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VEGF $1 ANG - MEDIATORI CHEIE Al ANGIOGENEZEI
TUMORALE

Familia moleculelor VEGF contine in prezent 5 membrii mamalieni: VEGF, PLGF
(factorul de crestere placentar), VEGF-B, VEGF-C si VEGF-D. Omologii virali sunt numiti
colectiv VEGF-E si sunt codificati de tulpini diferite ale virusului Orf.

Familia VEGF (factorul de cregtere a endoteliului vascular)

VEGF este un mitogen al celulelor endoteliale hipoxic-inductibile. El stimuleaza
migrarea celulelor endoteliale, permeabilitatea vasculara i promoteaza supravietuirea vaselor
nou formate. VEGF este important in dezvoltarea embrionard, deoarece inactivarea {intita,
chiar pentru numai una din alelele sale, conduce la letalitate embrionara (1). Intervine si in
perioada postnatald timpurie cand endoteliul se afla intr-un proces continuu de p roliferare.
Desi VEGF este inalt specific pentru celulele endoteliale, a devenit evident faptul ca el induce
un rispuns §i in celulele nonendoteliale; de exemplu, este chemotactic pentru monocite §i
poate inhiba maturarea celulelor dendnitice (2).

Gena umana VEGF-A este organizati in 8 exoni separati de 7 introni. Splicingul celor
8 exoni conduce la formarea a cel putin 5 specii moleculare diferite de VEGF ce au 121, 145,
165, 189 si 206 aminoacizi care urmeazi secventei semnal clivati. Variantele diferite de
splicing ale VEGF difera ca functie; spre deosebire de VEGF165, VEGF121 este incapabil sa
se cupleze la receptorul nontirozinkinazic neuropilin-1, iar soarecii mutanti pentru gena
VEGF120 murind nu pot compensa pierderea izoformelor lungi, rezultatul fiind
cardiomiopatia i moartea (3).

VEGF-B

Gena VEGF-B este localizata pe cromosomul uman 11q13 si genereaza prin splicing
alternativ doua forme ARNm. Gena contine 7 exoni. Secventa ce codifica primii 5 exoni este
incorporatd in ambele forme splicing. Splicingul alternativ permite utilizarea unor cadre de
citire diferite care sunt suprapuse in exonul 6. In consecina, cele doua izoforme au aceleasi
reziduuri aminoacidice (in numar de 115) la capatul aminoterminal, prezentind insa capete
carboxiterminale diferite (4). Dupa ce secventa semnal de 21 de aminoacizi de la capitul acid
este eliminatd, cele doud polipeptide rezultate sunt VEGF-B167 si VEGF-B186. Masele
moleculare aparente ale homodimerilor acestora sunt de 42 kDa si respectiv 60kDa.

Secventele de aminoacizi ale celor doud forme sunt 44% identice, puntile disulfidice
prezentind de asemenea modele similare. Cele doud subunititi sunt unite prin punii
disulfidice aflate intre reziduurile 2 i 4 de cisteine. Exonul 6 al VEGF-B167 este omolog cu
exonul 7 al VEGF165; ambii codificd secvente proteice bogate in reziduuri de aminoacizi
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bazici, care dupa secretie cupleaza factorul de crestere la proteoglicanii heparansulfat de pe
suprafata celulara. Spre deosebire, domeniul carboxiterminal al VEGF-B 186 este hidrofob si
contine multe reziduuri de serine, treonine si proline. VEGF-B167 si VEGF-B186 difera in
modelul de glicozilare, astfel, in timp ce VEGF-B167 nu este glicozilat, VEGF-B186 contine
glicani legati printr-o grupare-oxidril. Mai mult, VEGF-B186 este procesat proteolitic la Arg.
127, dand nastere unui dimer de 34kDa (5).

