3 kinazei asociate gelsolin, cu formarea de podosomi, intervenind
astfel in resorbtia osoasa (18). Obstructionarea functiei integrinei avp3. cu ajutorul anticorpilor sau a
peptidelor mimetice conduce la inhibarea resorbtiei osoase in vivo, antagonistii integrinei avp3 fiind
in prezent testati clinic i utilizati ca tratament pentru osteoporoza (34).

OPN imobilizat la suprafata matricei osoase mineralizate actioneazd pentru inhibarea
acumuldrii de bioapatitd prin interactiile cu cristalele. OPN solubil eliberat de osteoblaste si
osteoclaste poate regla negativ formarea precursorilor osteoclastelor, probabil, ca parte a unui feed-
back negativ. Functii similare sunt atribuite OPN 1in reglarea calcifierii ectopice. In acest caz, celulele
mezenchimale, precum celulele musculare netede sau celulele interstitiale ale valvelor, pot utiliza
OPN pentru adeziune si pot elabora in aceste conditii o matrice mineralizatoare competenti (35). OPN
pote induce, de asemenea, mobilizarea monocitelor i diferentierea macrofagelor sau a celulelor
gigant multinucleate capabile de fagocitoz si/sau resorbtia calcifierii ectopice (36). In final, OPN se
leagd la depozitele ectopice de minerale §i inhibd cresterea cristalelor (37). Calcifieri ectopice §i
nivele crescute de OPN au fost raportate in leziuni aterosclerotice avansate (38), calculi renali (39),
placi dentare (40), pilomaticomas (41), si in calcifieri asociate tumorilor (42). In aceste studii
acumularea de OPN a fost atribuita celulelor rezidente si macrofagelor infiltrate.

Asocierea osteopontin cu cancerul

Prima evidentd a unei legaturi intre OPN si cancer a fost furnizati de Senger si colaboratorii,
care au descris o fosfoproteina asociata transformarii secretati in culturd de un numir de linii celulare
transformate (43). O alté legitura intre OPN si cancer a fost descoperiti prin studiul liniei NIH 3T3
care, in timpul transformarii induse de ras, a dobéndit abilititi metastazice. Una dintre genele a ciror
expresie a fost indusd in procesul transformarii a fost OPN, sugerdnd ca aceasti proteini poate
contribui la achizitia fenotipului metastazic (44). Mecanismul prin care expresia oncogenici a ras
duce la inducerea OPN a fost clarificat ulterior de Guo et al. (45), care a identificat un nou enhancer
activat de ras in promotorul OPN. Un studiu recent in care ras a fost transfectatid in celule OPN
deficiente in paralel cu celule control, a sugerat ca pentru un efect transformator complet al ras, poate
fi necesara expresia OPN. O crestere a expresiei OPN a fost descoperitd si in multiple stadii ale
carcinogenezei pielii la soarece (46). Transfectia mai multor tipuri celulare cu ADN complementar
antisens OPN sau utilizarea ribozimelor au demonstrat o inhibare a tumorigenezei sau proprietatilor
metastazice ale celulelor (47). Impreuna aceste studii experimentale dovedesc ca OPN poate avea un
rol functional in progresia tumorala si metastazare.

48

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Implicatiile interactiei OPN cu receptorii, in cancer

Abilitatea OPN de a lega unele integrine de pe suprafata celulara furnizeaza informatii asupra
posibilului sdu rol functional in cancer. Integrinele sunt proteine dimerice transmembranare alcatuite
din subunititile a gi B. Exista multiple forme ale ambelor subunitati, fiecare heterodimer putind cupla
o larga varietate de liganzi cu care celula vine in contact. Liganzii includ proteine ale matricei
extracelulare (ECM) precum fibronectina, vitronectina, OPN.

Celulele tumorale exprima o mare varietate de integrine §i, in functie de gradul de diferentiere
al tumorii, nivelul unor integrine poate fi crescut sau scazut (48). Se stie ca supra-expresia integrinelor
poate cauza activarea constitutivd a cailor de semnalizare conducand la accelerarea cresterii celulelor
tumorale (49, 50).

Legarea OPN la integrine poate contribui la rolul acestei molecule in cancer, pe calea
semnalizérii mediate de integrine §i a efectului secundar asupra adeziunii gi migrarii. S-a aratat ca
OPN interactioneaza cu diferite integrine prin intermediul secventei RGD. Dintre aceste integrine,
avp3 in special a fost asociata cu unele aspecte ale procesului cancerizarii (51). Studii recente pe o
linie celulara de cancer mamar inalt tumorigenicdi (MDA-BD-435) au demonstrat ca celulele
utilizeaza avp3 pentru migrarea in directia OPN, in timp ce alte doui linii de cancer mamar ne-
metastazice (21PT, 2INT) utilizeaza integrinele avpl si avp5 (52).

Expresia integrinei avp3 a fost, de asemenea, asociatd cu progresia cancerului mamar pe calea
interactiei cu activitatea protein-kinazei C-a (PKC-a). O crestere a activitdfii PKC-a in celulele
canceroase MCF-7 stimuleazad expresia integrinei avf3 inhiband apoptoza. Aceste celule devin
rezistente la apoptoza indusd de forbol esteri in prezenta OPN, dar adaugarea anticorpilor anti —
integrina avP3 blocheaza efectiv supresia apoptozei (53). Aceste studii sugereaza cé celulele tumorale
care sunt capabile sa lege OPN prin intermediul integrinei avp3, pot avea un avantaj de supravietuire.

Pe langa interactia cu integrinele, OPN poate lega si alti receptori de suprafata precum CD44.
Familia CD44 include multiple izoforme proteice codificate de o singura gend si generate prin
splicing altermativ. Multe dintre aceste izoforme sunt supra-exprimate in celulele maligne (54). OPN
se poate lega la CD44 induciand o activitate chemotacticd, promovand migrarea §i diseminarea
celulard. Acest mecanism poate reprezenta o cale alternativa prin care CD44 semnalizeazd pentru
activarea functiei integrinelor, ajutind la adeziunea §i migrarea celulelor tumorale (14). De asemenea,
complexul format de OPN cu CD44 si proteinele ERM, se stie ca este implicat activ in migrarea
celulelor metastazice de cancer mamar (55).

OPN poate influenta comportamentul celulelor tumorale si prin interactii cu receptori ai
factorilor de crestere. Migrarea celulelor tumorale poate fi influentatd de HGF si receptorul acestuia
Met, semnalizarea pe aceasta cale fiind asociatad cu un fenotip transformat in celulele NTH 3T3 (56) si
cu invazivitatea celulelor canceroase prin cresterea aviditatii integrinelor pentru liganzii specifici (57).
Se pare ca existi o relatie sinergisticd intre OPN si HGF in inducerea migrarii celulare (52).

OPN mediazd inductia proteazelor celulare

S-a descoperit cad integrinele pot interactiona gi cu alti compusi membranari, de exemplu
urokinaza activatoare a plasminogenului (uPA) si receptorul acesteia (uPAR), care au fost
implicati in metastazare. uPA este una dintre cele citeva proteaze adesea supra-exprimate in celulele
tumorale. Aceasta, la fel ca alte enzime exprimate de celulele canceroase, poate contribui la fenotipul
malign pe calea degradarii componentelor ECM, facilitind migrarea si invazia, sau prin activarea altor
proteaze (58).

Transfectia OPN in celulele epiteliale mamare sau adiugarea exogend a acestuia induce
cresterea invazivitatii celulelor si supra-expresia uPA. Un mecanism care explica acest fapt ar putea fi
interactiile de la suprafata celulara dintre integrinele cuplate cu OPN si complexele uPA/uPAR (59).
Diverse studii au aratat ca legarea uPA/uPAR este necesard pentru migrarea mediatd de integrina
a5B1 a celulelor de carcinom pancreatic sau cancer mamar (60).
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Inhibarea uPAR a fost asociati cu latenta celulelor tumorale. Intr-un model experimental s-a
observat ca inducerea latentei se datoreaza insuficientei interactiilor dintre uPA/uPAR si integrina
a5B1. Aceastd limitare se traduce printr-o semnalizare inadecvatd avand drept consecintd absenta
cresterii tumorale. Rezultatele sunt intrigante ele evidentidnd posibilitatea ca legarea §i activarea unor
integrine specifice de la suprafata celulara de citre molecule ale ECM precum OPN ar putea scoate
din latenta celulele tumorale prin promovarea interactiilor integrind-uPAR (61).

OPN poate induce expresia §i activarea si a altor proteaze, precum metaloproteinazele
(MMP), care pot contribui la metastazare prin mai multe mecanisme. S-a descoperit ca activarea
MMP-2 in celulele tumorale GCT23 este indusa de OPN ca si de alte peptide ce contin domeniul
RGD, pe calea interactiei cu integrina avf3 (62). In celulele musculare netede, activarea MMP-1 de
citre OPN a fost blocatd prin introducerea unor anticorpi anti- integrina avp3 (63). Supraexpresia
MMP duce la o crestere a adezivitatii $i migrarii celulelor tumorale datorita proteolizei matricei. in
consecin{d se poate spune cd OPN are un rol critic in reglarea proteolizei matricei de citre celulele
tumorale si ca urmare in procesele de invazie si metastazare.

Rolul OPN in angiogeneza

OPN a fost implicat in procesul de angiogeneza, (formarea unor noi vase de sange) care permite
sustinerea cresterii §i metastazarea celulelor tumorale, datoritd abilititii de a lega integrina avp3, care
este un marker cunoscut al angiogenezei fiind exprimat de celulele endoteliale neovasculare.

Studii experimentale in vivo asupra angiogenezei in membranele chorioalantoide ale
embrionului de pui au demonstrat ca expresia integrinei avp3 creste in timpul angiogenezei, §i daca
aceastd integrind este blocatd angiogeneza poate fi inhibata. Integrina avp3 are, de asemenea, un rol
important in supravietuirea si diferentierea celulelor vasculare in timpul angiogenezei. Cresterea
nivelului de exprimare a integrinei avp3 si al OPN imediat dupa o leziune vascular3, sugereazi un rol
important al acestora 1n repararea vasculari si regenerare, OPN fiind implicat in stimularea adeziunii
si migrarii celulelor endoteliale (64).

S-a demonstrat cd OPN protejazi celulele endoteliale de apoptozi, acest efect fiind mediat de
activitatea NF-kB. Activitatea NF-kB creste in urma legarii OPN la integrina avp3 (17). Ca urmare,
OPN poate fi implicat in promovarea cancerului att prin efectele asupra angiogenezei, cat §i prin
sustinerea supravietuirii celulelor endoteliale pe care la protejeazi de apoptozi prin intermediul
activititii NF-kB.

OPN poate contribui la angiogeneza prin efectele pe care le are asupra expresiei factorului de
crestere a endoteliului vascular (VEGF). S-a demonstrat cd VEGF coopereazi cu OPN si integrina
avf3 pentru a stimula migrarea celulelor endoteliale. Aceste interactii au si relevanta clinica, expresia
lor fiind asociata cu angiogeneza in glioblastom (65) si cu o prognoza rezervata in cazul pacientilor cu
adenocarcinom pulmonar stadiul I (66).

Influenta OPN asupra supravietuirii celulelor tumorale

in plus fata de posibilele contributii ale OPN la aparitia fenotipului metastazic descrise
anterior, OPN poate avea un rol important in cancer si prin inducerea supravietuirii unor diferite tipuri
de celule, prin interactii cu sistemele defensive ale gazdei. Un exemplu in acest sens este furnizat de
efectele OPN asupra productiei de oxid nitric (NO). NO este produs de diferite tipuri celulare
(macrofage si celule endoteliale vasculare activate), si actioneazi ca o moleculd de semnalizare
puternicd inducénd citotoxicitate locald. NO este un radical activ care poate induce leziuni celulare
prin afectarea cdilor metabolice celulare. Inhibarea iNOS, enzima sintetizatoare a NO de citre OPN
poate avea un rol in apararea tumorala impotriva sistemului imun. O astfel de inhibitie a fost descrisa
la nivelul celulelor epiteliale renale, macrofagelor si tesutului vascular. Tesutul tumoral prezent
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produce OPN, acesta promovand cresterea tumorala §i metastazarea prin protejarea celulelor tumorale
de NO produs de citre macrofagele si celulele vasculare ale gazdei. in acest fel celulele tumorale
producitoare de OPN sunt favorizate in procesul cresterii in comparatie cu celulele tumorale care nu
pot secreta OPN (67).

Efectele OPN in micromediul tumoral sunt complexe. Celulele tumorale care secreta OPN fisi
pot afecta propria supravietuire prin atragerea celulelor inflamatorii ale gazdei, OPN fiind, asa cum
s-a aratat, un factor chemotactic pentru mai multe tipuri celulare, inclusiv macrofage. Dacéd aceste
macrofage sunt citotoxice pentru celulele tumorale, atunci tumora ar promova propria sa distructie. Pe
de alta parte, descoperiri recente au indicat ca infiltrarea limfocitelor pate duce, in unele cazuri, la
supravietuirea celulelor tumorale prin secreta de factori angiogenici, promovand astfel angiogeneza in
cadrul tumorii (68).

S-a demonstrat, de asemenea, cda OPN poate proteja celulele tumorale de liza indusé pe calea
sistemului complement prin interactia cu unele componente ale acestui sistem. Atat OPN cat si
sialoproteina osoasid (BSP) pot lega factorul H inactivind calea alternativi a complementului,
protejand astfel celulele tumorale care scapa de acest mecanism de supraveghere (69).

Studiile prezentate in aceast3 sectlune aduc dovezi experimentale asupra rolului functional al
OPN in progresia tumorala §i malignizare. In aceste procese sunt implicate mecanisme multiple,
incluzind interactii cu diferiti receptori de suprafata, si cdile de semnalizare ale complexelor factori
de cregtere/receptori ai acestora §i proteinaze. Interactiile OPN cu variati receptori celulari de
suprafata, integrine si CD44, pot duce la activarea a diferite cai de semnalizare, inducand schimbiri in
expresia unor gene precum: NF-kB, VEGF, uPA, Met, ale cidror proteine contribuie la un
comportament celular alterat, incluzdnd migrarea §i invazia. Aceste efecte ale OPN variazd intre
tipurile celulare, fiind dependente de tipul integrinelor exprimate si de tipul de semnal care poate fi
activat. Desi detaliile acestor interactii sunt complexe, este clar ca OPN poate avea efecte functionale
asupra comportamentului celulelor maligne.

Semnificatia OPN in cancerul uman

Exista studii experimentale care sustin ideea cd exprimarea OPN de citre celulele tumorale
poate induce alterarea proprietitilor maligne ale acestora. in plus, aceste studii aratd ci OPN produs
de catre celulele tumorale in vivo poate avea multiple efecte asupra abilitatii tumorii de a creste,
invada §i metastaza. Nivelurile OPN in singele pacientilor cu cancer sau chiar in tumori pot furniza
informatii clinice utile pentru prognoza.

Expresia OPN in tumori umane

Expresia OPN 1in tumori umane a fost demonstratdi pentru prima datd de Brown si
colaboratorii. Acestia au gasit nivele substantial crescute d¢ ARNm OPN in toate cele 14 tumori pe
care le-au studiat (6 de colon, 3 de cancer mamar, 2 pulmonare, 1 de stomac, 1 de endometru si 1 de
cancer tiroidian), comparativ cu tesuturile normale corespunzitoare. In cazul a doua tumori benigne
studiate (un adenom de colon s§i un leiomiom uterin) nivelurile ARNm ale OPN au fost comparabile
cu cele din tesuturile normale. Celulele pozitive pentru transcriptul OPN au fost mai numeroase in
cazul tumorilor avansate si in ariile apropiate de necroza (70). Alte studii au aratat prezenta ARNm
OPN si supra-expresia proteinei in diferite cancere, inclusiv cel pulmonar, mamar, esofagian, gastric,
in leziuni premaligne si maligne ale cavitatii orale, in cancere de prostatd si glioame (71-77).
Utilizand imunohistochimia, proteina OPN prezentd in tumori a fost localizatd pe macrofage si pe
celulele tumorale.

OPN este prezenta in microcalcifierile din tumorile mamare (78) si in calcifierile ectopice din
alte tumori, spre exemplu chistadenocarcinomul seros papilar ovarian, meningioame, carcinomul
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papilar al tiroidei i pilotrichoame (79-81). Aceste descoperiri nu sunt insd surprinzatoare, intrucat s-a
demonstrat anterior cd OPN poate lega calciul. Desi calcifierea poate fi utild radiologic pentru
identificarea prezentei tumorii, semnificatia functionala a prezentei OPN in aceste focare de calcifiere

ectopicd nu este inca elucidata.

Prezenta OPN in tumori primare ca indicator al cresterii agresivitatii tumorii

Variabilitatea prezentei OPN in unele tumori dar nu in toate, detectarea prin
imunohistochimie a transcriptului ARNm OPN uneori in celulele tumorale, alteori in celulele imune
ale gazdei sau in celulele vasculare endoteliale, a trezit interesul asupra implicatiilor posibile ale
acestor variabilititi asupra expresiei OPN ca marker al agresivitatii tumorale si prognozei.

Primul studiu in acest sens a fost efectuat in 1996 (1971). in studiu au fost inclusi 25 de
pacienti operati pentru cancer pulmonar. A fost examinatd expresia OPN in tumora si in probe din
tesutul adiacent. In tesutul normal pulmonar adiacent s-au detectat nivele neglijabile de OPN, in timp
ce majoritatea probelor tumorale au fost pozitive, cu variatii intre tumori §i nivelul supra-expresiei
ARNm OPN. Proteina a fost localizatd prin imunohistochimie atdt in celulele tumorale cét si in
macrofagele asociate tumorii. in urma studiului, datele au relevat o asociere statistic semnificativi
intre pozitivitatea OPN a tumorii §i scaderea ratei de supraviefuire a pacientului (71).

O posibilitate de a studia asocierea dintre expresia OPN si progresia tumorii mamare a fost
oferiti de o pacientd care avea carcinom mamar bilateral cu histologie similara, si care ulterior a
dezvoltat recurenta locala si metastazica unilateral. Tumora din partea dreapta s-a raspandit in nodulii
limfatici, spre deosebire de cea din stinga. Mai tirziu, pacienta a dezvoltat recurentd locala in partea
dreaptd cu metastazare. Examindnd expresia OPN si p53, precum .5i pe cea a Ki-67, c-erbB si a
receptorului pentru estrogen, atat in tumora primara cét si in recurenta locald i in metastaze, s-a
descoperit ca tumora primari din partea dreapta a fost pozitivd pentru OPN si pS53, in timp ce tumora
din stinga a fost negativi pentru ambi markeri. In schimb, ambele tumori au fost pozitive pentru
receptorul de estrogen si markerul de proliferare celulard Ki-67, in timp ce c-erbB nu a fost detectata
in nici o tumord. Tumora recurentd locald si metastazele din nodulii limfatici au fost inalt pozitive
pentru OPN si p53. Nivelul plasmatic al OPN a fost mdsurat inaintea mortii pacientei, si a fost
semnificativ mai mare decit media stabiliti anterior In cazul femeilor sinitoase. Ca urmare, atit
expresia OPN cét si imunopozitivitatea p53 au fost asociate cu agresivitatea tumorii, fiind detectate in
asociere cu progresia tumorala (82). Rezultatele acestui studiu sugereaza ca nivelul crescut al OPN,
atdt in celulele tumorale cat i in plasma, poate reprezenta un marker al agresivititii tumorii n
cancerul mamar §i poate prezice dezvoltarea ulterioara a metastazelor.

Nivelul OPN a fost corelat cu cresterea invazivitatii si cu potentialul metastazic si in alte
tumori umane. S-a examinat expresia OPN in 40 de carcinoame gastrice primare, 5 focare metastazice
si in mucoasa corespondentd normala (74). Au gasit expresia ARNm OPN in 72% dintre tumorile
primare §i in 60% dintre cele cu metastaze in noduluii limfatici in comparatie cu mucoasa normala.
Ulterior, o crestere a expresiei OPN a fost observata in paralel cu avansarea stadiului clinicopatologic.

Expresia OPN a fost asociatd cu agresivitatea tumorala §i metastazarea si in alte tipuri de
cancer precum: astrocitoame, cancer de prostata, cancer ovarian (77, 83, 84).

Semnificatia OPN in plasma pacientilor cu cancer

OPN a fost detectat in plasma pacientilor cu diferite tipuri de cancer: pulmonar, hepatic,
mamar, si de prostata. in scopul cuantificarii nivelului OPN s-a utilizat tehnica ELISA. Masuritori
initiale au determinat nivelul bazal al OPN in plasma pacientilor sinitosi. Nivelul mediu al OPN a
fost de 60pg/L (intre 15-117 pg/L) (85). Ulterior s-au realizat masuratori in plasma pacientilor cu
cancer pentru a stabili o asociere intre nivelul plasmatic al OPN si stadiul tumorii. Au fost luate in
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studiu 70 de paciente cu cancer mamar metastazic, nivelul mediu detectat al OPN 1in plasma fiind de

142 pg/L (intre 38—1312 pg/L).

A fost analizata semnificatia clinica a nivelelor OPN in plasma, pacientele fiind impartite in
trei grupe: cu nivel OPN crescut (< 118), mediu (118-203) si scazut (> 203). S-a observat cé nivele
crescute de OPN in plasma se asociazd cu o supravietuire scurtdi de aproximativ 170 zile. De
asemenea, s-a remarcat cd nivele crescute de OPN se asociaza cu un numir crescut de focare
metastazice. Acest studiu a demonstrat ca un nivel crescut al OPN in plasma poate fi asociat cu un
prognostic nefavorabil pentru femeile cu cancer mamar metastazic (86).

Existd studii care sugereazi ca OPN poate aduce informatii asemanatoare pentru pacientii cu
alte tipuri de cancer. In consecinta, OPN are potentialul de a furniza informatii clinice utile in lucrul
cu pacientii care prezinta diferite tipuri de tumori.

Intelegerea contributiilor fundamentale ale OPN in influentarea diferitelor tipuri celulare, este
importanta in dezvoltarea unor strategii terapeutice anti-OPN. Integrinele (in special avp3) sunt in
prezent n studiu ca tinte ale terapiei anticanceroase si antiangiogenice, terapii anti-avp3 fiind deja
dezvoltate si aflate in studii clinice. Rapoartele asupra acestor incercéri sunt promititoare (87), totusi
raimin multe de aflat despre utilitatea acestor compusi si ciile pe care acestia actioneaza. Desi aceste
strategii nu sunt specifice OPN, totusi ca ligand ce se cupleaza la aceastd integrind, abordarile
terapeutice pot interfera cu efectele sale de intensificare a malignizarii, reducand, in consecinta,
cresterea celulelor tumorale si metastazarea.
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TENASCIN

Tenascin este unul din membrii familiei de macromolecule din matricea extracelulard (ECM),
care moduleazd adeziunea celulelor, expresia si distributia lui putdnd influenta semnificativ
proliferarea si migrarea celulelor. Este prezenta atat in procesul organogenezei cat i in oncogeneza.

in timpul dezvoltirii proceselor, tenascin-C are un rol important in numeroase tipuri tisulare;
astfel, in formarea dintilor la soareci, mRNA tenascin se expimi tranzitoriu in timpul inmuguririi
epiteliale in mezenchimul dentar §i reapare mai tirziu in mezenchimul papilei dentare, unde persista
in pulpa dentard, dar in odontoblaste proteina este subreglata.

Epitelul dentar induce tenascin-C in mezenchimul timpuriu, factorii de crestere TGFbeta-1 si
FGF putand mima acest efect, iar FGF-4 si TGFbeta-1 stimuleaza expresia sa in mezenchimul dentar
(E12) inducédndu-i citeva izoforme.

Se conclude de altfel ca, izoformele proteinei se exprima in dezvoltarea dintilor la soareci si
cd factorii de crestere FGF-4 si TGFbeta-1 pot actiona ca semnale epiteliale ce induc expresia in
mezenchimul dentar (1).