VEGF-C, o subfamilie a familiei VEGF

in familia VEGF a factorilor de crestere, VEGF-C si ruda sa cea mai apropiata,
VEGF-D, constituie un subgrup care este caracterizat prin prezenta unor extensii amino/
carboxiterminale unice, care flancheazi domeniul de omologie VEGF. Domeniul carboxi-
terminal contine un model repetitiv de reziduuri de cisteine, Cys-X10- Cys- X- Cys-X-Cys, ce
se aseamana cu motivul proteinei inelului Balbianei3, o proteina secretati, componenta a
matasii produsa de glandele salivare ale lui Chironomus tentans. Elementul central (domeniul
de omologie VEGF) are o identitate de 30% cu VEGF si este codificat de exonii 3 si 4 din cei
7 exoni prezenti, caracteristica conservata si la al{i membrii a1 familiei VEGF(6). Domeniile
de omologie ale VEGF-C si VEGF-D sunt 61% identice. Gena VEGF-C umana a este
localizata pe cromosomul 4q34(7). VEGF-C este sintetizat ca o proteind precursoare, care
traverseazi o etapa proteoliticd ulterioara, ca mecanism al procesérii lanturilor B si A ale
PDGF, sugerandu-se ideea unei evolutii comune. Domeniul carboxiterminal este clivat dupa
secretie, dar raméne cuplat la domeniul aminoterminal prin legdturi disulfidice rezultdnd un
tetramer disulfidic asociat, compus din polipeptide de 29KDa si 31KDa. Procesarea
proteolitica a propeptidei aminoterminale elibereazi forma matura, care este formata din doua
lanturi polipeptidice de 21KDa ce corespund domeniului de omologie VEGF. Acestea sunt
cele mai frecvente izoforme ale VEGF din difente sisteme biologice.

VEGF-D

VEGF-D este inrudit cu VEGF-C prin prezenta extensiilor C- si N-terminale absente
la alti membrii ai familiei VEGF. In tesuturile umane, ARNm VEGF-D este abundent in
inima, plamani, mugschi scheletici, colon si intestin subtire. Analiza specificitattii fatd de
receptori releva ca VEGF-D este ligand pentru ambii receptori VEGF, VEGFR-2 (Flk1) si
VEGFR3 (Flt4). Totusi, VEGF-D nu se cupleazi la VEGFR1(8).

Faptul cd VEGF-D este strans inrudit cu VEGF-C se datoreaza domeniului de
omologie VEGF specific formei VEGF-D, care este mult mai asemanator cu cel din VEGF-C.
Deoarece specificitatile de cuplare la receptori ale VEGF-D si VEGF-C sunt asemanatoare, se
poate face omologie intre functiile biologice ale celor 2 factori. VEGF-C, poate de asemenea,
sd activeze VEGFR3, fiind posibil ca VEGF-D sa fie implicat in reglarea cresterii si
diferentierii celulelor endoteliale limfatice in vitro.

VEGFR2 si VEGFR3 sunt puternic exprimati in timpul dezvoltarii embrionare a
celulelor endoteliale. Mai tarziu, VEGFR3 se exprima limitat in celulele endoteliale limfatice.
Deoarece formele mature ale VEGF-C si D pot activa acesti receptori, ele pot juca un rol in
coordonarea dezvoltarii endoteliului vascular. Se cunoagste faptul ca, expresia VEGF-C si D la
embrion stimuleaza cresterea endoteliului vascular i limfatic, in timp ce expresia VEGF, care
activeazd numai VEGFR2, stimuleaza exclusiv dezvoltarea endoteliului vascular.
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Expresia genei murine VEGF-D este indusa de factorul transcriptional c-fos, existand
o corelatie intre aceasta si progresia tumorala.

Activitdtile biologice ale VEGF, VEGF-B, VEGF-C

Este clar faptul ca VEGF este un reglator important al procesului angiogenic, dozarea
sa necesitand o reglare spatiald, temporald i cantitativd. Mutafia ambelor alele VEGF munne
mimeaza efectul observat la gsoarecii knockout VEGFR2 ceea ce conduce la absenta
vascularizatiei (10). Mutatia numai a unei singure alele VEGF cauzeaza letalitate embrionara
determinatd de anomaliile vasculare severe, fiind poate singurul caz de letalitate embrionara
indusa de deletia unei singure alele. Chiar i alterari subtile in expresia VEGF in timpul
dezvoltarii embrionului, cauzeazi anomalii severe ce conduc la moartea animalului in
perioada embrionara sau postnatald timpurie. Rolul VEGF este de asemenea critic in timpul
dezvoltarii postnatale timpurii, fapt demonstrat de experimentele mutationale VEGF, dar 51 de
administrarea anticorpilor anti-VEGFR. Desi inactivarea VEGF este letala in timpul primelor
sdptimani de viata extrauterind, inactivarea genei VEGF la animalele mai in varsta este mai
putin traumatizanta, afectind numai acele structuri care prezinta remodelarea vasculara, cum
ar fi placile osoase §i corpii ovarieni (11). Astfel, VEGF se pare ca nu exercita un efect
continuu de mentinere a functiei vasculare a adultului.

Cea mai relevantd demonstratie a importantei modularii activitatii VEGF este oferita
de modelul retinian. Inmugurirea angiogenica in retina avasculara si hipoxici depinde de
expresia VEGF in aceasta. Orice perturbare a expresiei normale distruge modelele de
vascularizare. Restaurarea ulterioara a expresiei VEGF nu corecteaza situatia, ci mai degraba
o exacerbeaza. Cea mai simplda modalitate de modificare a expresiei VEGF se realizeaza prin
expunerea postnatald a sobolanilor la o perioada scurtd de hiperoxie, care supreseaza tranzitul
VEGF retinian si opreste cresterea vaselor. Cand sobolanii sunt adusi la o stare normala,
retina subvascularizatd devine hipoxicd determinidnd o crestere anormala a VEGF, care
promoteazi o angiogeneza robustd ce se caracterizeaza insa, prin crestere vasculara
hemoragica i vase permeabile ce distrug retina (12). Acest model reflecta capacitatea terapiei
cu oxigen de a cauza retinopatii la copiii nascufi prematur. Similar, retinopatiilee diabetice
inifiaza distrugerea si pierderea structurii vaselor, urmate de hipoxie retiniand si inducerea
VEGF care cauzeaza raspuns angiogenic anormal cu vase hemoragice (13). Rezultatele arata
ca inducerea improprie a VEGF, in absenta unui intreg program angiogenic, determina
formarea unor vase imature.

Promotoni genelor familiei VEGF nu prezinta boxa TATA si astfel transcriptia este
initiata de la nivelul unor situri mult mai heterogene (14). in ce priveste promotorul VEGF-B,
ca 5i VEGF-C, nu prezinta situri de cuplare pentru factorii reglati hipoxic. Promotorul VEGF-B
contine siturile de cuplare pentru factorul de transcriere Egrl, dar 1i lipsesc siturile AP-1 care
sunt prezente in promotorul VEGF. Anumiti factori de crestere, inclusiv PDGF, EGF, TGFa
si citokinele TNFa i IL-1, cresc nivelele VEGF-C, dar nu si nivelele VEGF-B in
fibroblastele din plamani (15). Inducerea VEGF-C de catre IL-1 si TNFa poate fi mediata de
siturile de cuplare a factorului de transcriptie NF-kB din promotorul VEGF-C. in general,
nivelele de ARNm VEGF-C sunt hiporeglate de hormonii steroizi. Nivelele ARNm VEFG-B
par mai mult sau mai putin variabile si au numai o reglare tisular specifica.

VEGF-B este exprimat timpuriu in dezvoltare §i este distribuit major, fiind abundent
in miocitele cardiace, muschii scheletici §i in celulele musculare netede din vasele de calibru
mare (16). De asemenea, VEGF-B este exprimat si in sistemul nervos, in special in cortexul
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cerebral. La soarecii adulti, ARNm VEGF-B este abundent in inima si rinichi unde exista s1 o
expresie puternici a VEGF. Cand se compara cele doua izoforme, ARNm VEGF167 este mult
mai prevalent, reprezentand pana la 90% din transcriptele tesutului muscular (5).