Cu ajutorul anticorpilor anti-tenascin-C, anti-fibronectina si anti-colagen tip III s-a stabilut ca
toate aceste proteine matriciale exista in pulpa dentard normali la om. in ariile de hialinizare se
giseste numai colagen III, iar in exsudate inflamatorii nu se giseste nici una din cele trei molecule.
Reactia puternicd pentru tenascin §i fibronectind este prezentd ldngd patura odontoblastelor. Se
conclude cd, in pulpa dentard inflamati cele trei molecule dispar (2). Acestea ins3, joacd un rol
important in reglarea diferentierii timpurii a osteoblastelor. Tenascin-C se localizeazi in densitatile
mezenchimale ale dintilor mandibulari ai embrionilor de sobolan de 14 zile. La 15 zile matricea osului
reactioneazi §i pentru colagen si fibronectina.

In tibie, tenascin-C este localizat, la 17 zile, in tesutul mezenchimal pericondral. Se constati
astfel in timpul embriogenezei dintilor mandibulari si tibiei, variatii in aparitia colagenului tip I si
fibronectinei, pe langa tenascin-C (3). Pe de alti parte, tenascin-C si metaloproteinazele (MMP) sunt
implicate in remodelarea arterelor pulmonare, in sensul cd induc cresterea celulelor. Dupa 12
saptamani de la ligaturarea arterei pulmonare stdngi la cobai nou-niscuti, s-au analizat modificarile
hemodinamice pulmonare, expresia proteinei tenascin-C si activitatea MMP de legare a Egr-1 la
DNA, vizavi de martor.

Egr-1 este un factor de transcriere care activeaza expresia tenascin-C. De aici concluzia c3,
schimbari in fluxul sanguin pulmonar din micromediul neonatal, modificd comportamentul celular (4).

Tenascin-C este puternic implicatd in formarea, maturarea i stabilizarea jonctiunii
neuromusculare. Reinervarea ce apare dupa denervarea mugchiului triangular al sternului, diferd de
cea de la soarecii deficienti in tenascin-C, ca si de cea din mugchiul tip-sélbatic, cresterea axonala si
stabilitatea arborelui terminal fiind afectate in musgchii lipsiti de tenascin-C. Unii axoni din muschii
mutanti cresc dincolo de tintele lor originare §i reinerveaza alte locuri ce astfel pot devenii dublu
inervate (5).

In timpul dezvoltarii corneei, derivatele crestei neurale din mezenchimul periocular migreaza
in comee, timp in care interactioneazi cu o varietate de proteine ale matricei extracelulare.
Urmidrindu-se integrinele, fibronectina §i tenascin, ca si unii factori de crestere se demonstreazi ci
interactiunea cu fibronectina permite atasarea si diseminarea, in timp ce tenascin este anti-adeziv (6).

Soarecii lipsiti de tenascin (TNKO) aratd proliferarea redusd a celulelor mezangiale si
restaurarea anormalad dupa glomerulonefritele induse cu venin de sarpe. Transcriptele tenascin-C si
PDGFR alfa §i beta sunt suprareglate la soarecii tip-silbatic dupd injectarea cu venin, dar ale
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soarecilor TNKO nu sunt suprareglate. PDGFR alfa din muschii netezi este localizat in ariile
mezangiale ale actinei alfa colocalizatd, dar la soarecii TNKO receptorul nu este detectabil. Expresia
mRNA si proteinei PDGFR alfa si beta in celulele mezangiale in cultura de la soarecii TNKO este mai
scazuta decat in celule provenite de la soareci tip-salbatic (7).

Tenascin in sistemul nervos

Cum mentionam, tenascin face parte dintr-o mare famile de glicoproteine matriciale, care se
exprimi printre altele si in sistemul nervos. Astfel, tenascin-C, tenascin-R si tenascin-Y se exprima
specific in timpul dezvoltarii sistemului nervos, fiind subreglate ulterior maturérii. Dintre cele trei
forme, tenscin-C este cel mai mult studiat deoarece se reexprima dupd leziuni. De aici se sugereazi
rolurile specifice ale formelor de tenascin in sistemul nervos; in migrarea celulelor precursoare,
cresterea axonului si orientare. Tenascin-C apare intr-un numar mare de izoforme generate de variatia
combinatiilor cu ripiturile fibronectinei tip III, care se proceseazé alternativ. Se sustine ci tenascin-C
ar putea fi micromediul neuronal specific, fapt sustinut de analizele animalelor tenascin
C -/- care relevi disfunctii subtile ale sistemului nervos (8).

Expresia tenascin-C pe oligodendrocite este simultand cu migrarea celulelor granulare din
cerebel, in timpul dezvoltdrii acestora, sugerdnd un rol al acestei proteine ca ghid pentru neuronii
granulari catre localizarea lor specifica. In scopul stabilirii rolului tenascin-C in reglarea cu receptorii
muscarinic acetilcolinic, s-au folosit neuroni granulari cerebelosi de la soarecii lipsiti de tenascin-C.

Expunerea la acesti receptori a celulelor granulare de la soarecii tip-sdlbatic sau de la-cei
lipsiti de tenascin-C, duce la sechestrarea normala la suprafata celulelor a acestora. Incubarea acestor
celule cu stabilizatorul taxol din microtubuli restaureazi la nivele normale reglarea scazuta a tuturor
acestor receptori. Se demonstreazi astfel, reglarea de citre tenascin-C a dezvoltarii cerebelului (9).

Tenascin-C regleazd proliferarea §i migrarea oligodendrocitelor precursori in timpul
dezvoltarii. Astfel, soarecii lipsiti de tenascin-C aratd o ratd scizuti a migrarii precursorilor
oligodendrocitelor de-a lungul nervului optic si rate reduse ale proliferarii acestora in diferite regiuni
ale sistemului nervos. Nivelele apoptotice sunt reduse in stadiile tdrzii ale melanizirii celulelor
oferind un mecanism corectiv potential pentru orice reducere a numirului celulelor care rezulta din
fenotipul proliferativ. Efectele asupra proliferirii celulelor sunt mediate de integrinele alfa beta 3 si de
o cale mitogenicad stimulatdi de PDGF, ceea ce subliniazi importanta matricei sistemului nervos
central in interactiunea cu factorii de cregtere, in reglarea comportarii proceselor neuronale (10).

Dezvoltarea astrocitelor in creierul de rozitoare apare dupa finalizarea neurogenezei.

Tenascin-C deriva din astroglie, expresia ei constatandu-se in zona ventriculard germinativa a
creierului embrionar, aga ca@ poate fi un marker al precursorilor astrogliali.

Astrocitele tenascin-C pozitive din zona ventriculara incep sa migreze radiar din ziva a 15-a
embrionard (E15). Celule tenascin-C pozitive din cortex §i subcortex sunt diferentiate inainte de E17.
Modelul migriarii astrocitelor cétre ariile corticale si subcorticale se corelezi astfel, cu un aranjament
radiar al nevrogliei. Aceste celule tenascin-C pozitive reprezintd un nou subset de precursori
astrogliali care apar din zona ventricularj, iar astrogliogeneza din acesti precursori este, de asemenea,
timpurie in neurogeneza embrionara (11). De asemenea, tenascin-C se exprima ca semnal timpuriu si
tranzitoriu in recunoasterea tintei pentru fibrele aferente selective. Expresia sa dispare din neuronii
pituitari melanotrofici i hipotalamici dupa stabilirea contactelor neuronale. Concomitent,
melanotrofii devin imunoreactivi pentru laminina cu lantul izoformei beta2. Semnalul lamininei pare
implicat in inductia diferentierii sinaptice, selectiv cu fibrele ce contin dopamina si GABA, asemenea
celor ce inerveaza melanotrofele in situ (12).

Soarecii transgenici R6/2 care exprima primul exon al genei ce induce boala umana Huntington
contin frecvent tenascin-C in neuronii cortexului §i talamici. Pierderea expresiei sale incepe intre
saptimanile a patra §i a opta postnatal, ceea ce coincide cu aparitia fenotipului de comportare anormala

58

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



si cu aparitia incluziilor intranucleare. La 12 saptamani, acesti soareci transgenici arata absenta totala a
tenascin-C in regiunea talamusului dorsal. Pierderea expresiei sale in neuroni include structuri ale caror
proiectii axonale excitatorii converg catre putamenul caudal, fiind de cel mai mare risc pentru
neurodegenerare de tip Huntington. Expresia alteratd a tenascin-C in neuroni la soarecii R6/2 implica
activitati transcriptionale alterate ale proteinei mutante Huntington (13).

Proteine tenascin -R in sistemul nervos

in sistemul nervos central, tenascin-R este exprimat principalmente in oligodedrocite si in
tractusuri. Izoforma de 160kD este principalul component al tenascin R in membranele mielinice, ca
un dimer ce se degradeaza in monomeri majori de 125 si 80kD in absenta inhibitorilor proteazei. lonii
de calciu determina disocierea tenascin-R pe cind cei ai zincului si cuprului o blocheaza.

Se conclude c@ ionii metalici bivalenti stabilizeazd asocierea receptorului tenascin cu
proteazele endogene, sugerdnd implicarea receptorului tenascin derivat din mielind in inhibarea
cresterii axonului §i In afectiunile demielinizante (14). _

Tenascin-R, glicoproteind matriceala este implicat in timpul dezvoltdrii si regenerarii
sistemului nervos central, intr-o varietate de interactiuni celuld-matrice, in controlul cresterii
axonului, in mielinizare §i in adeziunea celulelor la fibronectina; cel provenit din creier de soarece
adult exprimd condroitin sulfat, glicozoaminoglicani (GAG-precum C-65 si C-4S) recunoscuti de
anticorpi monoclonali 473HD si CS-56 specifici CS/dermatan sulfat. CS GAG legat la tenascin-R este
implicat in interactiunea cu locurile ce cupleazd heparina, raspunde de inhibarea mediatd de
tenascin-R a adeziunii celulare la un fragment de 33-36kb, de fibronectina, fragment ce cupleaza
heparina sau peptidele fibronectin-C/HI si FN-C/HII, care participa la cuplarea fibronectinei la
proteoglicani de la suprafata celulelor si, de asemenea, contribuie partial la interactiunea dintre
tenascin-R si tenascin-C; desi nu duce la o interferenta cu inhibarea mediati de cele doud forme a
cregterii axonilor cand aceste doua molecule sunt oferite ca substrat mixt in cultura.

Se sugereazi ca implicarea functionald a CS GAG legate la tenascin in interactiunea matricei cu
fibronectin §i tenascin-C contribuie la modularea comportirii celulelor §i la organizarea macromoleculelor
componentelor matricei in dezvoltarea sau in injuria sistemului nervos central adult (15).

in premiera, se arati ci tenascin-R si mai ales izoforma sa de 16kD este exprimata tranzitoriu
si In sistemul nervos periferic, respectiv nervul sciatic al embrionului tarziu (E14-E18) si la soarecii
nou nascuti, iar in stadiile si mai tarzii de dezvoltare, mRNA si proteina sunt subreglate. In vitro,
tenascin-R se exprima 1n neuronii nediferentiati §i in cei diferentiati de PC-12 ca si in celulele
Schwann L1+, dar nu in alti neuroni sau celule non-neuronale provenite din embrioni E17/18. in
dezvoltarea sistemului nervos periferic, expresia tenascin-R se coreleazd in timpul inervarii
musculaturii scheletice, cu cresterea axonilor i migrarea celulelor Schwann (16).

Prin urmare, matricea extracelulara care este o retea de macromolecule de glicoproteine
precum tenascin-R, polizaharide si condroitin-sulfat proteoglicani, este esentialad pentru constituirea
unor cuiburi perineuronale. Soarecii mutanti deficienti in tenascin-R aratd o reducere de doui ori a
constatd si la goarecii de tip-silbatic care au fost pretratati doua ore cu condroitinaza ABC, care
elimind complet condeoitin sulfatul din matrice. Tenascin-R si condroitin sulfat proteoglican
moduleaza diferentiat diversele forme ale plasticitatii sinaptice, sugerdnd implicarea lor in mecanisme
diferite. Tenascin-R nu se detecteaza in toate fantele sinaptice, dar este amplu prezent in fasciculul de
axoni, in ariile de contact axon-astrocit si in jonctiunile gap astrocitare (17, 18).

Dupa o leziune traumaticd a maduvei spinarii, tenascin-R este semnificativ subreglat in prima
zi §i normalizat dupa trei siptimani, iar tenascin J1 declina in 3 zile la cel mai scdzut nivel §i revene
la nivelul initial tot dupa trei siptamani. Densitatea macrofagelor atinge maximum la trei zile dupa
injurie i pare a se corela invers cu nivelul mRNA tenascin-R. Deci, tenascin-R neuronal poate
modula adeziunea celulelor inflamatorii (19).

59

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Tenascin -X

Tenascin X este o proteina a matricei extracelulare, abundentd in mugchi §i miocard dar se
exprima si in fibroblaste in cultura. Regiunea promotor a genei tenascin-X de soarece are doua locuri
adiacente de initiere a transcrierii de 68 si 67 p.b. amonte de exonul 5’-netranslatant. Transfectia
tranzitorie a limfocitelor 293 T cu ajutorul constructelor reporter cu luciferaza a stabilit ca regiunea
(-144 - - 136) contine factorul de transcriere ce cupleaza Spl, care contibuie la expresia genei.
Mutatiile directionate pe acest loc ce cupleaza Spl anuleazi transcrierea. Extractul nuclear din celule
arati ca se formeaza un complex distinct Spl-DNA la elementele care cupleaza Spl. Se demonstreaza
astfel ca, Spl joaca un rol critic in expresia genei tenascin-X la goarece (20).

S-a lezat gena tenascin X in celulele stem embrionare de goarece, prin recombinare omoloaga
si s-au creat goareci deficienti in proteina tenascin-X, soareci mutanti care nu arata defectiuni in viata
adultd. Inoculdndu-se subcutan melanom linia B16-BL6 inalt invaziva si metastazanti, ei dezvoltd
tumori in 30 de zile, de 1,2 mai mari decét soarecii de tip silbatic, iar invazia §i metastazarea cresc
pana la 6,8 ori fata de tipul-salbatic. Analiza altor componente din matricea extracelulara arata ca la
soarecii deficienti in tenascin X (TNX -/-) cresc nivelele de metaloproteinaze. MMP2 si MMP9 induc
scaderea nivelelor de laminina, sub % fata de nivelul de la animalele de tip-silbatic. Se conclude ci
deficienta de tenascin X ar putea facilita invazia §i metastazarea celulelor melanomului, prin cresterea
metaloproteinazelor si degradarea lamininei §i ca, prezenta ei ar impiedica ins3 metastazarea celulelor
tumorale (21).

Absenta proteinei tenascin X duce la alterarea proprietatilor mecanice ale tesutului conjunctiv
din matrice. Din extractele de piele de bovine o molecula de 100 kD interactioneaz3 cu tenascin-X si
poate fi abolitda cind preparatul este digerat cu condroitinazd. Se demonstreaza astfel ca, lanturile
dermatan sulfat ale decorinului cupleazi la locul de legare a heparinei inclus in domeniile 10, 11, ale
tenascin X, tip fibronectina tip IIl. Se postuleazi ci asocierea tenascin-X cu fibrilele de colagen este
mediata de decorin §i contribuie la integritatea retelei extracelulare (22).

S-a identificat astfel o structurd conformationala de cuplare, care implicid module fibronectin
tip III pentru heparina. in tenascin-X la bovine, receptorii de la suprafata celulelor cu heparan sulfat
pot interactiona cu domeniile 10 §i 11 ale proteinelor de cuplare, sugerind ci tenascin-X poate activa
diferite semnale pentru reglarea competentei celulare (23).

Tenascin-X se cupleaza la factorii de crestere endoteliali A si B (VEGFA si VEGFB)
inducind sinteza DNA 1n celulele endoteliale via semnalele de crstere induse de acestia. Laolalta cu
membrii familiei VEGF, tenascin-X joacd un rol important in controlul proliferdrii celulelor
endoteliale in vivo, fapt confirmat prin actiunea lui VEGF-A asupra explantelor de inimi de embrion
de soarece ce contine sau nu tenascin-X (24).

Tenascin Y este omologul aviar al tenascin-X §i se concentreazi in portiunea proximald a
nervilor periferici la pui. in culturile fmbogatite cu celule Schwann se demonstreaza ci tenascin Y
recombinat are efecte dependente de doza, asupra atasarii, disemindrii si migririi celulelor gliale. Se
conclude ca, proprietatile sale in vitro demonstreaza rolul sau inhibitor asupra migririi celulelor gliale
si regenerdrii cdilor nervoase senzoriale (25).

Deficienta tenascin-X la om se asociaza cu sindromul Ehlers-Danlos, afectiune generalizati a
tesutului conjunctiv, rezultatd in urma metabolismului alterat al fibrelor de colagen. Pielea soarecilor
lipsiti de gena tenascin-Xb este in general normald histologic, dar continutul ei in colagen este
semnificativ redus. Electronomicroscopic, fibrele de colagen sunt normale ca forma si dimensiuni, dar
densitatea lor este redusi proportional cu reducerea continutului in colagen. Fibroblastele lipsite de
gena tenascin-Xb nu depoziteazi colagen tip I in matricea extracelulari. Se sustine ci proteina este un
reglator esential al depunerii de colagen de catre fibroblastele dermale (26).
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Tenascin in angiogeneza

in conditii patologice ale sistemului nervos central de la om (neoplazie, infectie, ischemie,
traume) se produc fenomene de angiogeneza (neovascularizare). Suprareglarea VEGF/VPF si a
tenascin-C este legata spatial si temporal de neurovascularizare, deoarece cele doua proteine nu
sunt detectabile in ariile normale ale creierului. In momentul stoparii neovascularizirii, VEGF si
tenascin-C nu mai sunt detectabile (27).

Terapia prin iradiere a tegumentului uman determind expresia proteinei tenascin §i
angiogeneza. Expresia crescutd a proteinei s-ar putea datora activarii unor citochine ca rezultat al
iradierii. Pe de alta parte, cresterea angiogenezei s-ar datora necesititii repararii vaselor lezate de
radiatii, prin intermediul factorilor angiogeneici. in cazul cancerului mamar sau tegumentar, in
tegumentul iradiat expresia tenascin se coreleaza cu neurovascularizarea (28).

Izoformele tenascin-C sunt exprimate in sistemul vascular intr-o maniera reglata, remodelarea
peretelui vascular ficdndu-se cu celule musculare netede care migraza in zonele lezate ale vaselor.
Astfel, tenascin-C in asociere cu forme ale fibonectinei de tip III stimuleazd chemotaxisul celulelor
musculare netede din carotida de sobolan lezata (29).

Tenascin in relatiile cu alte molecule din complexul matricei extracelulare

In relatiile cu alte molecule din matricea extracelulara, tenascin are functii importante privind
adeziunea celuli-celula si celula-matrice, diferentierea celulara si deplasarea celulelor in migratie. In
membranele bazale pure, intacte, izolate din foliculii preovarieni de la pui s-au detectat cu anticorpi
monoclonali si policlonali, numeroase proteine printre care laminina, entactin (nidogen), tenascin,
proteoglican heparan sulfat, osteonectin si colagen tip IV. Aceste proteine au reactionat, de asemenea,
incrucigat cu anticorpi anti-EGF, bFGF, AA-PDGF, TGF alfa, TGF-beta (beta2, beta5), IGF-I si II.
Similar, si anticorpii-IGF-like, factor de legare -2, -3, -4, -5, -6 si -7 reactioneazi cu membrana bazala.
in plus, anticorpii anti-metaloproteinazele matriciale-1, 2, 3, 4, 8, 9 si 13 au dat reactii pozitive cu
membrana bazald, ca §i anticorpii care recunosc IL-3, GM-CSF si IFN-gamma. Prin urmare,
membrana bazali a foliculilor ovarieni este un depozit si sursi de molecule active biologic cum sunt
factorii de crestere, proteinele care cupleaza factori de crestere, citochinele, metaloproteinazele
matriciale §i moleculele tip matricial. Se conclude cid, factorii de crestere ar putea exercita efecte
majore asupra comportérii §i functiilor celulelor ovariene, iar enzimele ar putea participa la
remodelarea tesutului in timpul dezvoltarii foliculilor (30).

Tenascin-C si izoformele sale sunt proteine ale matricei extracelulare implicate, printre altele,
in reglarea interactiunii stroma-epiteliu. Unele interactiuni intre tenascin-C si celule sunt mediate de
integrine. Astfel, In ranile bucale prezente timp de trei zile se constatd cd imunoreactivitatea pentru
integrina alfa9 este localizatd in celulele epiteliale migrate la baza ranii. Izoformele de greutate
moleculard mare- tenascin-C si tenascin-C (L) apar localizate in matricea dintre celulele epiteliale
care exprima ulterior integrina alfa9. Paralel cu scaderea reglarii graduale a imunoreactivitatii
integrinei alfa9, in rana de 7 zile, expresia integrinei alfavbeta 6 este indusd numai temporar.
Colocalizarea imunoreactivitatii integrinei alfa6 se constata in acelasi arii cu tenascin-C si
tenascin-C(L). La contactele celula-celuld din paturile bazale si suprabazale ale epiteliului ranii se
constata colocalizarea imunoreactivitatii integrinei alfaé.

in timpul formarii tesutului de granulatie si a reorganizirii epiteliului intre 7 si 28 de zile dupa
ranire, cele doud proteine apar abundent in tesutul de granulatie. Tenascin-C (L) este exprimata sub
epiteliul migrator §i in tesutul de granulatie in timpul repararii ranii. Pe de altd parte, localizarea
preferentiald in epiteliu dupa inchiderea rinii a integrinei alfa9 si alfavbeta6 sugereaza diversele
functii ale acestora in repararea ranii (31).

Diversele forme ale tenascin compun o familie de glicoproteine din matricea extracelulara,
care formeaza cu alte molecule matriciale complexe spatiale in organogeneza, indeosebi in relatia
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dintre epitelii 51 mezenchim. in special n intestinul subtire si in mucoasa colonului la adult, dar si in
neoplazii, tenascin-C se exprima diferentiat in timpul dezvoltdrii acestor segmente ale tubului
digestiv. Tenascin-C apare astfel ca un element cheie in dezvoltarea mucoasei intestinale si in
metinerea neoplaziei, dar rolul lui in reglarea functionald nu este inca elucidat (32).

Diferentierea celulelor epiteliale mamare depinde de hormonii lactogeni, de factorii de
crestere si de interactiunea celula-celuld si celuld-substrat, toate acestea moduldnd factori de
transcriere esentiali pentru expresia genei proteinelor din lapte. Familia proteinelor care cupleaza
CCAAT/enhancer (C/EBP) si Stat5 (semnal de transductie si activator transcriptional) este implicata
in cresterea si diferentierea celulelor epiteliale mamare. Urmarindu-se efectele componentelor
matricei extracelulare si ale hormonilor lactogeni asupra activitatii EBP si Stat5, s-a constatat ci in
glandele mamare, tenascin se exprima indeosebi in timpul embriogenezei si carcinogenezei, iar in
cultura celulara scade expresia beta-cazeinei. In celulele mamare HC11, tenascin dar nu laminina sau
fibronectina, determind scaderea specificd a nivelului proteinelor C/EBPalfa fard efect insa, pe
cantitatea de StatS si pe activitatea de cuplare DNA. De asemenea, glucocorticoizii, prolactina si
insulina nu au efect asupra nivelului acestei proteinei, ca §i asupra proteinei C/EBPbeta. Astfel,
tenascin §i hormonii lactogeni intervin in reglarea activitatii celulelor epiteliului mamar (33).

Tenascin-C in patologia cardiovasculara

Glicoproteina tenascin-C este multifunctionala fiind implicatd in proliferarea, migrarea si
diferentierea celulelor si implicit in patologia stenozelor valvelor aortice umane. S-au analizat 55
valvule tricupside si valvule stenozate fara cauzi reumatismald, de la pacienti cu valvulele inlocuite
si 4 valvule normale de la decedati din diverse traume. S-a folosit un anticorp monoclonal anti-
tenascin-C (143DB7).

in valvulele normale expresia tenascin-C se asociazi cu membrana bazali pe care stau
celulele endoteliale, in timp ce la valvulele stenozate nu se exprimi; uneori ins3, imunoreactivitatea se
constati in paturile mai profunde ale valvulelor, cind se asociazd cu caracteristiciele tipice ale
proceselor de stenoza si cu cresterea sarcinii mecanice cauzata de hipertensiune.

Se conclude c3, supraexpresia tenascin-C in valvulele aortice stenozate umane, induce o boala
activd, mai curdnd decat un proces degenerativ (34).

Dacd tenascin-C se gidseste in os §i placa ateroscleroticd, iar MMP-2 din matrice este
interdependenta de tenascin-C in celulele musculare netede vasculare, se presupune ci cele doud
proteine sunt implicate in patologia stenozei aortice calcifiate la om. In acest caz se produce
depozitarea masiva a tenascin-C i MMP-2 si activarea lor, ca §i activitatea gelatinolitica a celei din
urma. in céteve valvule cuspide necalcifiate s-au constatat cantitdfi mici de tenascin-C, dar niciodata
MMP-2 si AP.

in progresia procesului calcifierii are loc initial acumularea de tenascin-C si ulterior de
MMP-2. Prezenta lor reziduala in calcifierile severe este indiciul implicarii lor in patogeneza (35).

Depozitarea proteinelor matriciale este o cauzi majord a restenozirii vasculare dupi
angioplastie coronard percutantd. Depozitarea tenascin-C creste tranzitoriu intr-o luni dupa
interventie, cind migrarea si proliferarea celuleor musculare netede este activi. Dupa disparitia
proteinei, acumularea de anticorpi PCL-M / versican cregte atingind maxima intre 1-3 luni cind
restenozarea clinica progreseaza cel mai activ.

Se conclude ca, proteinele matriciale din leziunile restenotice ale coronarei se schimba
secvential dupa angioplastie §i de asemenea c3, tenascin-C ar putea fi molecula cheie in stadiile
timpurii ale procesului (36).

Tenascin-C moduleazid adeziunea cardiomiocitelor la matricea extracelulard in timpul
remodelarii tesutului dupa infarctul miocardic. Dupa 24 de ore de la ligaturarea coronarei la sobolani,
fibroblastele interstitiale de la marginea zonei infarctate exprima un RNA tenascin-C. Unele celule ce
preduc proteina sunt imunoreactive pentru actina-alfa din muschiul neted. fn culturd, tenascin-C
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creste numarul cardiomiocitelor atasate la lamin, dar inhiba formarea contactelor focale. in timpul
fazei acute postinfarctante, celulele interstitiale de la marginea zonei sintetizeaza tenascin-C, care
poate pierde adeziunea puternicd a cardiomiocitelor supravietuitoare la tesutul conjunctiv facilitind
astfel reorganizarea tesutului (37).

in coarda tendinoasi a cuspidei anterioare a mugchiului papilar din ventriculul sting s-a stabilit
ca subiectii de 80-90 de ani au o acumulare de tenascin-C si colagen tip I si IIl spre deosebire de
cantitatea prezentd la un grup de subiecti de 20 ani. Distributia §i continutul acestor schimbiari sunt
legate de schimbdrile in performanta mecanicd a mugchiului cardiac, vizavi de varsta (38).

Tenascin §i cancerul

in diferite neoplazii si alte procese patologice tenascin-C este suprareglata. Feocromocitomul
este o tumord rard a sistemului simpato adrenal a cdrei malignizare este imposibil de prevazut,
deoarece nu s-au raportat markeri histologici sau chimici pentru a defini malignitatea lor, cu exceptia
faptului c@ metstazeaza. .

Medula adrenald normala este tenascin negativa iar intre tumora maligna si benigna exista
stricta diferenta. Tumorile maligne sunt ins3, puternic sau moderat tenascin imunopozitive, iar cele
benigne (70%) sunt foarte putin sau deloc imunopozitive.

La 46% din tumori, considerate tumori de granitd, coloratia tesutului este fie marcatd fie
moderata. Paraganglioamele sunt mai heterogen colorate si fird diferente semnificative intre cele
maligne §i benigne. S-a demonstrat astfel, in premierd, expresia tenascin in feocromocitoame,
indeosebi in cele maligne, sugerdndu-se ca proteina poate fi asociatd cu transformarea maligna si
metastazarea acestor tumori, reprezentand astfel un marker in stadiul lor agresiv (39).

Tenascin in gliom. Componentele stromale ale matricei extracelulare se crede cé joaca un rol
important in reglarea invaziva a glioamelor umane. Macrofagele si microglia pot influenta puternic
integritatea compartimentului extracelular al acestor tumori. Matricea extracelulara poate juca un rol
cheie in reglarea migrarii celulelor tumorale, macrofagelor si celulelor gliale.

S-au analizat 46 glioblastoame, 19 glioame anaplazice, 22 glioame de grad scazut si 3
astrocitoame. S-au identificat ariile tenascin perinecrotice ale glioblastoamelor iar tenascin interstitial
s-a exprimat mai radical la distanta de necroza si in matricea extracelulara din glioamele anaplazice si
de grad scazut. Coloratiile cu anticorpi anti-CD68 si anti-tenascin releva cd densitatea macrofage-
microglii este semnificativ mai inaltd in ariile tenascin pozitive ale majoritatii glioblastoamelor si
glioamelor anaplazice. Se conclude ci, tenascin poate juca un rol crucial in reglarea traficului
celulelor liniei monocitice in glioamele umane (40).

O izoforma particulard de tenascin-C de tip III ripit C este tipic asociata cu vasele glioamelor
anaplazice fiind un marker al proliferarii vasculare in leziunile tesutului cerebral. Acumularea totala a
tenascin-C se giseste in peretii vasculari si in cavernoame. Anticorpul pentru fragmentul tenascin-11 se
evidentiaza in cavernoame si in vasele din substanta alba din jurul leziunii, dar nu in probele de control.
De aici, concluzia ci distributia izoformei tip III ripit-C reprezinta un marker al proliferarii vasculare din
cavernoamele cerebrale si in acord cu ipoteza unei potentiale cresteri a acestora (41).

Detectarea imunohistochimica a expresiei tenascin-C in 86 glioame demonstreaza cé proteina
creste odata cu malignitatea. In toate tumorile expresia este evidentiata in jurul vaselor care hrinesc
tumora. in prezenta anticorpului anti-tenascin-C proliferarea este inhibata 30% in toate culturile de
celule de glioblastom §i, de asemenea, se constatd o scidere a migrarii celulelor. Concluzia este ca,
izoformele endogene de tenascin-C din gliom suportd atit proliferarea, cdt si migrarea celulelor
tumorale, sugerdndu-se ca proteina poate fi un potential marker de prognostic pentru recurenta mai
timpurie a tumorii (42).
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Tenascin in fibroza. In ficatul normal si fibrotic de la sobolan s-a urmirit expresia
tenascin-C. Fibroza hepatica indusa la sobolan de CCl4 presupune 3 stadii: stadiul injuriei hepatice (4
saptamant), stadiul timpuriu (8 saptimani) si stadiul tarziu (12 saptdmani).

In tesutul hepatic normal, tenascin se coloreazi slab imunohistochimic, iar in primele doua
stadii de fibrozare, semnalul pentru mRNA si imunocolorarea sa sunt semnificativ crescute. In stadiul
tarziu al fibrozirii, tenascin scade comparativ cu primele doui stadii. Prin urmare, tenascin C este un
component al matricei tesutului hepatic cu rol in organizarea timpurie a acesteia in timpul
fibrogenezei ficatului (43).

Prezenta tenascin in dermatofibrosarcomatom i dermatofibrom este dificil de stabilit; folosind
anticorpi anti-tenascin s-a stabilit totusi, ca proteina se giseste la jonctiunea dermo-epidermicd ce
acoperd leziunile dermatofibroamelor, dar nu in cele ale dermatofibrosarcomatoamelor (44).

Tenascin-C, glicoporoteina oligomericd a matricei extracelulare are proprietati atat adezive
cét si antiadezive pentru celule. Variantele sale majore procesate sunt de 320 si respectiv 220 kD.
Proteina se exprima marcat in embriogeneza, vindecarea ranilor §i in tumorogeneza, fiind colocalizata
cu fibronectina in procesele de adezivitate celulara.

Linia JJO12 de condrosarcom detine varianta de 220 kD, care cupleazi la fibronectina, in
timp ce varianta de 320 kD nu cupleazi. Varianta de 220 kD scade adezivitatea pentru celule cand
cupleaza la fibronectind, dar contribuie la adezivitate cand se cupleaza la plastic pe peretii acoperiti cu
fibronectina. Se conclude, ¢ izoformele mici de tenascin-C intervin structural si in adezivitate, iar
izoformele mari se exprima preferential in tesuturile maligne intervenind astfel in mobilitatea celulara
si metastaze. Evolutia gradata a tumorii este marcati de prezenta izoformelor mari sau mici de
tenascin-C si astfel poate fi un factor de prognoza sugerand si tentative terapeutice pentru aceste
malignitati (45, 46).

Tenascin-C s-a detectat §i in 33 de cazuri de osteosarcom primar, expresia sa dovedindu-se
mai inalta in metastaze. In vitro, proteina suplimentara induce migrarea mai facila a celulelor MOS de
osteosarcom, de unde sugestia ci ea faciliteaza atit migrarea cit i metastazarea celulelor (47).

Tenascin in fibroza §i cancerul pulmonar. Considerati ca 0 moleculd indispensabila in
organogenez, tenascin-C se exprimd activ si in procesele de fibrozare si neoplazice pulmonare.
Expresia sa creste in plamanii de nou-nascuti cu sindrom de insuficienti respiratorie, dar si la copiii
cu displazie bronhopulmonara. In pliménii normali expresia tenascin-C este scizutd langa epiteliul
alveolar si bronhoalveolar (+), moderati in intima venelor (+ +) si puternici in jurul condrocitelor
(+ + +). Pacientii care au supravietuit insuficientei respiratorii arati expresia puternici a tenascin-C
in peretele alveolelor pulmonare. Expresia crescuti a mRNA tenascin-C este evidentd sub epiteliul
alveolar si bronhoalveolar in cazurile de insuficienta respiratorie si displazie bronhopulmonara, cazuri
in care celulele sunt imunoreactive la actina alfa din mugchii netezi, sugerand un fenotip fibroblastic.

In cele doua maladii mentionate, tenascin-C se exprima la nivele inalte in peretii alveolari si
bronhiolari avand rol determinant (48). In plamani, proteina se exprima in focare de leziuni recente
ale mugurilor fibrotici incorporati sau intraluminali. Celulele care exprimi mRNA tenascin sunt
localizate in §i sub epiteliul nou format. Celulele de sub epiteliu sunt puternic pozitive pentru
citocheratina regenerand astfel pneumocitele tip II, in timp ce celulele noului epiteliu format sunt
puternic pozitive pentru actina alfa din muschii netezi si aparent, pentru miofibroblaste. In
miofibroblaste expresia mRNA tenascin este mai puternicd §i mai radicala dect in pneumocitele
tip II. Expresia slaba a mRNA tenascin s-a constatat in epiteliu bronhiolar de tip metaplazic si in
macrofagele alveolare. S-a conclus, ca proteina este sintetizat activ in leziunile fibrotice timpurii in
caz de injurii pulmonare interstitiale. Interactiunea dintre epiteliu i tesutul conjunctiv subiacent joaci
un rol semnificativ in sinteza proteinei, miofibroblastele fiind de asemenea, principalii responsabili de
sinteza ei in focarele fibroblastice (49).

In recurenta cancerului pulmonar cu celule mari se sustine ci degradarea tenascin-C este un
marker pentru potentialul de recidivd a bolii in stadiul 1 si ca metaloproteinaza-2 (MMP-2) poate fi
proteaza care reduce tenascin-C in cancerul puomonar (50). De asemenea, expresia crescutd a
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proteinei este asociatd §i cu hipertensiunea pulmonara. In culturd de celule musculare netede,
tenascin-C este indusd de metaloproteinazele matricei extracelulare amplificand raspunsul proliferativ
la factorii de crestere. Dimpotriva, supresia proteinei duce la apoptoza celulelor musculare netede. S-a
demonstrat ca arterele pulmonare in cultura, de la sobolan se hipertrofiaza progresiv in asociere cu
proliferarea celulelor, iar acumularea matricei poate fi regresata prin inhibarea serin-elastazelor sau de
catre metaloproteinaze. Acest efect este asociat cu reducerea proteinei, cu supresia proliferérii
celulelor musculare netede si cu inductia apoptozei. Represia selectiva a tenascin prin transfectarea de
constructe antisens/ribosomi induce apoptoza celulelor musculare netede §i oprirea progresiva a
ingrosarii vaselor, dar nu induce regresia. Se sugereaza ca, inhibarea proteinazei reprezintd o noua
strategie de a reduce progresia bolii vasculare (51).

Tenascin §i cancerul mamar. Pierderea morfologiei epiteliale si achizitia de caractere
mezenchimale sunt tipice pentru celulele carcinomatoase in timpul progresiei tumorale. In celulele
carcinomului mamar uman, se constatd o suprareglare a tenascin-C §i vimentin, strict corelandu-se cu
malignitatea crescutd. Este astfel posibil, ca cele doud proteine si contribuie la transformarea
epiteliald — mezenchimali a celulelor canceroase. In 128 de cazuri de cancer mamar s-a demonstrat ci
celulele sunt o sursa miasiva de tenascin-C si vimentin.

Tenascin-C se coreleazd pozitiv cu supraexpresia oncoproteinei v-erb-2 si cu suprareglarea
receptorului estrogenului.

Coexpresia tenascin-C cu vimentin se evidenfiazi in liniile HS 578T, SK-BR-3(B) de
carcinosarcom, in celulele MDA-MB-231 fibroblast-like §i in linia HBL-100 de celule mioepiteliale.
In concluzie, se subliniazi ci tenascin-C si vimentin cand se coexprimi in celulele carcinomului
mamar reprezinta gene relativ implicate n tranzitia epitelialo-mezenchimali in timpul carcinogenezei
mamare (52).

Tumorile mamare sunt cele mai comune la cdinii femele si pot prezenta in procesul
transformdrii, un model histologic complex cu participarea celulelor epiteliale si fusiforme. O
trasdtura frecventd a acestor tumori este metaplazia condroidd sau osoasd a matricei, care apare
dominant in ariile celulelor fusiforme proliferante, de origine mioepiteliali. In 186 probe de tesut
mamar tenascin-C este prezent, expresia sa crescind in remodelare i in leziunile neoplazice; mai
marcatd apare membrana bazala ca §i tesutul stromal din leziunile neoplazice. Matricea este pozitiva
in carcinomul anaplazic ca si in ariile proliferative ale celulelor fusiforme.

Expresia tenascin-C in matrice este, de asemenea, abundenta in ariile initiale metaplazice
condroide cu extindere variabili aproape in toate insulele de cartilaj din tumorile mixte. in ariile
secretorii bine diferentiate apar pozitive numai granulele apicale din celulele laminale sugerand un
model specific al expresiei tenascin-C in timpul diferentierii secretorii. Degi se sugereaza ca proteina
nu poate fi folosita ca marker al transformarii sau malignitatii in oncologia mamara canind, este clar
ca aceastd moleculd joacd un rol important in proliferarea si diferentierea acestor tumori (53).

Tenascin §i carcinomul colorectal. In variate carcinoame s-a raportat supraexpresia lui
anexin II, o proteind care cupleazi fosfolipide dependent de calciu. Unul din liganzii sii este tenascin-C,
cu calitdti antiadezive §i considerat marker de prognostic pentru citeva carcinoame. Anexin II se exprima
in linii de carcinom de colon uman, fara insi si existe o corelatie intre nivelul expresiei lui si puterea de
metastazare a acestor linii celulare. In 29,5% din cazuri se observa supraexpresia lui anexin II iar in
49,5%, a tenascin-C. Supraexpresia anexin II se coreleazi semnificativ cu dimensiunea tumorii, pe cand
a tenascin-C, cu profunzimea invaziei in vene §i cu metastazarea ganglionilor. Coexpresia celor doua
proteine nu prognozeaza letalitatea in carcinomul colorectal, desi se poate aprecia cd supraexpresia lor in
carcinomul avansat de colon se poate corela cu metastazarea tumorilor (54).

In zonele de sub membrana bazala si in tesutul conjunctiv nou format din tumora primara, ca
si in tesutul din jurul sinusurilor hepatice dé la 30 pacienti cu cancer colorectal, tenascin-C apare
pozitiv. Comparativ cu tumorile slab diferentiate, imunoreactivitatea din zonele de sub membrana
bazala a glandelor din tumorile avansate sau moderat diferentiate se exprima mai intens. Depozitarea
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tenascin in jurul sinusoidelor hepatice si celulelor tumorale are efect in metastazare si este mai
pronuntatd la pacientii cu tumori avansate (55).

Activitatea limfocitelor T ar putea fi afectatd in mediul tumoral, de imunosupresia indusa de
tumora. Proteina tenascin-C este inalt exprimata in tumori, unde inhibad in vitro activarea limfocitelor T, dar
se presupune ca poate contribui §i la imunosupresia tumorilor in vivo. S-a identificat o regiune minimala a
proteinei i anume domeniul fibonectina-tip TIl (TNFnlIIA-D) care inhibd marcat activarea timpurie i tirzie
a limfocitelor. Prin urmare, tenascin-C de lungime deplind, care contine aceastd regiune, supreseazi
activitatea limfocitelor T, iar moleculele care nu detin acest domeniu nu au acest efect. S-au identificat
molecule TNFnIlIA1A2 care reprezintd regiunea minimd ce inactiveazd limfocitele, insd inhibarea
indelungata reclama prezenta proteinei tenascin-C in domeniul TNFnIIIA3 (56).

Progresia neoplaziilor maligne este nsotitd de alterarea compozitiei matricei extracelulare. in
cancerul laringian in stadiul initial al cresterii tumorii, se remarca o productie marcat amplificata de
tenascin in interfaza tumori-gazda. in stadiile mai trzii ale progresaiei tumorii sunt, de asemenea,
puternic marcate un numdr apreciabil de vase de sdnge din tesutul tumoral, in jurul cdrora sunt
prezente numeroase celule tumorale proliferante. Din contra, in cancerul hipofarigian, tenascin este
marcat evidentiat in fazele timpurii de evolutie a tumorii. In ambele tipuri de cancer, suprareglarea
proteinei se coreleaza puternic cu aparitia metastazelor, cu recurentd timpurie a tumorii §i cu sfargit
letal. Datele imunohistochimice aratd ca acumularea proteinei tenascin in vasele de singe tumorale
reprezintd un prognostic sumbru pentru cele doua tipuri de cancer (57).

Cresterea expresiei tenascin-C s-a observat in tesuturi patologice in care apare angiogeneza.
La 10 pacienti cu degenerarea petei galbene a retinei datorati varstei, dar si in 4 cazuri de coroidite
multifocale s-au analizat membranele coroidale neovascularizate. Acestea au fost evaluate
imunohistchimic folosindu-se anticorpi monoclonali anti-tenascin-C §i anti-factorul plasmatic VIIIL.
Toate membranele s-au dovedit pozitive pentru tenascin-C care s-a exprimat difuz si abundent in
matricea extracelulari. In concluzie, proteina intervine in proliferarea celulara §i fin
neurovascularizare, fiind un marker al angiogenezei, dar §i un eventual factor terapeutic in bolile
neurovasculare indeosebi in neovascularizarea coroidei (58). Pe de alta parte, s-au localizat §i evaluat
citeva proteine implicate in vindecarea ranilor corneei transparente, printre care fibronectina,
laminina-I, nidogen/eutactin si VCAM-1 la soarecii deficienti in tenascin-C i la cei tip-sdlbatic,
neexistdnd diferente in rata vindecirii sau in neovascularizare. Integrina alfa9 este exprimati la aceste
animale fiind suprareglata in timpul migrarii celulelor numai dupa ranile mai extinse. Tenascin-C nu
este necesar dezvoltdrii sau mentinerii integrititii corneei §i nici pentru reepitelizarea normali a
corneei dupa ranire (59).

Carcinoamele de cap si gét se disting prin infiltrarea limfocitelor in tumori, celule care produc
citokine. Moleculele de adeziune, proteinele matricei si citokinele regleaza interactiunile celuld-celula
si celuld-matrice. In 13 carcinoame supraglotice, celulele neoplazice contineau integrine alfa2betal,
alfa3betal, alfadbetal, alfaSbetal si alfabbetal, iar epiteliile normal si neoplazic erau alfa5betal
negative. Stroma tumorilor primare §i metastazante era — tenascin si fibronectin pozitive. Majoritatea
tumorilor exprimau, de asemenea, gena TGFbetal §i IFNgamma. TGFbetal scade procesele imune,
dar creste distributia integrinelor alfalbetal, alfaSbetal §i a tenascin; se sugereazi ca expresia
acestora in celulele neoplazice ale carcinomului supraglotic ar putea reprezenta un proces imunologic
afectat, capabil s@ accelereze cresterea si progresia tumorilor (60).
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GALECTIN-3

Lectinele sau aglutininele cunoscute si ca fitohemaglutinine au fost descoperite in ricin
(Ricinus comunis) in urma cu 100 de ani. Lectinele au situsuri de legare pentru glucide pe fiecare
subunitate, aglutinand celulele. Legarea la glucide este de tip hidrofob.

Concavalina A este o proteina din fasole, iar fitohemaglutinina din grau aglutineaza hematiile
(proprietate generala a lectinelor). Lectinele pot fi mitogeni; stimuleaza diviziunea celulelor animale,
moleculele sale legandu-se la receptori celulari specifici, cum sunt cei ai insulinei (1).

Galectin-3 apartine familiei lectinelor animale care cupleaza beta-galactozide. Anterior a
fost numit BP-epsilon, CPB35, Mac-2, L-29 sau L-34 si asociat cu cresterea, transformarea gi
metastazarea celulelor. Se exprimd in variate tesuturi §i organe, dar lipseste semnificativ in
hepatocitele normale (2).

Structura sa primara etaleaza 3 domenii: o secventd de amino-acizi lider care contine un loc de
fosforilare a cazein-kinazei I-serin3, precedata de un motiv bogat in Pro-Gly sensibil la colagenaza si o
jumaitate COOH-terminal ce contine locul care cupleza carbohidratul. O mutantd a cDNA ce cauzeazi
deletia a 11 aminoacizi din regiunea N-terminal, care duce la pierderea fosforildrii serinei 6 a fost
introdusd in celulele carcinomului uman BT-549 fard galectin-3. Deletia duce la abolirea secretiei de
galectin-3 trunchiat, la pierderea localizarii nucleare si la reducerea functiilor mediate de carbohidrat, in
comparatie cu proteina de tip-silbatic.

Cand proteina fluorescentd verde fuzioneaza la secventa lider-galectin-3 si este transfectatd
tranzitoriu in celulele BT-549, distributia celulard uniforma a acesteia se schimba principalmente in.
model nuclear. S-au creat alte doud mutatii punct in serina 6 cu pierderea fosforilarii ei ser6-----Ala i
ser6-----Glu dar nu s-au observat diferente in localizarea celulara intre transfectantele tip-salbatic si
cele ser6-mutante. Se atribuie un rol structural pentru secventa lider NH2-terminal galectin-3 in
determinarea tintei sale celulare si in functiile biologice independent de fosforilare (3).

Galectin-3 este o proteina ce cupleazid galactozid-beta, fiind secretati de numeroase celule;
lipsindu-i o secventa semnal nu se poate transfera din reticulul endoplasmatic in complexul Golgi si in
caile secretorii clasice. Atagarea primilor 120 aminoacizi ai secventei N-terminal din galectin-3 de
hamster, la proteina citoplasmaticd cloramfenicol acetiltransferaza (CAT) suporti secretia rapida a
proteinei de fuziune din celulele COS transfectate tranzitoriu in conditiile in care proteina CAT nu
este secretatid. Se demonstreazd cd trunchierea progresivd a capitului N-terminal reduce gradat la
nivel foarte scézut, secretia proteinei de fuziune, comparativ cu produsul de start. Deletia reziduurilor
aminoacizilor 89-96 aboleste secretia detectabila.