VEGF-B si VEGF au numai partial specificititi comune de cuplare la receptori, si asa
cum a aratat modelul embrionar knockout, nu existd un alt factor de crestere care sa
compenseze pierderea chiar §i a unei singure alele VEGF (17). VEGF-B poate modula
semnalizarea VEGF prin formarea de heterodimeri cu acesta. Soarecii knockout VEGF sunt
viabili si fertili, farda modificari morfologice evidente, ceea ce arata ca VEGF nu joacd un rol
important in dezvoltarea vascularizatiei. Cu toate acestea, acesti goareci prezintd un fenotip
cardiac modificat minor.

Inactivarea genei receptorului VEGF-B, VEGFRI, cauzeazi moartea embrionului in
E8,5 (18). Soarecii cu deficienta VEGFRI nu formeaza vase organizate §i prezintd o
supradezvoltare a celulelor endoteliale.

Fenotipul a fost explicat prin cresterea puternica a tranzitiei mezenchim-
hemangioblast la soarecii VEGFR1 knockout, formarea canalelor vasculare dezorganizate
fiind un fenotip secundar. Rolul lui VEGFRI, totusi, ramdne enigmatic; soarecii homozigoti
ce exprimid VEGFRI fara domeniul tirozinkinazic, dar care prezintd un domeniu extracelular
intact si o regiune intramembranara sunt normali, exceptia fiind data doar de migratia redusa a
macrofagelor in vitro ca raspuns la VEGF si PLGF.

VEGF-C, spre deosebire de VEGF, este un inductor potent al limfoangiogenezei.
Soarecii transgenici care exprimd VEGF-C sub influenta promotorului keratinicl4, care
directioneaza expresia transgenicd pentru keratinocitele epidermale, au prezentat hiperplazie
selectivd a vaselor limfatice superficiale (19). Fenotipul soarecilor transgenici VEGF164,
hiperexprimat de la acelasi promotor, si-a demonstrat specificitatea pentru vasele de singe.
VEGF-C recombinant matur adaugat exogen a indus proliferarea celulelor endoteliale limfatice
si dezvoltarea unor sinusuri limfatice in membrana chonoalantoinica aviana diferentiata.

VEGF-C, totusi, are proprietati asemanatoare cu VEGF. El actioneaza asupra celulelor
endoteliale stimuldnd proliferarea si migrarea celulelor endoteliului vascular in vitro, iar in
vivo creste permeabilitatea vasculara. S-a aratat astfel cd, VEGF-C induce neovascularizarea
in modele experimentale in vitro.

PLGF apartine familiei factorilor de crestere ai endoteliului vascular. Acesta se
cupleazi la receptorul flt-1-VEGF, dar nu si la receptorul KDR/flk-1, receptor care mediaza
majoritatea actiunilor angiogenice si proliferative ale VEGF(21). Cuplarea PLGF2I125 la
acesti receptori a fost inhibata de excesul de PLGF?2 si de existenta formei VEGF165, dar nu
de forma VEGFI121 si foarte putin, chiar deloc, de PLGF1. S-a aritat, de asemenea, ci
PLGF1 poate forma heterodimeri activi cu VEGF ce au activitate identici cu VEGF.
Heterodimerii VEGF/PLGF se cupleazi la KDR/flk-1 si induc proliferarea celulelor
endoteliale la fel de eficient ca §i VEGF(22).

PR-39- este o peptidd care a fost izolatd initial din intestinul de porc in conditii
inflamatorii. Peptida este prezentd in rani si in inima ischemica, modificarile substantiale se
coreleazi, se pare, si cu alterarea matrixului heparansulfat. PR-39 este secretati ca o
propeptida care sufera clivajul portiunii N-terminale pentru a genera forma maturd, compusa
din ultimii 39 aa ai regiunii C-terminale.