Mutageneza prolinei cu alanina in secventa YP(90) SAP(93) GAY in doud proteine de
fuziune CAT competente sa secrete, reduce enorm sau aboleste secretia lor, pe cand mutageneze
similare ale inelelor perechi de prolina prezente oriunde in segmentul N-terminal al galectin-3 nu are
efect. Deci, aceasta secventd este o determinantd esentiald pentru secretia proteinei de fuziune
galectin-3-CAT. Secventa scurta de reziduuri 89-96 este insuficientd pentru secretia directd a
proteinei de fuziune cu CAT si este activi numai in contextul unei mari portiuni din secventa
N-terminal a galectin-3 (4).

Galectin-3 intervine in vitro in activarea celulelor, in modularea adezivitatii lor, in inductia
pre mRNA si in reglarea apoptozei. Au fost generati soareci deficienti in galectin-3 (gal-3(—/-)) prin
tintirea genei sale. Aceste animale ca raspuns la tratamentul cu tioglicolat, dezvoltd mai putine
infiltrari de celule inflamatorii in cavitatea peritoneala, decat cele de tip séalbatic gal-(3+/+).

Celulele inflamatorii care apar datorita tioglicolatului sunt semnificativ mai putine la soarecii
gal-3(—/-) decat la cei gal-3(+/+). In plus, fenotiparea celulelor este dramatic diferitd; astfel,
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macrofagele la soarecii gal-3(+/+) arata morfologie normala si o buna diseminare, pe cand la cei gal-
3(~/—) acestea sunt fusiforme. De asemenea, macrofagele peritoneale de la animalele gal-3(—/-) sunt
mai pregitite si sufere apoptoza, decdt cele gal-3(+/+), in cazul in care animalele au fost tratate cu
stimuli apoptotici; aceasta sugereaza cd expresia galectin-3 in celulele de inflamatie poate duce la
supravietuirea mai indelungata a acestora, prelungind astfel inflamatia. De aici, concluzia ca galectin-
3 este un reglator pozitiv al raspunsului inflamator in cavitatea peritoneala (5).

Se propune ca glicoproteinele matriciale precum fibronectina, laminina, colagen IV printre
altele, produse non-limfoide din cortexul si medula timicd ar putea constitui un aranjament
macromolecular care ar permite migrarea timocitelor diferentiate.

Printre moleculele cu proprietati adezive i nonadezive 1n migrarea intratimica a limfocitelor
T se propune si galectin-3, lectina solubila secretatd de celulele micromediului timic §i care cupleaza
galactozid-beta, fiind un candidat ca proteina de adeziune pentru scdderea interactiunii timocitului cu
micromediul timic (6).

Lectinele endogene sunt proteine/glicoproteine care recunosc selectiv zaharide liganzi §i
diferd de imunoglobuline si de enzimele care utilizeaza carbohidrati. Expresia acestor molecule se
detecteaza imunohistochimic cu ant1corp1 monoclonali neblocanti (A1D6: anti-galectin-3, MR-15-2-2,
anti-receptorul 175 kD manoza).

Alternativ, (neo) glicoconjugatele biotimilate ce sunt recunoscute de o lectind, pot fi angajate
ca proba conventionald pentru a demonstra cuplarea specifica a epitopilor zaharuri la domeniile ce
recunosc carbohidratul lectinelor endogene (7).

Cu raze X s-au stabilit structurile cristaline ale domeniului N-terminal al sialoadezinei si
domeniul extracitoplasmatic al receptorului manozd-6 fosfat dependent de cation. Aceste structuri
sunt primele exemple din familia lectinelor tip I i P care permit intelegerea faptului cum functioneaza
acest receptor cheie transmembranar. in plus, structura lui galectin-7 si a domeniului de recunoastere
a carbohidratului din galectin-3 aratd o noud structurd cuaternard a galectinelor. Structura lui
tachylectin-2, primul exemplu de proteina cu 5 cute simetrice beta propulsor, elucideaza rolul acestei
lectine 1n apirarea gazdei (8).

Organizarea domeniului proteinei de cuplare Mac-2 (M2BP) si oligomerizarea ei in
structurile lineare §i inelare.

M2BP este prezenta in ser si matricea extracelulard sub forma de oligomeri lineari sau inelari
care interactioneazid cu galectin-3, fibronectina, colageni, integrine si cu alte glicoproteine cu
moleculd mare. Domeniul 1 al M2BP are omologii cu domeniul SRC-R bogat in cisteini. Domeniile 2
si 3 sunt legate de domeniile dimerizarii BTB/POZ si IVR ale proteinei Drosophilei kelch. S-a studiat
cu microscopul electronic scanning si prin ultracentrifugare, domeniul N-terminal M2-BP-1 al M2BP
recombinat §i un fragment constdnd din domeniile putative 2, 3 si 4 (M2BP-2,3,4).

Oligomerii inelari formati de proteina intactd sunt constituiti din segmente de circa
14 nm compuse din 2 monomeri M2BP de 92 kD. Desi inelele variaza in dimensiuni, predomina
decamerii. Variatii oligomeri lineari prezenti sunt probabil precursori inelari, predominand dimerii.
M2BP-1 arata o cutid nativi, nu oligomerizeaza si este inactivd in starea atagatd la celuld. Agregate
heterogene M2BP-2, 3, 4, au structuri inelare pline cu proteina si retin potentialul de adeziune la
celule indicdnd cutare nativd. Se crede ca inelele oferd un model de interactiuni multivalente cu
molecule tintd sau cu complexele de liganzi (9).

Galectin-3 este o proteina de aproximativ 30.000 g.m. care cupleazi galactozi/lactozi si se
distribuie diferit in nucleu si citoplasma in functie de starea proliferativa a celulei.

Permeabilizate cu dlgltonma fibroblastele 3T3 de la goareci releva ca galectin-3 este exportat
din nucleu rapid si selectiv. in fractia nucleari se gisesc izoformele sale fosforilate si nefosforilate,
dar numai primele sunt exportate din nucleu, presupunand ci fosforilarea este o conditie pentru
exportul nuclear. Rata exportului scade in functie de temperatura, dar si prin adausul de aglutinina din
graul germinat. Exportul poate fi inhibat de adausul de leptomicina B, un drog care disturba
interactiunea dintre semnalul de export nuclear bogat in leucin si receptorul sau CRM-1 (regiunea 1
de mentinere a cromosomului). Acest semnal putativ se giseste in reziduul 241-249 al secventei
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galectin-3 murin. Filtrarea in gel a materialului exportat arata ca galectin-3 poate f1 gasit in cel putin
doud complexe de inaltd greutate moleculard (de aproximativ 650 kD si 60 kD) ambele putand fi
disturbate de lactoza (10).

in tulpina LG 1 de fibroblaste diploide umane, galectin-3 se poate detecta in nucleul si
citoplasma celulelor tinere proliferative. in celulele senescente insd, proteina predomina in
citoplasma, celulele pierzandu-si in culturd competenta proliferativd. Incubarea celulelor tinere cu
leptomicina B duce la acumularea galectin-3 in nucleu.

in celulele senescente, galectin-3 ramane numai in citoplasma, chiar si in prezenta drogului,
sugerand cd aceastd localizare se datoreaza absentei importului nuclear.

in heterodicarionii derivati prin fuziunea celulelor LG 1 tinere cu cele senescente, fenotipul
predominant in ambii nuclei este cel cu galectin-3. Se conclude c3, celulele senescente ar putea fi lipsite
de factorii specifici reclamati pentru importul nuclear de galectin-3 (11).

Interactiunea unei proteine noi citoplasmatice bogatd in cisteind gi histidind cu galectin-3
intr-o manierd independentd de carbohidrat.

Proteina ar interveni in traficul intracelular al proteinei solubile care cupleaza galactozidul
beta — respectiv galectin-3. Noua proteind contine neobisnuit de multe reziduuri de cisteind si
histidina aratdnd omologii de secvente semnificative cu citeva fragmente care cupleaza ionii metalici
prezenti in proteinele cunoscute. Celulele 3T3 murine permeabilizate arata localizarea noii proteine
marcat perinuclear si citoplasmatic (12).

Galectin-3 in fesuturi normale gi in demielinizare.

Galectin-3 este o proteind de 30 kD care cupleazd beta-galactozidul si apartine familiei
galectin a lectinelor animale. Este prezentd in condrocitele diferentiate ale cartilajului epifizar al
oaselor lungi de la fetusi si nou-nascufi de soarece. Concentratia cea mai mare se giseste in
citoplasma matura i in condrocitele timpurii hipertrofiate, iar cea mai mica in condrocitele tarzii care
sufera maturarea terminald §i apoptoza. Proteina se giseste, de asemenea, in osteoblastele si
osteocitele aflate in metafaza, si in cortexul diafizelor, dar si in osteoclastele si mononuclearele din
cavititile maduvei osoase.

Galectin-3 nu este detectatd extracelular, fiind restrictatd in citoplasma condrocitelor si in
celulele maduvei osoase, dar ocazional este detectatd in nucleul condrocitelor hipertrofiate din zona
calcifierii §i 1n osteoblastele tinere. Se considerd astfel ca, galectin-3 este un marker al liniilor
condrogenice §i osteogenice desi ar putea fi implicat in procesul formarii osului endocondral, posibil,
ca un reglator al supravietuirii condrocitului (13). Fiind o proteini endogend care cupleazi
carbohidrati mamalieni are afinitate pentru epitopi din grupul carbohidrati ABH si polilactozamine
glicani de pe suprafata celulelor §i pentru glicoproteinle matricei extracelulare. Intervine in
diferentierea, morfogeneza, adeziunea si proliferarea celulelor, procese pe care le regleaza.

Proliferarea progenitorilor maduvei osoase depinde de factorii celulelor stem care le
moduleaza adeziunea la stroma medulara. Galectin-3 de 32 kD se exprima in timpul dezvoltarii, in
celulele umane mieloide si este puternic suprareglat pe suprafata celulelor mieloide tarzii, mature.

in celulele mieloide timpurii care prezinta CD34+, galectin-3 se exprima foarte putin; in
schimb ele exprimad exclusiv o proteind de 70 kD. Galectin-3 exogen uman recombinat cupleaza
puternic la celulele mieloide timpurii si accentueaza G-CSF guvernind proliferarea in vitro (14).

Galectin-3 este un agregat de trei proteine de 31.000 g.m. si puncte izoelectrice intre 7 si 8,5.
Se asociaza la plasmalema celulei fibrilare din cristalin §i interactioneaza cu proteina de membrana
intrinsecd MP20 identificatd ca o componentd a jonctiunii membranare dintre celulele fibrilare.
Galectin-3 din cristalin este o noud achizitie care se adaugid la lista in crestere a proteinelor cu
proprietati adezive ale acestuia. Localizarea sa pe membrana celulei fibrilare si asocierea ei cu MP20,
formand jonctiunea, este in acord cu un potential rol in dezvoltarea §i mentinerea aderentei intime in
arhitectura tesutului cristalinului (15).

Galectin-3/MAC-2 este un marker de diferentiere i activare a monocitelor/
macrofagelor/microgliilor murine §i umane. Laolaltdi cu MAC-1 mediaza fagocitoza mielinei,
marcheazi o stare de activare in vivo a macrofagelor implicate in degenerarea si fagocitarea mielinei
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din nervii periferici agresati, de soarece. Din contra, nivele inalte de MAC-1, dar extrem de scazute de
galectin-3/MAC-2 sunt exprimate in vivo in sistemul nervos central agresat, unde degenerarea i
fagocitarea mielinei progreseaza extrem de lent.

In encefalomielita s-a urmarit expresia G3/M-2, care apare suprareglatd impreuna cu MAC-1 si
F4/80 in maduva spindrii si nervii optici de la soareci, in ariile cu mielina in degenearare si in cele
demielinizate, unde mielina este fagocitata de microglii 5i macrofage. Astfel, encefalomielita implica o stare
de activare a microgliei si macrofagelor care exprima G-3/M-2 cu MAC-1. Réaspunsul in vivo la injurie §i
provocare autoimuni in sistemul nervos central, difera in privina expresiei G-3/M-2, in modelul activarii
microgliei si macrofagelor si corespunde aparitiei degenerdrii §i fagocitarii mielinei (16).

Galectin-3 in infectii §i parazitoze.

Lectinele animale joacd roluri importante intr-o varietate de procese biologice via
recunoasterii glicoconjugatelor lor. Cum s-a mentionat galectin-3 este o lectind care cupleaza
galactozidul-beta, expresia sa fiind asociatd cu variate patologii printre care infectia limfocitelor T cu
HTLV Isi a liniei limfoblastice MOLT-3 cu HIV. In cazul infectiei cu HIV se sugereazi ca expresia
crescuta a galectin-3 ar putea fi legatd de expresia genei virale reglatoare tat. Expresia proteinei tat
induce suprareglarea galectin-3 in cateva linii celulare umane. in experimentele de cotransfectie,
secventa 5’ reglatoare a genei galectin-3 este semnificativ suprareglati prin expresia vectorilor ce
codifica proteina Tat dependent de activarea factorului de transcriere care care cupleaza Sp.1 (17).

Celulele carcinomului hepatocelular (HCC) exprima nivele semnificative de galectin-3 (76%
sunt pozitive), expresie independenta de o infectie anterioara cu virusul hepatitei B. Totugi, 5 din 7
pacienti cu HBV aratd galectin-3 pozitiv. Expresia lui poate apare prin transactivarea promotorului
lectin de catre proteina HBV-X. Este posibil ca expresia dereglati a galectin-3 si ducd la
transformarea tumorala, invazivitate, sau oferi conditii pentru supravietuirea celulelor tumorale.

Galectin-3 se exprimd abundent in ficatul cirotic la periferia nodulilor regenerativi. Expresia
sa in hepatocitele rapid proliferante din ficatul cirotic poate fi rezultatul indicelui mitotic inalt. Dar
este posibil ca celulele proliferante care exprimid galectin-3 si se afle in procesul transformarii
indicand astfel un eveniment neoplazic timpuriu (2). .

Trypanosoma cruzi se cupleazi la laminina asociati cu proteina galectin-3 care la randul ei
datoritd cuplarii cu beta-galactozidul poate fi inhibatd de o lactozi. Co-imunoprecipitarea arati ca
galectin-3 cupleazi proteine de 45, 32 si 30 kD de la suprafata parazitului, proces inhibat de lactoza.
De asemenea, anticorpii policlonali §i unul monoclonal anti-galectin-3 imunoprecipiti proteina de 64
kD de la suprafata parazitului, iar anticorpul monoclonal anti-mucind din parazit recunoagte proteina
de 45 kD de la suprafata. Proteinele 45, 32, 30 kD in aceasti ordine, interactioneaza cu galectin-3
pentru a amplifica adeziunea parazitului la laminina (18).

Galectin-3 in cancer

Deoarece datele sunt contradictorii in privinta relatiei galectin-3 cu cancerizarea si
metastazarea, prezentdm proteina vizavi de elaborarea ei §i de relatiile cu alte molecule ale matricei
extracelulare.

Galectin-3 subreglat in cancer.

Expresia acestuia scade in carcinoamele de colon, mamare, ovariene si endometriale in
comparatie cu tesuturile normale corespunzitoare. in piclea normalid din jurul a 10 carcinoame
bazocelulare imunocolorarea galectin-3 apare predominant in stratul spinos al epidermului iar celulele
carcinomatoase din cele 10 probe aratd o semnificativa scidere a sa. Se conclude ci galectin-3 este
subreglat intr-o varietate de cancere umane inclusiv in carcinomul bazocelular (19).

Galectin-3 s5i galectin-1 sunt doud proteine ce cupleazi beta-galactozidul, sugerind ci
Joacd un rol insemnat in dezvoltarea cancerului. Astfel, galectin-1 s-a detectat in 8 cazuri de
neoplazie intraepiteliald prostatici in 20 adenocarcinoame primare si in 12 metastaze. Expresia lui
este insd semnificativ scazuta in carcinomul primar §i in metastaze, comparativ cu tesutul normal si
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tesutul premalign. De aici concluzia ca, pierderea expresiei sale poate fi asociatd cu progresia
cancerului de prostata (20).

Determinarea nivelelor diferentierii are valoare de prognostic in carcinoamele scvamoase de
cap si gat (HNSCC). S-a folosit o neoglicoproteina pentru a monitoriza prezenta locurilor de cuplare a
antigenului Thomasen-Friedenreich (Ag.T) si s-a masurat imunohistochimic prezenta a doua galectine
ca si a liganzilor accesibili pentru lectinele endogene. De asemenea, s-a monitorizat §i prezenta
calciclinei, o proteind cu relevanta in progresia ciclului celular sau in exocitoza.

Principalele modificari in legatura cu pierderea diferentierii sunt legate de modificarea
nivelului expresiei locului de cuplare galectin-3/galectin-3 §i a locului de cuplare a T.Ag/T.Ag.
Analizele s-au efectuat pe 31 carcinoame orale, 20 laringiene si 10 leziuni hipofaringiene. Se
sugereazd cd galectin-3 ar putea actiona ca un loc acceptor pentru Ag.T. Deoarece nivelele
diferentierii indica rata recurentei in HNSCC, iar galectin-3 si Ag.T si respectiv locurile lor de cuplare
sunt implicate in procesele de dediferentiere, sunt necesare investigatii asupra rolurilor galectinelor in
progresia acestor tumori §i in analiza recurentei (21).

Tipurile celulare epitelial sau scvamos din HNSCC arati cantitdti semnificativ mai scdzute de
galectin-1, galectin-3 5i Ag.T si locurilor lor de cuplare, decat partenerii normali. Tumorile laringiene
difera foarte semnificativ de toate celelalte tipuri de tumori.

Pierderea diferentierii in HNSCC este insotita in primul rind de pierderea expresiei galectin-3
si a locurilor sale reactive i numai ulterior de a Ag.T. i locurilor lui de cuplare. Ganglionii limfatici
negativi se pot distinge de cei pozitivi pe baza pierderii expresiei galectin-3.

Modificdrile care apar in expresia galectin-3 si a locurilor reactive galectin-1, sunt relativ
marginale in comparatie cu cele observate pentru galectin-3 dependente de Ag.T. Se conclude ca, pe
de o parte, scaderea extinderii expresiei locurilor galectin-3 si galectin-3 reactive si a Ag.T si locurilor
sale de cuplare, si pe de alta parte extensia mai scézuta a locurilor galectin-1 si galectin-1 reactive, se
coreleazi semnificativ cu un nivel crescut de agresivitate a tumorilor HNSCC, detectabil clinic (22).

Suprareglarea galectin-3 in cancer.

Cum mentionam, galectin-3 este o lectind beta-galactozid specificad si cupland la locurile
glucidice ale lamininei este implicata in malignitatea tumorala. S-au evidentiat imunohistochimic 117
leziuni primare §i 15 metastaze hepatice de cancer colorectal folosind anticorpul monoclonal TIB 166.
Mucoasa normald era puternic pozitivd pentru galectin-3, dar mai slabd in leziunile primare de
cancer. Expresia galectin-3 in leziunile primare creste semnificativ corelat cu progresia stadiului
clinic, cu metastaza hepaticd, cu invazia venoasid si cu metastazarea nodulilor limfatici. Astfel,
leziunile metastazice arati nivele suprareglate ale proteinei, comparativ cu leziunile primare. In
privinta supravietuirii, pacientii cu galectin-3 puternic pozitiv au prognozi semnificativ mai sumbra
decit cei cu galectin-3 negativ (23).

Cancerul tiroidian este cea mai frecventd malignitate endocrina. Se urmareste dacd molecula
CDA44v6 1inrudita cu lectina §i galectin-3 a céror expresie este alteratd in timpul cresterii reglate si
transformdrii maligne a celulei, ar putea fi markeri potentiali pentru diagnosticul stabilit pe baza
citologiei conventionale.

Tireocitele normale nu exprima galectin-3 si CD44v6. Expresia CD44v6 este neglijabila in
tiroidite, dar este variabil detectata in leziunile benigne si in cele maligne proliferative. Galectin-3
este detectabil invariabil in cancere. Cele doua molecule sunt coexprimate la nivelul mRNA si
proteinelor in aproape toate leziunile maligne. Se sugereaza ca ele pot fi considerate markeri
potentiali pentru identificarea preoperatorie a tireocitelor maligne.

Imunodetectarea acestor molecule pe probe citologice obtinute din biopsii este o metoda de
selectare pe bazd moleculara a acelor leziunt nodulare ale tiroidei care urmeazi si fie operate
chirurgical (24).

Imunohistochimic toate malignitatile celulelor foliculare tiroidiene (carcinomul papilar,
folicular si anaplazic) exprima galectin-3 difuz si la nivele inalte si numai in unul din trei carcinoame
a celulelor de origine parafoliculari din meduli, proteina este exprimata mai slab si focal. Dimpotriva,
adenomul benign, gusa si fesutul tiroidian normal nu exprima galectin-3. Astfel, acesta este un marker
al celulelor maligne foliculare tiroidiene (25).
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S-a caracterizat njvelul expresiei galectin-1, galectin-3 si locurilor de cuplare, la 74 RCC
(celulele carcinomului renal), nivelul lamininei, un ligand natural pentru galectine, si de asemenea
nivelul expresiei Ag.T. si locurilor lui de cuplare. Concentratia mica a locurilor de cuplare pentru
galectin-1 sau concentratia mare heterogena a galectin-3 se pot asocia cu progresia nefavorabila
pentru pacientii cu tumori de gradul II sau gradul 1II. Dimpotrivd, Ag.T si locul de cuplare al acestuia
nu aratd schimbiri in doud grupe de tumori cu maifestare clinica diferitd. Deci, modificarea expresiei
galectin-1 si galectin-3, dar nu a Ag.T este paraleld cu agresivitatea crescutd a tumorilor. De aici
concluzia ci, galectinele reprezintd o familie de molecule cu rol important in progresia carcinoamelor
renale (26).

Expresia galectinelor in 38 carcinoame de celule tranzitionale ale vezicii urinare, tumori de
diferite grade histologice si stadii clinice §i in 5 probe de uroteliu normal releva ci nivelele de mRNA
galectin-1 sunt inalt crescute in majoritatea tumorilor de grad inalt, comparativ cu tumorile de grad
scizut si cu nivelele din vezica normala. Tumorile contin astfel mai mult galectin-1. Nivelele mRNA
galectin-3 sunt, de asemenea, crescute in majoritatea tumorilor comparativ cu uroteliu normal, dar
sunt comparabile cu unele tumori de diferite grade histologice (27).

Variabilitatea galectin-3 in functie de linia celulard sau clonad.

In 84 astrocitoame si 7 probe netumorale s-a urmdrit expresia galectin-3 si a locului siu de
cuplare. Substanta alba din creierul netumoral exprima galectin-3 i locul sdu de cuplare. Nivelul
expresiei galectin-3 scade semnificativ in majoritatea tumorilor atéat de grad scazut cét si de grad inalt.
Totusi, unele clone tumorale care exprima cantititi mari de galectin-3 apar cu nivele crescute de
malignitate.

in cursul progresiei malignititii, nivelele locurilor de cuplare accesibile galectin-3 nu se
modificd semnificativ. In concluzie, se arati ca tumorile astrocitice umane sunt foarte heterogene in
expresia nivelelor galectin-3. Daca nivelele inalte determind invazivitatea potentialda a celulelor
tumorale, prezenta chiar a unui numir mic, dar activ proliferant de clone celulare tumorale care
exprima nivele inalte de galectin-3 intr-o tumora heterogena poate duce la invazivitate (28).

Galectin-3 se exprima constitutiv in 15 din 16 linii de glioame, dar nu in astrocitele normale
sau reactive, oligodendrocite, celule gliale progenitor O-2A si linia de precursori oligodendrocitici
Oli-neu. Se exprima insa, si intr-o linie de oligodendroglioame, dar nu in tumora neuroectodermala
primitiva si nici in 4 linii de neuroblastom. In toate liniile care se exprima, predomina lectina, daci nu
chiar excesiv, localizati intracelular si poartd un domeniu de carbohidrat activ (vizut pe celulele C6
de gliom de sobolan). In contrast cu astrocitele primare, celulele gliomului adera slab sau deloc la
substratele cu galectin-3 reflectind, probabil, un model neobisnuit de glicozilare.

Expresia galectin-3 se coreleazi astfel selectiv cu transformarea celulelor gliale in sistemul
nervos central, servind ca un marker pentru linii de celule gliale tumorale si pentru tumori gliale (29).

S-a studiat expresia locurilor de cuplare a galectin-1 si galectin-3 biotimilate, in epiteliul
uman normal scvamos si in carcinomul uman din regiunea orofaringiana si laringiand, in relatie cu
expresia citokeratinelor LP-34+ prin procedeul marcarii duble. Locurile tisulare accesibile pentru
galectin-1 sunt localizate in toate paturile epiteliale normale si in celulele tumorale. Din contra,
galectin-3 cupleazd suprabazal in epiteliul normal si celulele tumorale care arati semne de
keratinizare. Se demonstreaza astfel, diferenta in localizarea locurilor accesibile pentru cele doua
galectine. Galectin-3 arati afinitate pentru ariile cu extindere crescuti a diferentierii celulelor (30).

Galectin-3 in metastazarea celulelor tumorale.

Abilitatea celulelor maligne de a forma agregate multicelulare, via asocierii celulelor homo-
sau heterotipice §i adezivitatea lor la endoteliu sunt procese importante daca nu chiar critice, in timpul
stadiilor initiale ale metastazarii cancerului.

Antigenul Thomsen-Friedenreich (Ag.T-TF) carboxihidrat asociat tumorii si galectinele
(lectine care cupleazd cu beta galactozidul), sunt implicate in adezivitatea celulelor tumorale si in
invazia tisulara.

S-a demonstrat implicarea Ag.T in agregarea homotipici a celulelor carcinomului mamar
uman MDA-MB-435 si adezivitatea celulelor acestuia la endoteliu. Peptidul P-30 specific Ag.T
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(HGRFILPWWYAFSPS) selectat din bacteriofag inhiba, de asemenea, agregarea homotipica
spontanad a acestor celule canceroase pana la 74%, in functie de dozi. Deoarece Ag.T are beta
galactoza ca zahar terminal, s-a urmirit profilul expresiei care leagd beta-galactozidul cu expresia
lectinelor in aceste celule. _

Expresia abundentd a galectin-1 si galectin-3 (35S) metionind/cisteind in aceasta linie,
sugereaza interactiunea posibild dintre galectine si Ag.T. Ambele galectine participa la aderarea
celulelor la endoteliu. La locurile de contact cu celulele tumorale se constati agregarea galectin-3 pe
celulele endoteliale in acord cu posibilitatea sa de a interactiona cu Ag.T pe celulele canceroase.
Totusi, galectin-1 se acumuleazi masiv la contactul celula-celuld, predominant pe celulele tumorale.

Ag.T specific P-30 inhiba cu 50% aceasta adeziune, aratind ci el participa la adeziunea la
endoteliu a celulelor carcinomului mamar uman (31).

Galectin-3 este o proteina ce cupleaza carbohidrati, cu specificitate pentru epitopii grupelor
sanguine 1 si 11ABH si pentru polilactozamine-glicani din glicoproteinele de la suprafata celulei,
galectin-3 fiind proteina celulard majora non-integrina care cupleazi laminina. Fiind prezenta in unele
sisteme tumorale cu metastaza s-a pus intrebarea daca induce morfogeneza celulelor endoteliale. Se
sustine ca galectin-3 afecteazi chemotaxisul si morfologia celulelor si stimuleazd formarea capilarelor
HUV-EC-C in vitro §i angiogeneza in vivo. Morfogeneza celulelor endoteliale este un proces
dependent de carbohidrat. Deci, recunoasterea carbohidratului de la suprafata celulelor endoteliale
poate induce o cascadd de semnalizare care duce la diferenfierea celulelor endoteliale si la
angiogenezi (32).

Galectinele, o familie de lectine mamaliene cu specificitate pentru beta-galactozide, sunt
implicate §i in mecanismul reglarii cresterii §i adeziunii celulare. Se admite o relatie intre nivelele
expresiei lor si nivelele malignitatii glioamelor umane. in timpul progresiei malignitatii tumorilor
astrocitice umane, nivelele expresiei galectin-1 si galectin-3 se schimba semnificativ in timp ce
nivelul galectin-8 riamane neschimbat. Aceste 3 proteine sunt implicate in invazia astrocitelor
tumorale din parenchimul cerebral, deoarece nivelele expresiei lor sunt mai inalte in portiunile
invazive ale glioblastoamelor xenogrefate decit in partile lor mai putin invazive.

Galectin-3 §i galectin-1, §i mai putin galectin-8 stimuleazd marcat migrarea celulelor
glioblastomului in vitro. Deoarece benzile pentru transcriptele galectin-2, 4 i 9 umane sunt aparent
mai putin frecvente si intense in 8 linii de glioblastoame umane, acest sistem oferd posibilitatea
definirii functiilor unor galectine (33).

Galectin-3 este implicat in cresterea §i diferentierea celulei, in rezistenta la apoptozi si in
progresia tumorii. S-a urmdrit dacd acesta poate proteja contra apoptozei indusa de pierderea
ancorajului celulei. Sensibilitatea celulard la ancoraj se asocieza cu reglarea ciclului celular. Celulele
epiteliale mamare BT549 care supraexprimi galectin-3 raspund la pierderea adezivitatii lor prin
inductia stoparii in faza ciclului celular (G1), fara apoptoza detectabila. Oprirea ciclului celular in
faza G1 mediatd de galectin-3 implicd subreglarea nivelelor ciclinei pentru G1-S (ciclina E si ciclina
A) si suprareglarea nivelelor proteinelor lor inhibitoare (p21 (WAFI1/CIP1) si p27KiP1. Dupa
pierderea ancorajului celulei, proteina Rb hipofosforilata in celulele care supraexprima galectin-3
induce expresia ciclinei D1(in faza G1 timpurie ) si activitatea ei kinazica asociatd. Galectin-3 ar
putea fi un determinant critic pentru supravietuirea celulelor canceroase diseminate, independent de
ancorajul celular in timpul circulatiei metastazice (34).

Galectin-3 se exprima rar in tesutul tiroidian normal, dar este abundent in citoplasma celulelor
neoplazice indeosebi in carcinoamele foliculare si papilare decét in adenoame. Leziunile primare de
carcinom papilar cu metastaze, contin concentratii semnificativ mai inalte decdt tumorile
nemetastazice. Totusi, expresia lui scade semnificativ in leziunile metastazice din ganglionii limfatici
in comparatie cu leziunile lor primare. Se crede ci proteina “lucreaza” pe diferite cai, in diferite stadii
ale proliferarii neoplaziilor tiroidei. Se presupune ca in stadiile tarzii ale progresiei tumorale-expresia
sa scazutd ar putea facilita eliberarea celulelor canceroase din leziunile primare, pentru invazie §i
metastazare (35).
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Cuplarea galectinelor cu alte molecule matriciale in cancer.

Supraexpresia galectin-3 in linii de carcinom mamar uman nu impune diferente privind
aspectele cresterii si proliferarii celulei dar celulele care il supraexprima comparativ cu cele care il
exprimi putin, relevd o semnificativd amplificare a adeziunii directe sau via expresiei crescute a
integrinelor specifice (alfa 4 si beta 7) la laminina, fibronectina si vitronectina. De asemenea, se
remarcd o remodelare a elementelor citoscheletale asociate cu diseminarea celulelor, respectiv a
microfilamentelor, ca si o supravietuire amplificatd dupd expunerea la diferiti stimuli apoptotici
(citokine, radiatii). in concluzie, supraexpresia galectin-3 poate juca un rol in invazia celulelor
tumorale $i metastaza prin influenta specifica a adeziunii celulelor la matrice, ceea ce conferd avantaj
selectiv de supravietuire si rezistentd la apoptoza (36).

In relatia celuld-matrice s-au studiat relatiile lamininei cu galectin-1 si galectin-3. Locurile de
cuplare dintre laminind §i aceste doud lectine au fost analizate in 16 leiomioame si 10
leiomiosarcoame uterine. Concentratia locurilor de cuplare a galectin-3 este semnificativ mai slaba in
leiomiosarcom decit in leiomiom. Desi, semnificativ mai Tnaltd concentratia lamininei este heterogen
distribuit in leiomiosarcom decat in leiomiom. In contrast, nivelele expresiei galectin-1 si a locurilor
sale de cuplare, raiméan similare pentru cele doua tipuri de tumori. Nivelele expresiei galectin-3 si a
locurilor lui accesibile de cuplare pot fi utile in diferentierea leiomiomului de leiomiosarcom (37).

Galectin-3 joaca -un rol in adeziunea la elastind a celulelor mamare canceroase. Receptorul
celular al elastinei — proteina elastin/laminind de 67 kD — poate avea proprietiti galectin-like. S-a
analizat adeziunea celulelor carcinomatoase mamare in substrat acoperit cu elastind, in conditiile 1n
care se elimind participarea la adeziune a integrinei. Proba de adeziune s-a facut atat in absenta cat §i
in prezenta galectin-3 recombinat si purificat. Concentratiile inalte de galectin-3 conecteaza celule
carcinomatoase mamare la substratul acoperit cu elastina, proteina aratand o interactiune specifici de
cuplare cu elastina purificatd, in manierd dependentd de lactoza. Galectin-3 endogen din celulele
carcinomului mamar este asociat cu tropoelastina. Celulele canceroase care exprima pe suprafata lor
galectin-3, aratd proliferarea amplificatd pe elastini comparativ cu cele care nu il exprimi. Se
sugereazi ci galectin-3 poate regla interactiunea dintre celule si elastina (38).

Malformatiile renale la copii sunt comune, fiind cauzate de insuficienta renala cronici.
Rinichii displazici sunt un model unic de interactiune epitelialo mezenchimala perturbati care duce la
formarea de nefroni ramificati malformati, ambiati de celule mezenchimale nediferenfiate si
metaplazice. S-a stabilit ca epiteliul displazic uman exprima PAX-2 — un factor de transcriere —, BCL-
2 — un factor de supravietuire — si galectin-3 — o0 molecula de adeziune si semnalizare celulard. Aceste
gene sunt implicate in oncogeneza, iar expresia lor persistentd poate duce la proliferarea chisturilor
displazice ceea ce explica masiva cregtere in unele displazii renale multichistice. S-a detectat apoptoza
marcatd in tesutul nediferentiat din jurul epiteliului displazic, ceea ce oferd un potential mecanism
pentru explicatia regresiei rinichilor displazici. Totusi, acesti rinichi nu pot avea functii excretoare dar
reprezintd modele de crestere si involutie tisulara. Elucidarea leziunilor moleculare din malformatiile
renale pot duce la noi terapii care sa amplifice diferentierea celulelor progenitor (39).

Desi 3 linii de carcinom de prostatad exprima galectin-1 si galectin-3, numai galectin-1 se
exprimd pe suprafata celulelor. Linia LNCaP nu exprimd galectine. Din celulele acestei linii
transfectate cu galectin-1 s-au izolat 4 clone care exprimad pe suprafata lor exclusiv galectin-1.
Cinetica cuplarii cu proteinele matriciale apare acceleratd in liniile transfectate dar, in general,
cuplarea nu este amplificata. In urma tratarii cu EDTA (pentru eliminarea integrinelor) cuplarea unei
clone cu galectin-1 la laminina si fibronectina a crescut fata de linia de control. Se propune astfel, ca
galectinele pot contribui la proprietatile adezive ale unor celule de cancer prostatic (40).

Recunoagterea proteinelor glicoconjugatului celular lectini-carbohidrat este operativi in
transferul informatiei biochimice. Cum s-a mentionat, galectinele constituie o familie de lectine care
cupleazi galactozidele endogene conservate la locul de cuplare. Membrii acestei familii sunt implicati
in adeZiunea celulelor si reglarea cresterii acestora. Expresia de suprafati a galectin-1 (homodimeric)
si galectin-3 (monomeric himeric) si a locurilor accesibile de cuplare pe diferite linii tumorale, arati
ca accesibilitatea ligandului pentru cele doua galectine difera in tipurile de linii tumorale.
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Cuplarea celulelor tumorale la lamininele §i fibronectinele plasmatice sau placentare este in
general redusa dupa tratarea celulelor sau matricei cu galectine. Galectin-3 este mai eficient decat
galectin-1 in privinta afectarii potentei lamininei, decat este matricea. Cuplarea galectin-1 pe de alta
parte, este mai eficientd pentru blocarea asocierii celulei la fibronectind, dupa preincubarea cu
suspensii celulare.

Diferente sunt si in biodistributia galectinelor unde un omolog aviar al galectin serveste drept
control pentru a distinge efectele spatiale si de cuplare a carbohidratului. Din 180 carcinoame ce
includ si 60 leziuni metastazice, analiza histopatologica a ganglionilor limfatici mamari atat negativi
cét si pozitivi, arata o corelatie fie a cuplarii crescute a galectin-1 si reducerea expresiei galectin-3, fie
o cuplare redusa a ambelor proteine cu aparitia de leziuni ganglionare.

Considerandu-se lectina care cupleazi heparina expresia redusi a proteinei poate fi asociata
cu un statut pozitiv al ganglionilor in cancerul mamar, rezultat ce reflecta cerintele dependente de
tipul celular si de ligandul galectin, in timpul cascadei metastazice (41).
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AGRIN

Agrin este un proteoglican heparan sulfat, proteind a matricei extracelulare, ce detine
numeroase domenii asociate cu membrana bazala a citorva structuri.

A fost identificat initial in complexul oligomeric de proteine sarcolemale in asociere cu
distrofina, produsul proteic al genei distrofiei musculare Duchenne, ceea ce a determinat o campanie
de cercetdri asupra moleculelor matriciale dintre terminatiile nervoase si fibrele musculare. in
consecintd, s-au adus numeroase contributii privind jonctiunile neuromusculare. Agrin este, de
asemenea, implicat in complexele matricei extracelulare si a altor organe, in structura sistemului
nervos central, in relatiile dintre celulele nervoase, in rinichi si plaméani. Majoritatea datelor priveste
rolul sdu in jonctiunile neuromusculare intervenind, in principal, in organizarea sinapselor mediind
agregarea receptorilor postsinaptici ai acetilcholinei (AChR) la nivelul acestor jonctiuni in timpul
dezvoltarii si in procesul regenerarii la vertebrate.

La nivelul functiilor neuromusculare, agrin se exprimd 1in neuron, fibra musculari si celula
Schwann. Cel derivat din neuroni este factorul agregant al receptorului postsinaptic al acetilcholinei.

Sinapsele sunt statii esentiale de releu pentru transmiterea informatiei interneuronale §i intre
neuront §i alte celule. Formarea ordonatd si strict reglati a acestor structuri este cruciald pentru
functionarea sistemului nervos. Studiul intensiv al sinapselor dintre nervi si mugchi urmaireste
elucidarea procesului de cuplare a isoformelor specifice neuronilor, pe de o parte si cuplarea proteinei:
membranei bazale agrin, la receptorii de pe suprafata miotubulilor, pe de alta parte.

Agrin activeaza un complex receptor care include kinaza specific-musculara gi componente
aditionale inca neidentificate. Activarea receptorului duce la agregarea AChR si a altor proteine ale
aparatului post-sinaptic, proces cu aspecte unice care il disting de alte TK-R. Autofosforilarea
domeniului kinazic care induce frecvent recrutarea adaptorului si molecule de semanlizare, nu este
suficientd pentru agregarea AChR.

Aparent, interactiunea domeniului extracelular cu componenta neidentificatd este, de
asemenea, reclamatd pentru acest proces. Agrin cupleazi la un complex proteinic secundar de pe
suprafata mugchiului, cunoscut ca un complex glicoproteinic asociat cu distrofina. Acest complex
formeaza unul din capetele unei legdturi moleculare dintre matricea extracelulara si citoschelet.

In timp ce multe componente ale mecanismului care determina diferentierea postsinapticd
sunt cunoscute, tabloul cé@ii moleculare ce determina redistribuirea proteinei sinaptice este mai
incomplet (1).

Molecula agrin

Agrin este o moleculd de aproximativ 95nm lungime care consta dintr-un domeniu globular,
un domeniu N-terminal ce cupleazd la laminind, un bastonas central foramat predominant din
domeniul follistatin-like si 3 alte domenii globularé C-terminale laminin-like. in putine cazuri HSPG
(heparan sulfat proteoglican) emerge din portiunea centrald a proteinei miez. Agrin cupleaza la
regiunea centrald a domeniului spiralat tricatenar de oligomerizare, cu bratul lung al lamininei-1, care
mediaza asamblarea subunitatii moleculei native de laminina.

In premieri se semnaleaza interactiunea proteind-proteina a matricei extracelulare ce implica
domeniul spiralat cu rolul lamininei-1. Agrin se asociaza la mermbrana bazala pe cale polarizata (2).

Transcrierea alternativa a mRNA agrin controleaza abilitatea proteinei de a induce formarea
AChR la jonctiunea neuromusculari. Folosind o gena reporter transfectabila, s-a demonstrat ca exonul
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Y, un exon agrin alternativ, este controlat de o secventa reglatoare aval de intron. Portiunile acestor
secvente intronice au proprietatea unui amplificator care poate activa functia alternativa a unui exon
heterolog cand este plasat aval de intron. Regiunea reglatoare este complexa structural continénd
citeva elemente diferentiate capabile de alternanta activa.

Elemente amplificatoare individuale difera in specificitatea lor tip-celula si aparent nu sunt
sinergice astfel ca, impreund cele doud elemente induc o alternantd mai scazuta a codificarilor decat
luate separat. Prin mutagenezi s-au identificat nucleotidele esentiale din aceste elemente reglatoare,
elemente similare cu cele cunoscute ca amplificator de alternanta intronica. Acest amplificator, exon
Y si componentele sale, apartin unui sistem aparent combinational implicat in controlul multiplelor
elemente reglatoare, dar ca §i un contributor amplificator implicat major in reglarea exonului Y,
controland in final proprietatile proteinei agrin (3).

Cuplarea agrinului la suprafata celulelor musculare poate induce schimbari radicale in topografia i
fiziologia sarcolemei ducand la organizarea componentelor postsinaptice opuse nervului terminal.

Codificarea alternativa a mRNA agrin da céiteva izoforme care variaza in expresia celulara,
profilul de dezvoltare si structurare a AChR. Neuronii §i celulele musculare exprima cateva din aceste
izoforme. Astfel, s-au analizat efectele splicingului AgyZ in locurile Z i Y ale agrin. Izoformele
cupleaza diferit la suprafata miotubulilor, Ag 0,0 si Ag 4,0 aratind nivele de cuplare mai inalte decét
Ag 4,8. Formele artificiale Ag0,8 arati nivele similare cu Ag 4,8.

Vizualizarea cuplarii agrin dupa incubarea acutd relevd cd fiecare izoforma asociatd cu
suprafata celulelor apare intr-un model distinct. Cuplarea la miotubuli a Ag4,8 al agrin timp de 4 ore
induce agregarea lui AChR. Locurile de cuplare pe suprafata celulei, ca §i insertul a 8 aminoacizi
reprezintad factorul dominant care influenteazi nivelul de cuplare a agrin la plasmalema. Unele din
aceste izoforme se redistribuie la agregatele AChR dupi stimularea proteinei (4).

Agrin directioneaza agregarea moleculara postsinaptica respectiv AChR, activitate ce rezida
in intregime in portiunea C-terminal a proteinei, portiune care constid din 3 domenii globulare (G1, 2
si 3) laminin-like §i din 4 ripituri EGF-like.

Transcrierea alternativi a mRNA variazd in domeniul G2 cu inserfie a 4 aminoacizi si in G3
la insertia a 8-, 11- sau 19 aminoacizi. fn culturd s-a masurat activitatea acestora la nivelul AChR;
astfel domeniul G3 arati activitate detectabila iar domeniile G1 §i G2 cind sunt legate fizic la G3 fi
amplificd activitatea, ca si ripiturile EGF-like. Agregatele induse de doud domenii concatenate G3(8)
sunt semnificativ mai mici decdt toate celelalte forme de agrin studiate. Prin urmare, domeniile G sunt
unitdti functionale care interactioneazi independent de organizarea lor specifica, pentru a realiza
agregirile AChR (5).

Jonctiunile neuromusculare la broasca sunt formate din cele trei componente (neuronul motor,
muschi si celulele Schwann) sunt o unica structurad in care se observa detalii fine privind relatiile
dintre cele trei componente. Procesele celulelor Schwann care se extind din sinapsi si vin in contact
intim cu fibra musculara se coloreaza pozitiv cu anticorpi anti-agrin, ca i matricea extracelulara din
jurul celulei Schwann si a proceselor sale. Suprafata fibrei musculare subiacente proceselor celulelor
Schwnn este lipsita de agregate AChR.

Au fost clonate si secventiate cDNA care codificd portiunea C-terminal a agrin de la Rana
pipiens. cDNA din creier si mugchi releva ca, asemenea altor specii, in tesutul cerebral se constati
transcripte pentru agrin care contin insertii B8, B11 sau B19. Spre deosebire de alte specii, locul exact
al insertiilor B de la broasci este usor alterat la acest nivel din secventa codon. Se propune ipoteza ci
celulele Schwann ar produce agrin care nu are insertii in regiunea B si ci acesta nu directioneazi
agregarea AChR in vivo in conditii §i concentratii fiziologice (6).

Date privind agregarea AChR cu agrin
Formarea jonctiunii neuromusculare reclama o serie de interactiuni reciproce inductive intre

neuronul motor si celula musculara, interactiuni care culmineaza cu juxtapozitia precisi a nervului
terminal presinaptic inalt specializat si cu o endoplasma postsinaptici complexi de pe sarcolema.

80

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Desi agrin derivat din nerv s-a crezut ca joacad un rol cheie in timpul formarii jonctiunii
neuro-musculare, mecanismele moleculare care subliniazd actiunea proteinei aratd cd aceasta
actioneaza via R-TK MuSK (receptorul tirozin-kinazei specifica muschiului) (7). Acest receptor este
necesar pentru formarea jonctiunii neuromusculare, unde acesta se fosforileaza cind este expus la
izoforme de agrin sintetizate de neuroni.

MuSK este asociatd cu agregatele de AChR vizibile timpuriu in dezvoltarea endoplacii
motoare. MuSK si AChR contribuie la formarea jonctiuii neuromusculare. Aceste doua proteine sunt,
de asemenea, coordonat legate pe suprafata miotubulilor cultivati, unde sunt colocalizate n agregate
sponatane induse de agrin.

in timp ce MuSK este normal restrictati pe endoplaca motoare in muschiul adult, denervarea
duce la expresia el extrajonctionald, desi la 14 zile dupa denervare o concentratie detectabild ramane
localizata pe endoplaca motoare.

MuSK extrajonctionald apare prima la 3 zile dupd denervare si este acut redusa dupa
reinervare. In mugchiul adult paralizat este marcat alterati expresia MuSK in sensul cresterii ei. in
consecintd expresia MuSK este inalt reglati de inervatie, de activitatea musculara si de agrin, in timp
ce disturbanta ei este precis coordonatd cu a AChR (8).

in timpul formarii jonctiunii neuromusculare, proteina membranei bazale-agrin — initiaza
agregarea AChR pe suprafata miotubulilor.

Dupa incubarea cu agrin, kinaza MuSK se fosforileazi desi ea insagi nu cupleaza la agrin.
Utilizarea anticorpilor specifici MuSK arata corelatia dintre fosforilarea MuSK si agregarea AChR,
ca si abilitatea diferitelor variante §i fragmente trunchiate ale agrin. Numai formele de agrin care sunt
inductori potenti ai AChR pot determina fosforilarea MuSK.

Concentratii picomolare de agrin sunt suficiente pentru a induce fosforilarea MuSK. Cantitati
similare sunt necesare pentru agregarea AChR, ca si pentru fosforilarea lor pe reziduul tirozina.
Exclusiv cuplarea agrin la complexul MuSK-R rispunde de initierea agregérii AChR (9).