S-a observat ci aceastd peptida induce angiogeneza in vitro si in vivo, prin cresterea
nivelelor celulare de HIF-1a, care la randul sau regleazi expresia genelor asociate procesului
angiogenic (genele pentru VEGF si FLTI). PR-39 dobéndeste acest efect prin inhibarea
degradarii HIF-1a de sistemul ubiquitin-proteozomic.
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Pentru a explora mecanismele de actiune ale PR-39, s-a evaluat abilitatea acesteia de
a influenta expresia HIF-1a.. Mecanismul prin care PR-39 creste nivelul celular de HIF-1a
este, se pare, inhibitia degradarii HIF-1a

Un studiu ce a folosit inhibitorul proteosomic LLnL (inhibitorii proteosomici pot
creste nivelele HIF prin inhibarea degradarii din proteosomi) a indicat c3, inhibitia degradarii
HIF-1a poate fi suficientd pentru activarea expresiei genelor dependente de HIF-1a. Astfel,
expresia peptidei cauzeazi cresterea nivelelor VEGF. In plus fata de expresia VEGF, s-a

observat si cresterea expresiei altor gene implicate in raspunsul angiogenic, inclusiv receptorii
KDR, FLT-1, FGFR1 (23).

RECEPTORII VEGF

Principalii receptori implicati in inifierea semnalizérii ca raspuns la VEGF cuprind o
familie de receptori tirozinkinazici ce contine 3 membrii numiti acum: VEGFR1 (cunoscut ca
Flt1), VEGFR2 (cunocut ca KDR sau Flk-1) si VEGFR3 (cunoscut anterior ca Flt4). De
asemenea, existad receptorii pentru angiopoietine: Tie-1 si Tie-2 (receptorul tirozinkinazic din
celulele endoteliale). La acestia se adauga receptorii pentru FGFs, ephrine si receptorii
neuropilinici.

Receptorii VEGF

Rezultatele au aratat ca majoritatea receptorilor tirozinkinazici (RTK) sunt cuplati
similar la o cascada intracelulard de transductie a semnalelor si sunt capabili de inducerea
proliferarii celulare. Totusi, calea de transductie a semnalelor este mult diferitd de cea a céii
Ras. Complexitatea este datd de implicarea unui ligand numit Ang-2 care interferd cu
activitatea tirozinkinazica a receptorului Tie-2.

VEGF semnalizeaza prin 2 receptori RTK, numiti VEGFR1 si VEGFR2. Soarecii cu
mutatii homozigote in cei 2 receptort VEGF au murit in faza medie a gestatiei din cauza
defectelor vasculare acute. Totusi, fenotipurile sunt diferite. Soarecii knockout(-/-) VEGFR2,
care au murit in E8,5, nu prezentau celule endoteliale si sistem hematopoietic in dezvoltare.
Se dovedeste astfel ca, VEGF se implicd mai intdi in determinarea primului progenitor
hematoangioblastic si apoi in determinarea celulelor endoteliale. Soarecii knockout(-/-)
VEGFRI1 care, de asemenea, mor in E8,5, au progenitori hematopoietici normali si celule
endoteliale abundente. Aceste celule migreaza si prolifereazi dar nu se asambleazi in tuburi §i
vase functionale. Astfel, acesti RTK inalt omologi trimit semnale diferite in celulele
endoteliale (24).

VEGFR2 mediazd functiile majore, cresterea si permeabilitatea vasculard specifice
VEGEF, in timp ce VEGFRI1 are un rol negativ, fie prin actiunea cu un receptor modificat, fie
prin supresia semnalizdrii prin VEGFR2. Soarecii care exprimd numai o forma trunchiata a
VEGFRI ce nu are domeniu kinazic, par mai degraba normali, fapt ce este in concordanta cu
ideea ca VEGFRI poate avea rolul specific unui receptor trunchiat.