Izoformele neurale ale agrin pot stimula in fibrele musculare electric active, transcrierea
subunititilor genei epsilon AChR, ceea ce conduce la formarea jonctiunii neuromusculare. Se pune
problema dacid aceasta implici neurregulinele (NRG) care stimuleazi in vitro transcrierea
subunititilor genei AChR prin activatorul receptor-erb-B. Inductia transcrierii genei epsilon AChR
este inhibatd in miotubuli cultivati care hiperexprimd o mutantd inactivd a erb-BR, ceea ce
demonstreaza implicarea NRG/Erb-B in expresia AChR indusa de agrin.

Extracte din suprafata miotubulilor cultivati induc fosforilarea tirozinei erb-BR sugerand ci
celulele musculare exprima activitate biologica NRG-like pe sarcoplasmalema lor. NRG musculare au
domenii Ig-like reclamate pentru mobilizarea lor pe HSPG din matricea extracelulara. in regiunile
extrasinaptice ale fibrelor musculare inervate in vivo, agrin neural ectopic induce colocalizarea
masiva a AChR NRG derivat din muschi si a HSPG. Deci, domeniul Ig al NRG, cupleaza la HSPG
agrin dar si la perlecan. In concluzie, agrin neuronal poate induce transcrierea genei AChR prin
agregarea HSPG muscular pe suprafata fibrei musculare, care ulterior serveste pentru cuplarea focala
locald a NRG derivate din mugchi in scopul reglarii expresiei genei AChR la nivelul jonctiunii
neuromusculare (10).

Cum s-a mentionat, agrin initiaza formarea sinapsei neuromusculare, insa, calciul intervine in
semnalizarea lui via MuSK R-TK si in cascada intracelulara, conducand la fosforilarea AChR si la
agregare. Indepartarea calciului extracelular blocheazi complet MuSK indusi de agrin dar si
neuramidaza in miotubuli in culturd. Calciul extracelular este astfel solicitat, atit pentru formarea
complexului de semnalizare MuSK, cét si pentru reglarea intracelulard a fosforilarii §i agregarii
AChR in membrana postsinaptica (11). '

La nivelul jonctiunii neuromusculare mamaliene, inervatia induce si mentine stabilitatea
metabolici a AChR. Introducerea cDNA agrin neural in muschiul solear denervat de sobolan adult
determina cregsterea proteinei, care agregd AChR pe fibrele musculare, al caror timp de viata creste
intr-o manierd dependentd de dozd, de la 1 la 10 zile. Stimularea electrica a mugchiului creste
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stabilitatea AChR, astfel incat la concentratii suficient de inalte agrin neural poate stabiliza AChR la
nivelele caracteristice din jonctiunile neuromusculare inervate (12).

La soarecii mutanti src (—/-), fyn (~/-) §i yes (—/-) zona sinapsei neuromusculare se dezvolta,
axonii motori gisindu-si ciile de distribuire, iar transcriptia specificd sinapsei este normala. Se
demonstreaza astfel ci, aceste kinaze nu sunt necesare in formarea timpurie a sinapsei.

In linii de celule musculare lipsite de src si fyn, dar cu agrin neural si laminin-1 s-a indus
agregarea normald a AChR, iar agrin a indus tirozin-fosforilarea subunitatii beta. Totusi, AChR din
miotubulii src (/=) si fyn (-/-) sunt mai putin stabili decat cei din celulele de tip-salbatic. in
concluzie, stabilitatea agregatelor AChR indusa de agrin necesita prezenta src si fyn, mai curidnd ca
activitati de adaptor, decat ca activititi kinazice (13).

Agrin in regenerarea sinapselor

S-au transferat regiunile extrajonctionale ale mugchiului solear de la sobolan adult, cu cDNA
agrin neural, pentru a induce formarea de miofibrile in aparatul postsinaptic-like care contine agregate
AChR. Dupa o siptimina, aproximativ 30% din agregate contin o mixtura de AChR-epsilon si
AChR-gamma, iar restul de 70% contine numai AChR-gamma.

Daca mugchii transfectati sunt reinervati in regiunea jonctionald originara in ciuda absentei
terminatiilor axonale, aparatul contine gradual numai AChR-epsilon.

Se conclude c3, la aparatul postsinaptic al jonctiunii neuromusculare ectopice, format dintr-un
nerv nonself implantat in regiunea jonctiunii muschiului denervat, agrin secretat de axonul terminal
joacd un rol direct in schimbarea AChR-gamma/AChR-epsilon care atestd maturitatea aparatului
postsinaptic. Agrin §i acetilcolina sunt singurii factori derivati din nerv si reclamati pentru aceasta
schimbare.

in concluzie, la jonctiunea neuromusculari ectopica se detecteazi agrin dupd implantarea
unui nerv strdin in regiunea extrajonctionald a mugchiului solear adult denervat, factor unic derivat
din nerv si suficient nu numai pentru a cauza agregarea proteinei in stadiul timpuriu al formdrii
aparatului postsinaptic, dar §i pentru aparitia schimbarilor in conformatia fibrelor musculare gi in
distribufia organitelor care apar pe masura ce aparatul postsinaptic atinge maturitatea (14).

Se sugereazad ca agrin §i acetilcolina derivatd din activitatea musculard indusid de axonii
transplantati sunt suficienti pentru a determina in fibra musculard adultd denervati, procese care
regleaza dimensiunea si distributia jonctiunilor neuromusculare ectopice (14, 15, 16).

Agrin in asociere cu alte molecule ale matricei extracelulare

S-a mentionat ca agrin este un proteoglican heparan sulfat (HSPG) reclamat pentru formarea
si mentinerea jonctiunilor neuromusculare. in timpul dezvoltirii el este secretat de neuronii motori
pentru a determina in fibra muscular3, agregarea locala a AChR si a altor proteine care impreuni
formeaza aparatul postsinaptic.

Dupa eliberarea din neuronul motor, agrin cupleazi cu membrana bazali a muschiului in
dezvoltare gi rdméne asociat cu structura sinaptica de-a lungul vietii muschiului adult.

Agrin de lungime deplina din miotubuli de pui cupleazi la membrana. Primii 130 amino-acizi
NH2-terminal sunt necesari pentru cuplarea la miotubulii cultivati. Agregirile AChR care sunt
determinate de lungime deplind sunt reduse. Fragmentele de 130 aminoacizi din
NH2-terminal de agrin sunt suficiente pentru a cupla la matrice, cuplare care este mediati de
laminina-1. Asemenea fragmente cupleazi la izoformele de laminini-2 si laminind-4 din membrana
bazala a fibrei musculare. Pe miotubulii cultivafi, proteina se colocalizeazi cu laminina si este
imbogatita in agregatele de AChR. Se sugereazi ca, cuplarea agrin cu laminina ofera bazele localizarii
in membrana bazala sinaptica si in alte membrane bazale (17).
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Agrerarea AChR de catre agrin eliberat de neuron este o treapta timpurie critica in formarea
jonctiunii neuromusculare. Laminina, un component al memranei bazale musculare, induce de
asemenea, AChR. Inductia acestuia in miotubulii C2 este specificd lamininei-1 $i nu lamininei-2
(merozinei) sau lamininei-11 (o iziforma specifica sinapsei) care nu sunt active.

Laminina-1 induce agregarea AChR pe o cale independenta de cea folosita de agrin neural.
Efectele lamininei-1 §i agrin sunt strict aditive si apar in momente diferite. Agregarea indusa de
laminina-1 nu reclama prezenta MuSK (receptor al TK) care este parte a complexului receptor pentru
agrin. Laminina-1 nu induce fosforilarea tirozinei din MuSK in miotubulii C2, dar induce agregarea
AChR 1n miotubulii da la soareci MuSK (—/-) care nu raspund la agrin. Comparativ cu agrin,
laminina-1 nu induce fosforilarea AChR, ceea ce demonstreazi ci fosforilarea tirozinei din acest
receptor nu este necesard pentru agregarea din miotubuli. Astfel, laminina-1 actioneazi printr-un
mecanism independent de cel folosit de agrin si poate fi o cale suplimentara pentru agregarea AChR
in timpul sinaptogenezei (18).

Rapsin este o proteina citoplasmatica de 43kD care aglutineazd AChR nicotinic in membrana
postsinaptica. S-a urmdrit efectul formarii AChR nicotinic mediat de rapsin, asupra stabilittii
metabolice a acestui receptor. .

Transfectarea in fibroblastele QT-6 care poartd pe suprafatdi AChR (cu subunititile alfa,
beta, epsilon si delta) detectati cu 125 I-alfa bungarotoxin, a dus la degradarea lor cu half-life
de 16,4+/—1,lore. Cotransfectate, rapsin si AChR determina extinderea lor, iar half-life creste la
20,6+/-1,0 ore.

Anticorpii mab35 anti-AChR determina cresterea degradarii AChR asociat cu miastenia
gravis: 80,8+/-2,5% din AChR marcati sunt degradati timp de peste 12 ore. Cotransfectia rapsin cu
AChHR reduce pierderea acestor receptori la 66,4+/-3,8%, avand in vedere ci rapsin reduce pierderile
de AChR normal de la 53,2+/-2,1 la 44,2+/-2,2%.

Liniile de celule musculare din miotubulii de tip-salbatic aratd putini AChR dar tratate cu
agrin neural numirul lor creste de 30 ori. Agregirile de receptori sunt insotite de reduceri ale
degradarii AChR (in prezenia si absenta anticorpului anti-mab35) similare in magnitudine cu cele
produse de hiperexpresia rapsin in celule QT-6.

in miotubulii deficienti in rapsin (—/~), tratamentul cu agrin neural nu determini nici
agregarea AChR si nici degradarea lor. Astfel, agrinul neural poate degrada AChR treptat, prin
inductia agregirii lor dependentd de rapsin (19).

La jonctiunea neuromusculard, agregatele de AChR sunt ancorate la sarcolema prin asocierea
cu rapsin si alte proteine din aparatul postsinaptic.in miotubulii C2 in culturi, inainte si dupi tratarea
cu agrin care induce agregarea AChR s-a urmdrit interactiunea AChR cu proteina rapsin. Cind AChR
sunt izolati in detergent din extracte de miotubuli C2 netratati, acestia se asociaza cu rapsin §i mai
putin cu utrofin, distroglican beta, si kinazele src, dar nu sintrofin. Tratamentul cu agrin creste
asocierea AChR cu MuSK, un TK-R ce este parte a complexului agrin-R, fara sa afecteze alte
interactiuni. Miotubulii deficitari in rapsin, care nu formeaza agregate proteinice ca raspuns la agrin,
releva faptul ca rapsin este necesar pentru asocierea AChR cu utrofin i distroglican beta. Este, de
asemenea, necesar §i pentru cresterea indusa de agrin in asociere cu MuSK, dar nu pentru
interactiunile cu MuSK si kinazele src. In miotubuli rapsin (~/=), agrin determina fosforilarea normala
a tirozinei din MuSK total sau asociat cu AChR, in timp ce fosforilarea subunitatii beta constitutiva a
ACHR indusi de agrin este puternic redusa. In premiera se semnaleaza ca miotubulii aneuronali contin
complexe proteinice AChR preasamblate care pot functiona in asamblarea aparatului postsinaptic si,
de asemenea, ci rapsin, pe langa rolul sau in fosforilarea AChR, mediaza si interactiunea proteinelor
selectate cu AChR servind ca o legatura intre acesti receptori si complexul glicoproteic
distrofin/utrofin (20).

Densitatile inalte de AChR si canalelor de sodiu din crestele si plicile cutelor postsinaptice
asigurd semnalizarea neuromusculari. Agregarea ambelor canale ionice este mediatd de agrin. In
cazul AChR, agrin activeazd MuSK initiind un proces care reclami prezenta rapsin §i, probabil,
fosforilarea receptorului.
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Sub multe aspecte, interactiunile dintre agrin, MuSK si efectorii lor din aval sunt atipice
comparativ cu sistemul de semnalizare conventional TK-R.

Recent s-au elucidat noi aspecte privind structura rapsin implicat in agregarea receptorului, si
rolul sintrofinului in tintirea canalului de sodiu. Probabil, cel mai surprinzitor rezultat privind
sinaptogeneza la goarecii fara distrofin si utrofin este unul negativ in ciuda faptului ca au jonctiuni
neuromusculare aproape normale (21).

Agregarea AchR indusa de agrin pe miotubulii in culturd este blocatd de anticorpi anti-
subunitatea integrin betal si partial blocatd de anticorp anti-subunitatea integrin alfa (v). Acest proces
este blocat si de oligonucleotidul antisens la integrina alfa (v) si la un peptid ce blocheaza locul de
cuplare al acesteia. Celulele non-musculare care expun subunititi ale integrinelor alfa (v) si beta 1
aderd la agrin. Deci, integrinele alfa (v) si beta 1 sunt componente sau modulatori ai cdilor de
transductie a semnalelor agrin (22).

Cel putin doua forme ale neuregulin (NRG) sunt concentrate imunohistochimic in jonctiunea
neuromusculard a mugchiului de sobolan adult. O forma este NRG beta3, proteind secretatd in
membrana bazala ce ocupa spatiul sinaptic, iar cealaltd — NRGa — este localizatd in sarcolemd. NRG
din muschi inclusiv NRGa sunt concentrate in aparatul postsinaptic-like indus pentru a forma regiunea
extrajonctionald a mugchiului solear prin expunerea la agrin neural.

Aparatul postsinaptic indus de agrin include, de asemenea, agregate de receptor NRG erb.B2
si erb B3 ca i aparatul postsinaptic al jonctiunii neuromusculare. Se sugereaza un mecanism prin care
agrin neural induce expresia subunititii AChR epsilon in aparatul postsinaptic-like §i cd aceastd
proteina are functii similare in jonctiunea neuromusculara (23).

L-selectin, 0 moleculd de adeziune leucocitard care mediazd migcarea leucocitelor pe
endoteliu, joacd un rol critic in recrutarea leucocitelor la locurile inflamatorii.

L-selectin reactioneaza cu proteoglican condroitin sulfat §i heparan sulfat (HSPG) care se
exprima in tubii distali ai rinichilor. De asemenea, versicanul este un ligand de tipul condroitin
sulfatului. Dimensiunea moleculelor de HSPG este de aproximativ 600 kD avand o proteina miez de
160 si respectiv 180 kD. Cuplarea la L-selectin este mediatd de domeniul lectini al L-selectinei in
maniera dependenti de calciu si reclama lanfuri de heparan sulfat, dar nu de acid sialic (24).

Agrin in ontogenezi

in dezvoltarea sistemului nervos al puilor s-a studiat distributia si proprietatile substratelor de
agrin, un HSPG din matricea extracelulard. Comparand distributia agrin cu distributia lamininei-1 (LA),
merozinei (LA-2), neurofilamentelor §i moleculelor de adeziune pentru celulele nervoase (NCAM)
prezente de-a lungul dezvoltirii, agrin s-a dovedit a fi un constituent al tuturor membranelor bazale.

Din ziua a 4-a embrionard (E4) agrin este abundent in ciile axonale ale sistemului nervos
central §i anume in nervul optic, calea tectobulbara, substanta albd a maduvei spindrii si paturile
moleculare ale creierului mare si cerebelului. Abundenta lui scade citre stadiul E13. in timpul
dezvoltarii sistemului nervos agrin este constituent al membranei bazale a celulelor Schwann.
Expresia lui maxima se constata in timpul stadiilor timpurii i medfi ale dezvoltarii creierului.

in creierul de soarece si om agrin exista ca un proteoglican heparan sulfat. Cel purificat insa
nu sustine cresterea axonilor, ci mai curind inhiba extensia celor retinali asupra substratelor mixtate
de agrin §i merozin. in ciuda faptului ca este folosit ca substrat, proteina inhibi cresterea axonilor;
partial temporal si spatial el se suprapune cu cresterea sugerand ci intervine ca suport in dezvoltarea
cailor axonale, posibil ca un component de cuplare pentru factorii de crestere si proteinele de
adeziune celulari (25).

Cum s-a mentionat, agrin este implicat in formarea aparatului postsinaptic al jonctiunii
neuromusculare. In afara de neuronii motori spinali el se exprima §i in multe alte populatii de neuroni
din sistemul nervos central. in perioada dezvoltarii timpurii postnatale la soarece, s-a urmarit expresia
si codificarea alternativa in cortexul somatosenzitiv in vivo si in vitro, a celulelor disociate.
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Nivelul de varf al expresiei genei agrin in dezvoltarea cortexului coincide cu formarea
fibrelor aferente talamice si a sinapselor talamocorticale si intracorticale. In timpul dezvoltarii sunt
reglate nivelele expresiei izoformelor sale “active” si “inactive”. Variatiile expresiei genei agrin se
vid si In timpul formarii sinapselor intre neuronii somatosenzitivi.

Schimbarile pe care le exprima gena agrin in vivo i in vitro sunt in acord cu rolul proteinei in
formarea sinapselor in sistemul nervos central (26).

Agrin in rinichi

Ca bariera in calea urinii, membrana bazald glomerulard (GBM) joaca un rol cheie in functia
renali. Permeabilitatea ei pentru o molecula datd este inalt dependentd de dimensiunea, forma si
sarcina electrica.

In anii ’80 s-a demonstrat permeabilitatea selectiva in relatie cu proprietitile electrostatice
covalente, cupldnd heparan sulfati din membrana bazald glomerulard. Deoarece identificarea
perlecanului ca un HSPG, ipoteza ca acesta ar putea fi un determinant crucial al permeabilitatii
membranei bazale a cipitat interes crescut.

Pe langd perlecan membrana bazald contine si alte specii de HSPG dintre care una este chiar
agrin. Expresia locala inaltd a acestuia in membrana bazald glomerularad impreuna cu receptorul siu la
interferenta celuld-matrice sugereaza ca HSPG contribuie pe cai multiple la functia glomerulara (27).

Agrin este un HSPG prezent in concentratii inalte in lamina bazala sinapticd la jonctiunea
neuromusaculara, dar imunoreactivitatea agrin-like este detectatd §i in afara acestor jonctiuni. Se
demonstreaza ci proteina este un component major HSPG din membrana bazald glomerulard umana,
iar perlecan este, de asemenea, un HSPG deja caracterizat in membrana bazala. Anticorpii anti-agrin
si anti-unui HSPG glomerular incd neidentificat, produc o puternicid reactie a laminei bazale
glomerulare si jonctiunii neuromusculare, reactie diferitd de cea observata folosind anticorpi anti-
perlecan. Ambii anticorpi recunosc o molecula de 200-210 kD dupa glicozilare, care migreazd in
SDS-PAGE.

in imuno-electronomicroscopie agrin arati o distributie lineara de-a lungul laminei bazale
glomerulare, fiind prezent pe toata litimea acesteia. Distributia proteinei perlecan este insa diferita de
cea a agrin, deoarece este prezent pe partea endoteliald a membranei bazale si dispus nelinear. in
comparatie cu perlecan, agrin-like aratd o molaritate de 6 ori mai inalti in extractul glomerular. Deci,
agrin este o componenti majord a membranei bazale glomerulare cu rol in ultrafiltrarea renala si
interactiunea celuld-matrice (28).

Agrin uman este abundent in membrana bazali la adult. Domeniul sdu N-terminal de la om
este Tnalt similar cu cel de la pui, sugerdnd astfel functii similare in cuplarea lamininei. Trei secvente
SGXG suporta glicozilarea serinei legata la proteina miez, doud din acestea fiind particular favorabile
pentru atasarea heparan-sulfatului (HS).

Nivelele mRNA agrin in tesuturile fetal si adult la om arata o remarcabila suprareglare in
rinichi §i plamani in care s-au detectat transcripte trunchiate, lipsite de regiunea care codifica
domeniul de cuplare la laminina. Nivelele inalte ale transcrierii in plamani si rinichi corespund cu
acumularea in membrana bazala a alveolelor si respectiv glomerulilor sugerdnd o functie asociata
filtrarii (29).

S-a determinat specificitatea a 2 anticorpi monoclonali de hamster §i un antiser poiiclonal de
oaie anti-proteoglican heparan sulfat (HSPG) izolati din membrana bazala a glomerulilor de la sobolan.

Anticorpii specifici recunosc proteinele miez de 150, 105 si 70 kD ale membranei bazale.
Agrin este un HSPG major din membrana bazala glomerulari de la sobolan. S-a testat daca anticorpii
recunosc proteina, utilizdndu-se coloratia celulelor ovariene de hamster chinezesc transfectate cu
constructe care codificd 2 de C-terminal sau de lungime deplind de agrin de la sobolan. Antiserul
policlonal de oaie a colorat celulele transfectate cu constructe de lungime deplind, pe cédnd cel de
tip-salbatic si celelalte transfectante cu construct care codifica o parte din C-terminal al agrin, nu sunt
recunoscute.
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Anticorpii monoclonli anti C-terminal agrin coloreaza celulele transfectate cu oricare din cele
doua constructe, dar nu pe cele de tip-salbatic. Deci, anticorpii monoclonali de hamster si antiserul de
oaie recunosc epitopii de pe % lui N-terminal agrin. Anticorpii monoclonali anti C-terminal al agrin
coloreazi aproape exclusiv membrana bazald glomerulara, pe cind cei anti-N-terminal al agrin
recunosc toate membranele bazale glomerulare inclusiv pe cele ale tuburilor renale.

Se crede cd agrin de lungime deplind se exprima predominant in membrana bazald a
glomerulului renal, in timp ce izoformele sale trunchiate lipsite de partea C-terminal, s-ar datora
transcrierii alternative incomplete §i/sau procesarii post-transcriptionale (30).

O izoforma de agrin care nu induce specializari postsinaptice cupleaza cu inaltd afinitate la
distroglican, un component al complexului distrofin-glicoproteina.

Transciptele care codificd aceastd izoformd sunt exprimate intr-o varietate de tesuturi
neuromusculare. O astfel de izoforma se gédseste abundent in plamani, rinichi §i creier, putin in
muschii scheletici si deloc In ficat.

Distroglicanul se exprima inalt in toate tesuturile examinate, cu exceptia ficatului. Agrin
cupleazi la distroglicanul din plamani, rinichi si muschii scheletici cu o constanta de disociere intr 1,8
si 2,2 nM, pe cind afinitatea la distroglicanul din creier este de 4,6 nM. Deci, izoforma exprimati in
tesuturile non-musculare este un partener de cuplare cu inaltd afinitate la distroglican si ar putea fi
importanta pentru integritatea mecanica a tesuturilor (31).

Analiza biopsiilor pacientilor cu diabet aratd o reducere semnificativa a agrin din membrana
bazala glomerulard renala, comparativ cu controlul. Expresia lui este, de asemenea, redusid in
podocitele in cultura tratate cu 25 nM D-glucoza.

O prezentd evidenta a proteinei s-a constatat in stadiile timpurii ale diferentierii glomerulare
din rinichii fetali. Nu se poate vorbii de o dereglare selectivi a HSPG in boala diabeticad dar poate
exista hiporeglarea productiei de agrin (32).

Agrin este un proteoglican heparan sulfat
prezent in leziunile Alzheimer

HSPG joacd un rol important in formarea si persistenta plicilor senile si a nodurilor
neurofibrilare in dementa de tip Alzheimer.

S-au ficut analize imunohistochimice comparative ale expresiei HSPG agrin, perlecan,
glypican-1 si sindecan 1-3 in leziunile neocortexului si hipocampului in dementa Alzheimer.

S-au folosit anticorpi anti-proteine de baza a diferitelor specii de HSPG si lanturi laterale a
anti-glicozaminoglicanilor (GAG) si s-a constatat ca HSPG agrin asociate membranei bazale este larg
exprimat in placile senile, in agregatele neurofibrilare i in vasele de singe cerebrale, pe cind expresia
altor HSPG asociate membranei bazale, precum perlecan, lipsesc din plicile senile si aglomeririle
neurofibrilare exprimandu-se numai in vasele cerebrale.

Glipican si 3 diferiti sindecani, specii asociate membranei celulare, se exprimd de asemenea,
in aceste structuri, desi cu o frecventd mai scazuta decét agrin. Deci, parte din lanturile GAG a HSPG
agrin, sindecan si glypican, dar nu din perlecan poate juca un rol important in formarea acestor
structuri. In plus, se speculeaza ideea ci agrin poate contine 9 domenii care inhiba proteazele, putind
proteja agrgatele proteice din cele trei structuri contra degradarii proteolitice extracelulare, ducand
astfel la persistenta acestor depozite (33).

Desi este un HSPG major din creier, functia agrin este inci obscura; totusi se sugereazi rolul
lui posibil in boala Alzheimer. Proteina agrin cupleazi peptidul amiloidogenic A beta (1—40) in starea
sa fibrilard via unui mecanism ce implica lanturi HSPG ale agrin. Molecula poate accelera formarea
fibrilelor A beta i protejeazi peptid amiloidogenic de proteoliza in vitro. Prezenta lui in plicile senile
si in depozite amiloide cerebrovasculare, ca si imunonocolorarea capilarelor cu agrin, arati alterari
patologice in creierul afectat de aceastd boala. Se sugereazi ci agrin poate fi un factor important in
progresia agregirii peptidului A beta gi/sau n persistenta sa in acesta afectiune a creierului (34).

86

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Agrin este larg exprimat in neuroni §i membrana bazala a microvaselor sistemului nervos
central de rozatoare st pasari, unde induce diferentierea sinapselor nerv-muschi.

Boala Alzheimer se caracterizeaza prin pierderea sinapselor si schimbarii in arhitectura
microvasculara si, de asemenea, prin formarea de retele neurofibrilare si placi senile.

Agrin se exprima in neuronii din multe arii cerebrale. Imunoreactivitatea robusta se exprima
uniform in membrana bazala microvasculara. in creierul cu Alzheimer, proteina se exprima concentrat
in placi difuze, ca si in aglomerari neurofibrilare.

Pacientii cu Alzheimer au alterdri microvasculare caracterizate prin subtierea si fragmentarea
membranei bazale. Virtual, toatd proteina agrin din creierul normal este solubild in 1% SDS. Din
contra o fractie mare din creierul bolnavilor este insolubild conditie ce sugereaza ca el este strans
asociat cu beta-amiloid. Deci, agrin anormal din boala Alzheimer este strans asociat cu depozitele de
beta-amiloid. Se sugereaza ca expresia alteratd a proteina in microvasculatura si parenchimul cerebral,
contribuie la patogenia bolii Alzheimer (35).

in concluzie, principala functie a agrin este aceea de a determina structurile postsinaptice in
relatia cu fibra musculari, dar §i in relatia dintre celulele nervoase in sistemul nervos central. in
continuare relatim cateva idei care sustin complexitatea relatiilor agrin cu alte molecule din matricea
extracelulara, cat si relatii de blocare a formarii structurilor postsinaptice. Agrinul se exprima si in
numeroasele populatii de neuroni din sistemul nervos central sugerdnd cé aceasta molecula joacd un
rol si in formarea sinapselor interneuronale. Specific neuronului, agrin nu este necesar pentru
formarea §i dezvoltarea timpurie a contactelor sinaptice functionale dintre neuroni sugerdndu-se ca
mecanismele de sinaptogeneza interneuronald din sistemul nervos central sunt distincte de cele care
regleaza formarea sinapsei la jonctiunile neuromusculare (36).

Factorul neural agrin induce agregarea receptorului acetilcholinei (AChR) si a altor molecule
sinaptice pe miotubulii cultivati, activitate mimatd experimental de tratamentul cu neuramidazd sau
calciu. Neuramidaza §i calciu activeazid pe calea transductiei semnalului agrin. Efectele lor asupra
agregirii AChR sunt aditionale la cele ale agrin la concentratii scazute i cosaturate la concentratii
inalte. Asemenea agrin, neuramidaza si calciu determina fosforilarea rapida a tirozinkinazei specifice
muschiului §i subunititii AChR-beta. Se argumenteazd cad acesti 3 agenti actioneazd direct pe
componentele aceluiasi complex al semnalului de transductie.

Se sugereaza ci acizii sialici de pe componentele complexului inhibi interactiunea necesarad
pentru semnalul transductiei §i ci dezinhibarea poate duce la activare. Intr-un asemenea model agrin
ar putea activa semnalul de transductie prin anularea stimulirii inhibitiei (37).

Sinapsa neuromusculara se formeaza ca raspuns la agrin secretat de nervul terminal motor §i
inducand agregarea AChR si altor elemente ale aparatului postsinaptic asupra sarcolemei subiacente.
Formarea sinapsei §i mentinerea ei este reglata de factori aditionali incd neidentificati.

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF) si neurotrofina-4 (NT-4) inhiba agregarea
AChHR indusi de agrin pe miotubulii cultivati, dar NGF si NT-3 nu au efect.

Celulele musculare exprima ligandul endogen TrkB de lungime deplind, receptor cunoscut
pentru BDNF si NT-4. Activarea directd a acestui receptor de citre anticorpul anti-TrkB mimeazi
inhibarea BDNF/NT-4 agregarii AChR indusa de agrin, inhibare ce pare a fi un mecanism intrinsec
pentru reglarea agregdrii AChR, deoarece neutralizarea liganzilor TrkB endogeni duce la nivele
elevate ale acestor agregate, chiar in absenta agrin.

Concentratia 1nalta de agrin poate opri inhibarea BDNF/NT-4 agregarii AChR. Deci, existd o
interrelatie intre agrin si neurotrofind, proces care poate regla formarea structurilor specializate
postsinaptice. Se sugereazi si un mecanism pentru supresia formirii acestora in regiuni
non-jonctionale (38).

Agrin joaci un rol cheie in directionarea diferentierii jonctiunii neuromusculare la vertebrate.
El se exprima in numeroase populatii de neuroni cerebrali. In functie de concentratie si saturatie
induce expresia genei imediat timpurii c-fos in culturi de neuroni corticali. Este activ in neuroni
corticali, in concentratie picomolare fiind dependent de calciu si inhibat de heparina si staurosporina.
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Un raspuns similar la agrin pentru activarea c-fos se constata si in neuronii hipocampali §i
cerebelosi. Numai neuronii cu activitate inaltd in agrin sunt eficienti asupra celulelor musculare
cultivate (39).

In timpul sinaptogenezei, in jonctiunea neuromusculara scheletald la vertebrate, AChR
formeaza agregate de inaltad densitate ca rdspuns la agrin derivat din nerv. Porteina stimuleaza
fosforilarea tirozinei MuSK (TK-R specific muscular) si a subunitatiit AChR beta si TK inhibitori, iar
o mutantd TK-deficientd a MuSK previne agregarea AChR.

Pentru a se evalua rolul fosforilarii tirozinei subunitatii AChRbeta in agrgarea receptorului,
s-au inlocuit toate 3 reziduurile tirozinei din subunitate cu reziduul fenilalanina i s-au exprimat
mutantii receptorului in miotubulii cultivati. Dupa tratamentul cu agrin, miotubulii transfectati au
format agragate AChR ce contin receptori cu subunitate mutanta beta. Astfel, AChR pot fi recrutafi in
structurile specializare induse de agrin, de cdtre interactiunea proteind-proteini; care nu depinde de
fosforilarea tirozinei acestei subunitatii (40).

S-a ardtat ca agrin derivat din neuron este factor agregant pentru AChR. Folosindu-se cDNA
recombinat, s-a transfectat o linie clonala stabila C2C12 cu cDNA agrin antisens. Analiza mRNA
aratd cd expresia agrin in celulele transfectate este aboliti de DNA de transfectie, cand celulele
deficiente in proteind au fost induse pentru a forma miotubulii i apoi cocultivate cu cDNA agrin
transfectat fibroblastelor, iar agregatele AChR se formeazi in coculturi. in plus, aceste agregate
deficiente in agrin din miotubuli sunt, de asemenea, induse de agrin exogen si AChE se colocalizeaza
cu agregatele AChR.

Miotubulii deficienti 1n agrin ar putea rispunde si la agregarea AChR indusa de neuroni dupd
cocultivarea cu celulele neuroblastomului. Astfel, miotubulii deficienti in agrin isi pastreazi abilitatea
de a agrga AChR, agregare indusa sau neuroindusa de agrin.

Se sugereazd cd, formarea structurilor specializate postsinaptice in timpul dezvoltarii §i
regenerarii este mediata de agrin derivat din neuroni §i nu din cel derivat din muschi (41).

1. Agregarea AChR la locul formarii jonctiunii neuromusculare este critica pentru dezvoltarea
si functionarea sinapsei. Agregarea receptorului poate fi indusi de agrin pe sarcolemi si de
concentratia indusi de cimpul electric al unei molecule (non receptor) la polul catodic al celulei.

2. Se raporteaza interactiunea dintre cuplarea agrin §i cimpurile electrice in ce priveste
distributia receptorilor si locurile lui de cuplare.

3a. Pretratarea celulelor cu agrin blocheazi complet dezvoltarea agregatelor de receptorl
indugi de cdmpul electric.

3b. Agregarea receptorilor indusd de cimpul electric precede cu cel putin 30’ agregarea
indusa de acesta, a locurilor de cuplare a agrin.

3c. Campul electric previne agregarea receptorului indusi de agrin in ciuda prezentei locurilor
de cuplare pentru agrin §i pentru receptorul liber difuzabil.

4. Se sugereazd cd alte componente ale membranei, nici locul de cuplare a agrin si nici
receptorul lui nu sunt reclamate pentru agregarea receptorului indus de agrin. De asemenea, cimpurile
electrice gi agrin cauzeazi agregarea via mecanismelor moleculare comune (42).
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NETRIN-1

Proteinele familiei netrin/UNC-6 (omolog al netrin) sunt molecule de ghidare conservate la
toate speciile examinate (1).

Netrinele, proteine inrudite cu lamininele (2) directioneazd extinderea axonilor §i migrarea
celulelor in timpul dezvoltarii neuronale (3). Aceste proteine joaca un rol pivotal in ghidarea unei
varietati de proiectti axonale, in timpul dezvoltarii neuronale, atdt la vertebrate cét si la nevertebrate (4).

Netrin-1 este o proteina bifunctionali (1,3,5) care are functie chemoatractantd pentru anumite
clase de axoni aflati in dezvoltare si chemorespingitoare pentru alte clase (1,6). Mai multe studii
sustin ca raspunsurile de atractie si de respingere ale netrin sunt mediate de doua clase de receptori:
receptorii din familia DCC (Deleted in Colorectal Cancer) si receptorii din familia UNC-5 (1,3).

Gena pentru netrin a fost recent identificata la om si a fost denumitd NTN 1L (“netrin-1-like™)
(7). Aceasta gena, cartatd pe cromozomul 17 p. 12-13, codifica o proteind de 604 aminoacizi care
prezintd 98% identitate cu proteina netrin-1 de la soarece §i 50% identitate cu proteina UNC-6 de la
Caenorhabditis elegans (2). Clonarea ¢cDNA care codifici netrin demonstreazi cid acesta este
omologul UNC-6, o proteina inruditd lamininei care este necesard pentru migrarea circumferentiald a
axonilor la Caenorhabditis elegans (8).

' Netrin-1 este larg exprimatd atit in sistemul nervos in dezvoltare cit si in tesuturile
mezodermale (9). Transcriptele NTN 1L au fost detectate in toate tesuturile normale adulte studiate,
in timp ce in aproximativ 50% din tumorile de creier i in neuroblastoame s-a detectat o expresie
redusa sau chiar absenta expresiei NTN 1L. Se sustine cd pierderea expresiei NTN 1L sau mutatiile
acesteia pot contribui la dezvoltarea citorva tipuri de cancere (2).

S-a demonstrat ca netrin-1 continua sa fie exprimatd in maduva spindrii de la sobolanul adult
la un nivel similar cu acela din sistemul nervos central embrionar. Hibridizarea in situ demonstreaza
cd celulele din substanta alba a maduvei spindrii adulte exprimi netrin-1. Studii de colocalizare
utilizind markerul Neu N relevd expresia netrin-1 in multiple clase de interneuroni spinali i
motoneuroni. Se observa cd proteina netrin-1 este exprimata i de unele tipuri de celule gliale. Astfel,
markerii utilizati pentru identificarea tipurilor de celule gliale indica faptul ci netrin-1 este exprimata
de oligodendrocite dar nu si de astrocite (10).

Se cunoaste faptul ca netrinele functioneaza ca factori de ghidare axonala si in dezvoltarea
sistemul nervos periferic. Studii care utilizeazi PCR (Polymerase Chain Reaction) competitiv §i
analize imunohistochimice demonstreaza localizarea netrin-1 in nervul sciatic de la sobolanul adult.
De asemenea, datele imunohistochimice releva faptul ci celulele Schwann constituie sursa majora a
proteinei netrin-1 in nervii periferici (11).

Functii ale netrin-1

Formarea conexiunilor intre axoni si tintele lor in timpul dezvoltarii este dependenta de factorii
de ghidare extracelulara care sustin cresterea axonilor catre intele lor. Astfel de molecule sunt netrinele,
factori care actioneaza la distanta atat pentru atragerea cét si pentru respingerea unei game largi de tipuri
neuronale. De asemenea, netrinele sunt implicate in controlul migrarii celulelor nervoase.

Aceste actiuni sunt mediate, cum mentionam, de receptori specifici reprezentati de DCC sau
neogenin, in cazul receptorilor atractanti si de UNC-5 in cazul celor respingitori. S-a demonstrat, in
vitro, cd interactia netrin-DCC regleaza apoptoza celulelor epiteliale, sugerdnd rolul potential al
netrinelor in acest proces in dezvoltarea sistemului nervos (1).
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Netrinele au fost identificate ca factori difuzabili cu actiune la distantd pentru axonii in
dezvoltare. Dovezi recente sustin ci aceste molecule functioneaza, de asemenea, ca factori locali in
vecinatatea suprafetei celulelor care le produc. Aceasta functie locala a netrinelor contribuie la ghidarea
cresterii axonilor si la medierea interactiunii celuld-celuld, atét in timpul dezvoltarii cat i la adult (3).
Astfel, in maduva spinirii de la adult s-a demonstrat cd majoritatea moleculelor de netrin-1, sunt
atasate la membrana sau la matricea extracelulara. Fractionarea substantei albe a maduvei spinarii de
la adult demonstreazi ca netrin-1 este absenta in fractiunile care contin mielina compacta, dar este
bogatd in cele care contin mielind periaxonala §i axolema, sugerdnd faptul cd proteina poate fi
localizata periaxonal. Aceste constatdri ii sustin functia locald asociatd suprafetei celulare, functie
care determind mentinerea interactiilor corespunzatoare inter-neuronale precum si a celor dintre
axoni i oligodendrocite (10).

Netrin-1 — efecte asupra populatiilor de neuroni motori. In timpul dezvoltarii, cresterea
axonilor motori cétre linia ventrald a tubului neural este stopata prin molecule chemorespingatoare
difuzabile prezente la acest nivel. Moleculele care candideazd pentru aceastd actiune
chemorespingitoare includ semaphorin-D si netrin-1. Raspunsurile variate, calitative §i cantitative,
pot constitui baza deflectiei de la linia mediana §i a segregdrii ulterioare a traiectoriilor axonilor
motori. Pentru a verifica aceasta idee s-au cocultivat pe geluri de colagen, agregate celulare care
secretd netrin-1 sau semaphorin D, la distantad de explantele tisulare care contin diferite subpopulatii
de neuroni. motori. Axonii motori craniali si aceeia ai nucleilor trigemen, facial si glosofaringian au
fost respingi att de netrin-1 cat si de semaphorin D. Spre deosebire de acegtia, axonii motori spinali
care proiecteaza ventral i axonii nucleului abducens nu au fost afectati de netrin-1. Neuronii spinali
si abducensi motori, de asemenea, rispund la semaphorin D. Axonii neuronilor oculomotori care
proiecteaza ventral nu au fost respingi de netrin-1 si de semaphorin D. Capacitatea de a reactiona
diferential la netrin-1 §i semaphorin D poate contribui in timpul dezvoltirii, la generarea cailor
axonale motorii dorsale §i ventrale (12).

Netrin-1 — rol in migrarea circumferentiald. Netrin-1, factor difuzibil cu actiune la
distanta, exercitd efecte chemoatractante sau chemorespingatoare asupra dezvoltarii axonilor citre
sau de la linia medulard mediani (13).

Moleculele semnal eliberate de placa ventrald, incluzind netrin-1, sunt implicate in initierea
chemoatractiei si extinderii axinale in timpul cresterii acestora catre tintele lor, in diferite sisteme de
traversare a liniei mediane (14).

a. Netrin-1 — efecte asupra axonilor comisurali. Proteina netrin-1 induce cresterea axonilor
spinali comisurali in vitro, si de asemenea, s-a demonstrat ca este necesara si pentru ghidarea axonilor
in dezvoltarea maduvei spindrii (15).

La vertebrate, axonii comisurali inifiazi calea circumferentiala citre linia mediana a placii
ventrale din miduva spindrii de la embrion. Celulele placii ventrale secretd netrin care initiaza
cresterea axonilor in creierul de la embrionul de pui.

Expresia genei pentru netrin-1 a fost examinata in diferite tesuturi embrionare de la pui, in
special, in creier in diferite stadii de dezvoltare. Transcriptul netrin-1 a fost mai puternic exprimat in
creierul de pui in stadiile timpurii ale dezvoltarii (la embrionii E3-E7), perioadd care corespunde
intervalqlui de emergenta si generare completi a axonilor comisurali.

In scopul de a studia daca netrin-1 poate actiona ca un factor global pentru a ghida toti
axonii din SNC aflati in migrare circumferentiala, localizarea expresiei mRNA la embrionul de
sobolan a fost examinatd prin hibridizare in situ. Astfel, la embrionul de sobolan E18, netrin-1
mRNA a fost detectat in celulele neuroepiteliale ale liniei mediane ventrale de-a lungul fintregului ax
rostrocaudal. Aceste rezultate sugereaza ci netrin-1 functioneazi ca factor global in migrarea
circumferentiala directionata ventral cétre linia mediani (8).

b. Netrin-1 — efecte asupra precursorilor cerebelosi S-au utilizat explante pentru a studia
actiunea netrin-1 in migrarea mai multor precursori cerebelosi si procerebelosi. Astfel, s-a demonstrat
ca netrin-1 exercitd un puternic efect chemoatractant, in intervalul E12-E14, asupra migrarii
neuronilor de la marginea rombica inferioard, neuroni care dau nastere nucleilor procerebelosi.
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Netrin-1 initiazd migrarea neuronilor postmitotici de la nivelul marginii rombice inferioare si
hiperregleaza expresia TAG-1 (moleculad de adeziune apartindnd superfamiliei Ig, glicoproteind a
sistemului nervos) in acesti neuroni. in prezenta proteinei neuronii aflati in migrare nu sunt izolati ci
sunt asociati cu fascicule groase de neurite, asociere tipicd pentru calea neurotroficd de migrare.
Marginea rombica superioard, care contine progenitori ai celulelor granulare aflatt in migrare
tangentiala, nu raspunde la netrin-1.

In cerebelul postnatal, netrin-1 respinge atat fibrele paralelele cét si celulele granulare. In
perioada de dezvoltare, modelele de expresie ale sale precum si ale receptorilor sdi sunt in
conformitate cu notiunea ci molecula secretatad la nivelul liniei mediane, actioneazi ca un factor
chemoatractant pentru neuronii procerebelosi, aflati in migrare circumferentiala. Modelul de expresie
al netrin-1 in cerebelul postnatal sugereaza ca el poate regla migrarea tangentiala a celulelor granulare
premigratoare postmitotice (13).

c. Netrin-1 — efecte asupra neuronilor olivari In timpul migrarii circumferentiale, nucleii
neuronilor olivari inferiori translocheaza pana ating placa ventrala unde se opresc, in timp ce axonii
lor traverseaza linia mediana.

S-au realizat experimente care sugereaza ca placa ventrald poate fi implicatd in migrarea
neuronilor olivari inferiori. Au fost studiati soareci deficienti in producerea netrin-1 §i s-a observat ci
numirul acestor neuroni este remarcabil redus. Citiva dintre acestia sunt localizati ectopic, de-a
lungul caii de migrare, in timp ce altii sunt localizati medio-ventral §i formeaza un complex olivar
inferior atrofic, intrucat cei mai multi dintre subnuclei lipsesc. Totusi, axonii. care au pericarionii
localizati in complexul olivar din apropierea placii ventrale, reusesc sa ajunga la tinta lor — cerebelul
— insa stabilesc o proiectie ipsilaterald in locul proiectiei contralaterale normale.

Aceste rezultate stabilesc o necesitate pentru netrin-1 in migrarea neuronilor olivari inferiori
si sugereaza cd proteine poate functiona ca un factor specific de ghidare pentru pasii initiali ai
migrdrii de la marginile rombice si ulterior poate functiona in dezvoltarea proiectiilor normale
Incrucigate ale neuronilor olivari inferiori (14).

Netrin-1 — rol in ghidarea neuronilor hipocampali. Interactia intre neuronii aflati in
crestere §i fintele lor este un element central in dezvoltarea conexiunilor aferente i eferente ale
sistemului hipocampal. Prin urmare, conurile de crestere trebuie si recunoasca factorii care determini
ghidarea axonilor cétre ariile tinta (16).

Se considera ca netrinele si semaforinele sunt factori importanti pentru formarea circuitelor
neuronale in telencefal. S-a examinat rolul netrin-1 in-dezvoltarea conexiunilor hipocampale s§i s-a
demonstrat ca netrin-1 si receptorul siu DCC sunt exprimate in fimbrie in perioada de dezvoltare si
in proiectiile neurale. De asemenea, s-a demonstrat ca netrin-1 inifiaza cresterea axonilor hipocampali
in vitro, via receptorilor DCC.

Prin utilizarea anticorpilor anti-TAG-1, L1 si DCC, s-a observat ca hipocampul soarecilor
deficienti in netrin-1 prezinta o orientare gresita a tractusurilor si erori in gasirea cati de migrare.
Axonii comisurali hipocampali la aceste mutante, nu reusesc sa traverseze linia mediana dar
formeazd o proiectie aberanta masiva catre septumul ipsilateral. De asemenea, s-a observat ca atat
proiectiile entorino-hipocampale cit §i proiectiile de asociatie CA3—-CA1 arata, la acesti soareci
mutanti, un model alterat al terminatiilor cu specificitate de strat. inregistrarile optice cu Ca 2+ Fura
2 AM (colorant fluorescent) releva o activitate neuronalad spontana redusa in septumul de la soarecii
mutanti netrin-1.

Se conclude ca netrin-1 este necesar nu numai pentru formarea conexiunilor incrucisate in
telencefal dar, de asemenea, pentru tintirea specificd de strat a proiectiilor ipsilaterale si pentru
controlul nivelelor normale ale activitatii neurale spontane (17).

Alte studii analizeaza efectele Sema3C si ale netrin-1 asupra explantelor aflate in coculturi,
din cortexul entorinal din girusul dentat, regiunile CA1 si CA3 ale cornului Amonn si septul medial.
Se demonstreazi ca atat semaforinele cét si netrinele joacd roluri importante in interactiile dintre
neuroni §i fintele acestora in sistemul hipocampal. Sema 3C este implicat in controlul proiectiilor
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septohipocampale in timp ce netrin-1 este implicat in atragerea neuronilor comisurali de la girusul
dentat 51 CA3 la tintele din hipocampul contralateral (16).

Netrin-1 - rol in ghidarea axonilor cortico-fugali. Axonii care parasesc cortexul cerebral la
embrionii de mamifere au drept tintd intermediard eminenta ganglionara, precursorul embrionar al
ganglionilor bazali (GE).

S-a dovedit ca axonii cortico-fugali pot fi ghidati prin factori difuzabili sau factori care au
originea in GE lateral §i sulcul situat intre crestele laterale si mediale ale GE (ISS); existd, de
asemenea, dovezi care sustin implicarea netrin-1 in medierea acestor efecte. Astfel, mRNA netrin-1
s-a detectat prin hibridizare in situ, in explante ale GE si ISS din telencefalul de la embrioni de
soarece E12.5 si E13.5 consratandu-se ca netrin-1 poate mima efectul de initiere a cresterii acestor
tesuturi tintd, in vitro. De asemenea, cregterea axonilor cortico-fugali este orientatd citre o sursa
ectopica de netrin-1 in vitro si blocarea antiserului anti-netrin-1 abolegte specific cresterea axonilor
corticali stimulatd de explante ale GE lateral si ISS, in coculturile de colagen.