VEGF-B si PLGF sunt liganzi selectivi pentru VEGFRI1. Primele 3 domenii
imunoglobulinice ale acestui receptor sunt suficiente pentru cuplarea VEGF-B, comportament
ce este in concordantd cu faptul cd VEGF competitioneazi cu VEGF-B p entru cuplarea 1a
VEGFR1. Mutageneza VEGF a sugerat cd interacfia cu VEGFRI se face prin intermediul
reziduurilor Asp63, Glu64 si Glu67, in timp ce cuplarea la VEGFR2 este mediatad primar de
Arg82, Lys84 si Hys86 (25). Un alt studiu a aratat ca multe reziduuri hidrofobe participa la
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formarea interactiilor de cuplare, singura interactie polard fiind cea dintre Asp63-VEGF si
Arg224-VEGFRI. in plus, cele 3 reziduuri acide conservate Asp63, Glu64 si Glu67 sunt
prezente si in structura VEGF-E (tulpina NZ2), care nu cupleazd VEGFRI1 (5).

Semnalizarea VEGF se face via VEGFR2 si VEGFR3. Desi atat forma lunga cat si cea
maturd ale VEGF-C cupleazd VEGFR3, numai VEGF-C maturd poate cupla §i activa
VEGFR2. VEGF-C are aceeagsi specificitate de receptor ca si omologul sau apropiat VEGF-D,
care este, de asemenea, procesat intr-o manierd similara. Afinitatea de cuplare a receptorului
VEGF-C matur recombinat, la VEGFR3 este de aproximativ 3 ori mai mare decat pentru
VEGFR2. Receptorii sunt rapid fosforilati dupa cuplarea la VEGF-C, inducandu-se
semnalizarea in aval; de exemplu, activarea VEGFR3 conduce la fosforilarea Shc si activarea
kinazelor reglate de semnalizarea extracelulara ERK1 si ERK2 (26).

Cand primul din cele doua reziduuri Cys156 si Cys165 care, la alti membrii ai familiei
VEGF sunt implicati in formarea puntilor disulfidice, a fost inlocuit de un reziduu serinic din
forma matura VEGF-C, forma mutanta este incapabila si cupleze sau sa activeze VEGFR2.
Acest mutant Cys156- VEGFC este incapabil si inducd permeabilitate vasculara,
demonstrand ca VEGFR3 nu este implicat in acest proces (27).

FACTORII ANGIOGENICI ANGIOPOIETINICI

Chiar daca rolul VEGF este indispensabil in angiogenezi, acesta poate lucra si in
concordantd cu alti factori. Angiopoietinele sunt partenerii cei mai importanti ai VEGF.
Angiopoetinele au fost descoperite ca liganzi pentru receptorii Tie, o familie de receptori
tirozinkinazici care sunt selectiv exprimati in endoteliul vascular §i in linia hematopoietici, ca
si receptorii VEGF. Existd 4 membri importanti ai familiei angiopoietinice: Angl, Ang2,
Ang3 si Angd, desi Ang3 si Ang4 pot fi reprezentanti omologi ai aceluiasi locus genic
murin/uman.

Angl stabilizeazd peretii vasculari

Cele mai importante date asupra Angl si receptorului sdu Tie-2, au rezultat din analiza
soarecilor knockout (28). Spre deosebire de modelele murine embrionare knockout VEGF sau
VEGFR-2, embrionii fiara Angl si Tie-2 dezvolta o vascularizatie normala primara. Totusi,
aceasta vascularizatie nu suferd o remodelare ulterioard normala. Efectele importante apar la
nivelul inimii, cu probleme in jonctiunile dintre endocard si miocard, dar i in formarea si
remodelarea vaselor mici §i mari. In aceste zone vascularizate, ca si In inima, analizele
ultrastructurale au aratat ci celulele endoteliale nu se asociazi in mod corespunzitor cu
celulele de sustinere, care sunt celulele ce furnizeazi Angl. Datele au condus la ideea ca
Angl nu furnizeaza un semnal instructiv de directionare a etapelor de remodelare vasculara,
ci mai degraba are un rol permisiv prin optimizarea manierei de integrare intre celulele
endoteliale si celulele de sustinere (29).