Aceste date sugereaza un rol pentru netrin-1 in atractia la distanta, la nivelul GE, a axonilor
neuronilor corticali timpurii (18).

Netrin-1 — rol in ghidarea celulelor mitrale. Precursorii neuronilor olfactivi migreazi de la
zona subventriculara via RMS (Rostral Migratory Stream). S-a demonstrat, prin metode
imunohistochimice, ca celulele aflate in migrare exprima receptori pentru netrin, neogenin §i cid
netrin este exprimat in celulele mitrale. Anticorpii anti-integrind inhibd productia protruziunilor §i
translocatia celulelor, in timp ce anticorpii anti-DCC altereaza primar directia protruziunilor. Astfel,
interactia DCC, probabil, cu netrin-1 contribuie la directionarea migrarii prin reglarea formarii
protruziunilor directionate, in timp ce integrinele participa la producerea protruziunilor (19).

S-a studiat expresia spatio-temporala a netrin-1 si in sistemul olfactiv de la sobolan in diferite
stadii de dezvoltare §i in timpul regenerarii care urmeaza bulbectomiei unilaterale, detectandu-se o
expresie 1naltd a DCC in axonii olfactivi primari care se extind catre telencefal. Aceastd expresie este
tranzitorie incepand din ziua embrionara 16 pana la nastere. De asemenea, din ziuva embrionara 14 si
pana la nastere, DCC a fost detectat in mezenchimul care inconjura epiteliul olfactiv. in aceeasi
perioadd netrin-1 a fost detectat de-a lungul traiectoriei nervilor olfactivi iar modelul de expresie al
acestei proteine in mezenchimul nazal se suprapune peste cel al DCC. Netrin este prezenta gi in timpul
primelor douad saptimani de viatd postnatala, iar o expresie redusd a proteinei persistd incd la
sobolanii adulfi, in regiunea dorso-medialad a epiteliului olfactiv.

In timp ce bulbectomia unilaterali induce o hiperreglare tranzitorie a netrin-1 in lamina propria,
in mod particular in regiunea dorso-mediald a neuroepiteliului, expresia DCC nu a fost detectati la
axonii olfactivi in regenerare. in dezvoltarea bulbului olfactiv, cresterea axonilor celulelor mitrale a fost
asociatd cu prezenta DCC, in timp ce netrin-1 a fost absent de-a lungul acestei cii axonale.

Aceste date susfin ci netrin-1 via DCC exprimat de axoni, poate juca un rol in initierea cresterii
sau in ghidarea axonilor olfactivi primari citre primordiul bulbului olfactiv. Mentinerea expresiei
netrin-1 in mezenchimul nazal al sobolanilor adulti, si de asemenea, hiperreglarea sa regionala ulterior
bulbectomiei, sugereaza ca netrin-1, chiar in absenta DCC, poate fi implicat in procesul cresterii axonilor
receptori olfactivi nou diferentiati, probabil prin utilizarea altor receptori (5).

Netrin-1 - rol in ghidarea axonilor celulelor retinale ganglionare. Formarea nervului optic
la soarece implica interactii la nivelul discului optic intre netrin i receptorul siu — DCC - receptor
exprimat in axonii celulelor retinale ganglionare (RGC-Retinal Ganglion Cell).

Deficienta fie a netrin-1, fie a receptorului sdu provoaca alterari in gisirea ciii de citre
celulele retinale ganglionare la nivelul discului optic, ceea ce conduce la hipoplazia acestuia. Se
demonstreaza astfel cd, la soarecii deficienti in netrin-1 sau DCC, axonii RGC se extind in
hipotalamusul ventral dupa traiectorii angulare neobisnuite. De asemenea, in hipotalamusul de la
acesti soareci mutanfi se observa o reducere severa a proiectiilor axonale' posterioare ale neuronilor
care secretd hormoni de eliberare a gonadotropinelor. Dincolo de defectele ciilor axonale, se observi
ca neuronii care elaboreaza hormon antidiuretic §i oxitocind sunt prezenti ectopic in hipotalamusul
ventromedial.
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in concluzie, netrin-1 si DCC, probabil prin interactii directe, guverneaza att formarea cailor
axonale, cat si pozitia neuronilor in timpul dezvoltarii hipotalamice, iar pierderea functiilor ambelor
proteine afecteaza atdt sistemul vizual cat si sistemul neuroendocrin. Localizarea proteinei netrin-1,
de asemenea, relevd faptul ca, spre deosebire de partea caudala a sistemului nervos central, ghidarea
neuronilor din regiunea liniei mediane ventrale a hipotalamusului nu necesitd expresia netrin la
nivelul liniei mediane (20).

Netrin-1 — rol in migrarea celulelor gliale. Mielinizarea determinata de oligodendrocite este
esentiala pentru functionarea normalad a sistemului nervos central al vertebratelor. Celulele
precursoare ale oligodendrocitelor (OpC) sosesc initial in regiuni restrinse ale neuroepiteliului
si migreazd distante relativ lungi catre destinatiile lor finale. Semnalele care ghideaza
migrarea raman in continuare necunoscute dar studii recente sugereaza ca precursorii gliali utilizeaza
factori moleculari similari cu aceeia care ghideazd axonii cétre tintele lor in dezvoltarea sistemului
nervos central.

In dezvoltarea nervului optic, OpC-urile migreaza din diencefal citre chiasma optica si in
final ajung la retind iar aceasta migrare este ghidata de netrin-1 i de semaphorin 3a (21, 22). OpC-
urile care populeaza nervul optic in timpul dezvoltarii embrionare, exprima receptori semaphorin —
neurophilin-1, -2, de asemenea, DCC si pe o suprafata mai redusd, UNC 5H1.

Existd dovezi care sustin ca Sema 3A si netrin-1 exerciti efecte chemotactice opuse —
atractante §i respingitoare — asupra OpC-urilor embrionare. De asemenea, Sema 3F are efect dual,
chemoatractant si mitogenic asupra OpC-urilor embrionare. Localizarea Sema 3A, Sema 3F si netrin-1
este in conformitate cu rolul acestor liganzi in migrarea OpC-urilor nervului optic embrionar. Aceste
rezultate sugereazi ca migrarea OpC-urilor in nervul optic embrionar este modulata de o balanta de
efecte mediate de membri ai familiilor semaphorin §i netrin (22).

Netrin-1 — rol in regenerare. Ghidarea axonilor in timpul dezvoltirii sistemului nervos este
reglatd de interactiile lor cu factorii atractanti, respingatori sau trofici. Mecanisme similare regleazi
regenerarea axonala dupé lezare.

Utilizdnd PCR competitiv $i analize imunohistochimice, se demonstreaza localizarea netrin-1
in interiorul nervului sciatic la sobolanul adult. Expresia netrin-1 mRNA si a proteinei a fost
comparata intre nervul sciatic normal si nervul sciatic in regenerare, la doua saptaméani dupé lezarea
sau transectia nervului §i repararea injuriei.

Datele PCR sustin cd netrin-] mRNA este exprimat la nivele reduse in nervii periferici
normali §i, de asemenea, la doud sdptamani dupa lezarea nervului prin strivire. Dupa doua saptamani
de la transectia §i repararea nervului se observd o crestere de aproximativ 40 de ori a nivelelelor
mRNA netrin-1. Analizele imunohistochimice evidentiaza faptul ca celulele Schwann reprezinta sursa
majora a proteinei netrin-1 1n nervii periferici.

Rezultatele acestor studii sugereazi ca nivelele mRNA netrin-1 sunt profund afectate in
timpul injuriei §i regenerarii nervilor periferici. Localizarea netrin-1 in celulele Schwann sugereazi
cd aceastd proteind este strategic situatd pentru a influenta regenerarea axonului in nervii periferici,
de la adult (11).

Alte studii au examinat expresia receptorilor DCC i UNC 5H2 in celulele ganglionare
retinale de sobolan, in urma transectiei nervului optic precum si dupa grefarea unui nerv periferic la
nervul optic transfectat. Hibridizarea in situ releva ca atdit mRNA DCC cét si mRNA UNC 5SH2 sunt
exprimati in celulele retinale ganglionare adulte. S-a observat, de asemenea, cd si netrin-1 este
exprimat constitutiv de catre aceste celulele.

Analizele cantitative utilizind hibridizarea in situ demonstreazi ca, atdt DCC cét si UNC SH2
au fost hiporeglate in RGC, dupi axotomie. In prezenta unui nerv periferic grefat, receptorii sunt
hiporeglati similar in celulele retinale ganglionare supravietuitoare indiferent de rolul lor in-
regenerarea axonala. Prin analize Northern blot s-a evidentiat expresia netrin-1 atat in nervul optic cit
si Tn nervul sciatic iar prin analize Western blot s-a evidentiat prezenta proteinei in ambii nervi.
Analizele imunohistochimice releva faptul ca netrin este intim asociat cu celulele gliale ale nervului
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optic. Aceste date sugereaza ca netrin-1, precum si receptorii DCC i UNC SH2 pot contribui la
reglarea capacitatii regenerative a celulelor ganglionare retinale de la adult (23).

Receptorii netrin-1

Receptorii membranari DCC si UNC 5H s-au dovedit a fi cruciali pentru ghidarea axonilor si
migrarea neuronala ca urmare a actiunii netrin-1 (24).

Receptorul DCC

Receptorul DCC transmembranar a fost descris ca receptor pentru netrin-1, considerandu-se a fi
implicat in efectele atractante induse de acesta (5, 25). Se sustine ca DCC este implicat in medierea atat
a efectelor atractante, cét §i a celor respingitoare induse de netrin-1(26).

Dezvoltarea carcinomului de colon este asociatd cu mutatii la nivelul unui set specific de
gene. Una dintre aceste gene functioneazi ca o gena supresor tumorali si codifica receptorul DCC al
netrin-1 (27). Ea are un model inalt de expresie la nivelul creierului si codificdi o proteinid
transmembranra care apartine superfamiliei de imunoglobuline (28). '

Examinarea expresiei DCC in dezvoltarea telencefalului la soarece releva faptul ca proteina
DCC este exprimata, in timpul dezvoltarii, in populatii axonale specifice care se extind de la bulbul
olfactiv, neocortex, hipocamp si complexul epitalamus/habenular. In dezvoltarea bulbului olfactiv si a
neocortexului, expresia DCC s-a evidentiat, in mod particular, in timpul stadiului de gasire a fintei de
cétre axonii aflai in dezvoltare, dupa care expresia lui se reduce rapid.

Analizele knockout si mutationale ale genei DCC releva expresia DCC in comisurile axonale,
in particular, in corpul calos, comisura hipocampala §i comisura anterioara. De asemenea, s-a observat
cd DCC este exprimat in comisura habenulari, in fasciculul retroflex precum si in stria medularis
(29). O expresie inaltd a DCC a fost detectatd la sobolan gi la nivelul neuronilor olfactivi care se
extind catre telencefal (5).

Soarecii farda DCC expun defecte severe in extinderea axonilor comisurali citre placa
ventrala, demonstrand astfel cd sistemul de ghidare netrin-DCC este responsabil in mare parte de
directionarea proiectiilor axonale citre linia mediand ventrala, in dezvoltarea maduvei spindrii. S-a
observat, de asemenea, cd acesti yoareci mutanti nu prezintd o parte din comisurile majore ale
telencefalului cum ar fi corpul calos §i comisura hipocampala.

Utilizand analize imunohistochimice a fost detectatd expresia receptorului DCC in sistemul
nervos periferic, la nivelul nervilor spinali segmentari, sciatic precum si in dezvoltarea neuronilor
ganglionilor senzitivi §i a proiectiilor lor axonale. in sistemul nervos enteric, DCC a fost detectat
peste tot in fazele timpurii ale dezvoltarii (30). '

Mecanismul functionirii sistemului netrin-DCC in extinderea axonilor

Dupé@ cum s-a mentionat, receptorul pentru netrin-1, DCC, este implicat in medierea atit a
raspunsurilor chemoatractante cat si a celor chemorespingitoare induse de netrin-1, dar mecanismele
de semnalizare intracelulare care transduc aceste efecte sunt relativ putin elucidate.

Se sustine cd GTP-azele Rho sunt necesare pentru cresterea indusi de netrin-1 a axonilor
comisurali catre tintele lor. Utilizdnd celule de neuroblastom — N1E-115 — s-a demonstrat ci
activitatile GTP-azelor Racl si cdc 42 sunt implicate in extinderea neuritelor indusa de receptorul
DCC. Spre deosebire de acestea, hiporeglarea GTP-azei Rho A creste abilitatea receptorului de a
induce cresterea neuritelor. in fibroblastele 3T3 Swiss, DCC tinteste reorganizarea actinei prin
activarea Racl dar nu si prin activarea cdc 42 sau RhoA. Interactiunea receptorului DCC cu netrin-1
conduce la o crestere de 4 ori a activitatii Racl. :

Aceste rezultate sustin implicarea GTP-azelor, precum Racl, cdc42 si Rho A ca elemente
esentiale in mecanismele de semnalizare a axonilor la netrin-1 in timpul dezvoltarii (26).
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Receptorul DCC a fost detectat in filopodiile conurilor de crestere care apartin neuronilor
comisurali spinali de la embrionul de sobolan. Expresia ectopica a DCC produce o crestere,
dependenta de netrin-1, in numarul de filopodii. Urmarind functiile DCC, alti autori au caracterizat
expresia netrinelor si a receptorilor netrin in celulele HEK293T si NG108-15 si au demonstrat ca
aceste celule exprimi netrin-1, dar nu DCC.

Coexpresia DCC si cdc42 sau Racl dominant negativ, blocheazd cresterea in numarul
filopodiilor. Aditia netrin-1 la celulele care exprimd DCC provoaca o activare persistentd a cdc42 si
Racl. Netrin-1, via DCC, influenteazd motilitatea celulelor prin activarea cdc42 si Racl care sunt
implicate in reglarea extinderii membranare pe baza actinei (31).

In neuronii comisurali, DCC interactioneazi constitutiv cu adaptorul SH3/SH2 Nck. Aceastd
interactie este directd si necesitd domeniul SH2 al Nck-1. De asemenea, atdit DCC cit si Nck-1 se
asociazi cu citoscheletul de actina, relatie mediata de DCC. Nck dominant negativ inhiba abilitatea
DCC de a induce cresterea neuritelor in celulele N1E-115 si de a activa Rac 1 in fibroblaste ca
raspuns la netrin-1. Aceste studii furnizeazi dovezi pentru implicarea Nck mamalian intr-o noui cale
de semnalizare care este initiatdi de factorii de ghidare extracelulard si care se finalizeazi cu
modificari in citoscheletul de actind, modificari responsabile de ghidarea axonala (32).

Alte studii demonstreazd cd DCC cuplat la netrin-1 activeaza kinazele MAP (MAPK -
mitogen-activated protein kinase), prin intermediul actiunii kinazelor ERK-1 si ERK-2 (extracellular
signal-regulated kinase), atat in celulele transfectate cat si in neuronii comisurali. Aceasti activare
este asociata cu recrutarea ERK-1/2 la complexul receptor DCC. Inhibarea ERK-1/2 antagonizeazi
cregterea precum §i orientarea axonilor dependentd de netrin. Astfel, activarea MAPK prin DCC
contribuie la semnalizarea intracelulari a netrin §i astfel la extinderea si ghidarea axonilor (25).

Mecanismul functionarii sistemului netrin-DCC in inducerea apoptozei

Este cunoscut faptul ci gena DCC este o gena supresor tumorala care codificd o proteind
receptor pentru netrin-1. Pierderea expresiei receptorului DCC in tumori nu este limitatd la
carcinomul de colon. Desi nu existd o crestere in frecventa formarii tumorii la soarecii hemizigoti
DCC, restabilirea expresiei DCC supreseazd tumorigenicitatea. Mecanismul de actiune DCC este
neelucidat dar s-a demonstrat ca receptorul induce apoptoza in absenta cuplarii ligandului si
blocheaza apoptoza cind este cuplat cu netrin-1 (27).

Rreceptorii netrin-1: UNC 5H (UNC 5HI, UNC 5SH2, UNC 5H3) actioneazd in sensul
inducerii apoptozei atunci cind ligandul nu e disponibil dar acest efect este blocat de prezenta
netrin-1. Receptorii UNC 5H sunt clivati, in vitro, de caspaze la nivelul domeniilor lor intracelulare,
clivaj ce presupune cd ar conduce la expunerea unui fragment care cuprinde un domeniu necesar
pentru inducerea mortii celulare in vivo.

Aceste dovezi sustin ca prezenta netrin-1 in timpul dezvoltérii sistemului nervos central este
cruciala pentru mentinerea supravietuirii axonilor care exprima UNC 5H si DCC, in special in zona
ventrala a trunchiului cerebral. Prin urmare, netrin-1 functioneaza in dezvoltarea sistemului nervos
central atat ca factor de ghidare cét si ca factor de supravietuire, via receptorilor sii DCC s§i UNC
5H (24).

Mecanismul functionirii netrin-1- DCC ca sistem bifunctional

Mecanismele de semnalizare citoplasmatice care tintesc raspunsurile conurilor de crestere la
factorii de ghidare sunt in cea mai mare parte necunoscute. Studii anterioare au demonstrat ca nivelul si
modelele temporale ale Ca 2+ citoplasmatic pot regla rata extinderii conului de cregtere in vivo si in
vitro. Nivelele Ca2+ mediazd comportamentul conurilor de crestere care apartin neuronilor cultivati de
la Xenopus, comportament indus de un gradient extracelular al netrin-1.

Raspunsul indus de netrin-1 depinde de influxul Ca2+ prin canalele membranei plasmatice si
de eliberarea Ca2+ din depozitele citoplasmatice, eliberare indusd de Ca2+. Reducerea semnalelor
Ca2+ prin blocarea acestor doud surse de Ca2+ converteste raspunsul indus de netrin-1 din atractie in

respingere.
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Activarea eliberirii Ca2+ din depozitele interne indusa de Ca2+, cu un gradient de ryanodina,
in absenta netrin-1, a fost suficientd pentru a tinti fie raspunsurile atractante fie cele respingatoare, in
functie de concentratia de ryanodini utilizata. Aceste rezultate sustin ca semnalele Ca2+ citoplasmatic
mediaza ghidarea conului de crestere prin intermediul netrin-1 si modelele diferite ale elevarii Ca2+
tintesc raspunsurile de chemoatractie si de chemorespingere (33).

S-a observat ci in culturd conurile de crestere ale neuronilor spinali embrionari de la Xenopus
manifesta raspunsuri de chemoatractie catre sursa de netrin-1 §i de chemorespingere in prezenta unui
analog competitiv al cAMP sau a unui inhibitor al proteinkinazei A. Ambele tipuri de rdspuns sunt
abolite prin depletia Ca2+ extracelular si prin aditionarea anticorpilor anti-receptor DCC. Astfel,
conurile de cregtere ale nervilor raspund la acelasi factor de ghidare cu comportamente opuse, in
functie de semnalele care stabilesc nivelul cAMP citosolic (6).

Cercetari recente au identificat un rol cheie pentru nivelele nucleotidelor ciclice intracelulare
in reglarea naturii raspunsului la netrin a axonului aflat in crestere, fie ca este de atractie fie ci este
de respingere (1).

Alte studii demonstreazi ca laminin-1 din matrixul extracelular, converteste atractia mediata
de netrin, in respingere. Experimentele s-au realizat la Xenopus unde conurile de crestere ale
neuronilor retinali manifestd chemoatractie citre factorul netrin-1, in vitro, §i sunt ghidate de
localizarea acestuia, citre capatul nervului optic. Un fragment peptidic solubil al laminin-1 — (YIGSR)
— mimeazd conversia indusid de laminin a raspunsurilor de atractie in raspunsuri de respingere.
Nivelele reduse ale cAMP, de asemenea, conduc la o transformare a atractiei induse de netrin-1 in
respingere iar nivelele cAMP se reduc in prezenta laminin-1 sau a YIGSR.

La capitul bogat in laminin al nervului optic, unde axonii parasesc globul ocular, laminin-1
este limitata la suprafata retinala. Chemorespingerea prezenti in regiunea unde laminin si netrin sunt
coexprimate poate ajuta la conducerea axonilor in regiunea in care este prezentd numai netrin,
furnizand astfel un mecanism care conduce axonii la parasirea suprafetei retinale.

In conformitate cu aceasta idee, peptidele YIGSR, aplicate la retina in dezvoltare, provoaci
directionarea gresitd a axonilor catre capatul nervului optic. Aceste constatiri sustin cd moleculele
matricei extracelulare nu au doar rol in promovarea cresterii axonilor ci si in modificarea
comportamentului conurilor de cregstere la raspunsul factorilor de ghidare difuzabili (34).

Receptorul UNC-5

Initial, s-a postulat ca raspunsurile chemoatractante sau chemorespingitoare ale netrin-1 ar fi
dependente de receptorii s3i — DCC sau UNC 5H- considerdndu-se cd DCC ar media raspunsurile
atractante induse de netrin-1(1,5,25) in timp ce UNC 5H ar media rispunsurile respingitoare induse
de aceeasi molecula (1,35).

Alte studii sustin ca ambii receptori sunt implicati atit in medierea rispunsurilor atractante’
cat si a celor respingitoare ale netrin-1 (26), considerandu-se ci cele doua tipuri de raspuns sunt
dependente de concentratia Ca2+ (33), de nivelele cAMP (6) si de expresia laminin-1 (6, 34).

La Caenorhabditis elegans (35) UNC-5 si omologul sdu mamalian RCM sunt receptori
necesari pentru a media efectele respingitoare ale netrin/UNC-6 asupra conurilor de crestere axonale
(36). UNC-5 si RCM sunt fosforilate la Tyr.

O tirozinkinazi Src activatd induce fosforilarea RCM la multiple reziduuri ale tirozinei si
creeazd astfel potentiale situsuri de cuplare pentru proteinele de semnalizare citoplasmatice. Astfel,
capdtul NH2 terminal al domeniului SH2 al tirozinfosfatazei Shp2 cupleaza specific la Tyr (568) a
unei fosfopeptide RCM. De asemenea, ca Shp2 se asociazi cu RCM intr-o manieri dependenti de
netrin, in celulele transfectate §i coimunoprecipitate cu RCM din lizatul de creier embrionar de la
soarece. Un receptor RCM mutant — Y 568F — nu cupleza Shp2 si este mai inalt fosforilat la Tyr decit
receptorul de tip silbatic.

Aceste rezultate sugereazi ci fosforilarea stimulati de netrin a Tyr (568) recruteazi Shp2 la
membrana celulard unde potential poate modifica fosforilarea si functionarea RCM (36).
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Netrin UNC-6 respinge axonii motori prin activarea receptorului UNC-5 singur sau in
combinatie cu UNC-40/DCC receptor. intr-un screening genetic realizat pe mutantele de
Caenorhabditis elegans care expun defecte partiale in proiectiile axonilor motori, s-a izolat gena max-
1 (gena necesara pentru ghidarea axonilor motori).

Mutatiile, care conduc la pierderea functiilor genei max si la defecte de ghidare axonala cu
penetranta completd dar variabila. Mutatiile ale unc-5 si unc-6 dar nu ale unc-40 amplificd dominant
fenotipurile mutante ale max-1, in timp ce hiperexpresia unc-5 sau unc-6 dar nu a unc-40 diminueaza

necesitatea pentru max-1.
Proteinele MAX-1 contin domeniile PH, MyTH4 si domeniile FERM si par a fi localizate in

procesele neuronale. MAX-1 uman si UNC 5H2 colocalizeaza in regiuni subcelulare discrete ale
celulelor transfectate. De aici, un posibil rol al MAX-1 in respingerea axonilor indusa de netrin prin
modularea ciii de semnalizare a receptorului UNC-5 (35).
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