Ang-2 — agonist gi antagonist?
Ang-2 a fost clonat pe baza omologiei cu Ang-1 si prezinta o afinitate similard pentru

Tie-2, activitatea depinzdnd de celulele studiate. Hiperexpresia transgenicd a Ang-2 in
endoteliul embrionar a condus la moartea embrionului din cauza defectelor aseminitoare cu
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cele observate la soarecii knockout Ang-1 si Tie-2, demonstrandu-se cd Ang-2 poate actiona
ca un antagonist Tie-2 in vivo (30). Aceasta caracteristica a devenit si mai evidenta odata cu
studierea profilelor de expresie Ang-2. La animalele adulte, Ang-2 a fost indus in endoteliul
vaselor ce suferd remodelarea, cum ar fi inmugurirea §i regresia vaselor in ovare. Datele au
aritat ca Ang-2 poate fi un semnal de destabilizare important, implicat in initierea remodelarii
angiogenice. Concluzia este bazatd si pe dovezile precedente cum cd angajarea Ang-1 la
receptorul Tie-2 a fost constitutiva in vascularizatia adultului si necesard pentru pastrarea
starii sale de inactivitate. S-a propus ideea ca inductia autocrind Ang-2 in celulele endoteliale
blocheaza influenta stabilizatoare constitutiva a Ang-1 elaborat paracrini (31). Astfel, celulele
endoteliale pot cipata o stare mult mai modelabila §i destabilizanta. Vasele pot urma doua
cdi: in primul rand ele pot suferi regresie in absenta factorilor de crestere, asa cum se intampla
cu vasele primitive in timpul dezvoltérii si in al doilea rand, aceste vase ar putea fi mult mai
receptive la modificarile angiogenice induse de factorii angiogenici disponibili (VEGF).
Starea recapituleazd o situatie embrionara timpurie in care VEGF actioneazd anterior
implicarii Ang-1.

Se pare cd Ang-l intdreste jonctiunile interendoteliale din vasele dermale prin
recrutarea celulelor perivasculare. Mecanismele ce stau la baza acestui proces nu pot fi
generalizate; de exemplu, cresterea permeabilitatii determinata de VEGF este dependenta de
doza acestuia, dar si de micromediul din organul gazda. Expresia VEGF in adenocarcinomul
de colon este mai scazuta cand tumora se dezvolti in ficat, decat atunci cand este crescuti in
regiunea subcutand. De aceea, exista posibilitatea ca permeabilitatea vasculara din tumora din
ficat sa fie mai mica decat cea din tumora subcutani. Paradoxal, rezultatele sunt inverse:
permeabilitatea fatd de albuminad este mai mare in tumora subcutand. Indiferent de
mecanismele implicate, prezenta Ang-1 poate explica de ce nu existd o corelatie intre
permeabilitatea vasculara §i angiogeneza pentru tumorile crescute in acelasi loc sau in locun
diferite. Tumorile care au o permeabilitate scdzuta pot avea o expresie considerabild a Ang-1
si nu prezintd PLGF. Invers, acelea cu permeabilitate crescuta nu au Ang-1 si hiperexprima un
antagonist pentru Ang-1, Ang-2 (32).

Soarecii transgenici ce hiperexprimda Ang-1 si VEGF in derm, sub controlul
promotorului keratinic (K-14), prezintd o arie cu vase numeroase cu morfologie diferita.
Vasele dermale ale soarecilor K-14-VEGF sunt mai lungi, in timp ce soarecii K-14-Ang-1 au
vase cu diametru crescut. In plus, vasele dermale ale soarecilor K-14-VEGF sunt
hiperpermeabile si prezinta adeziune leucocitara crescuta.

Vasele dermale ale soarecilor K-14-Ang-1 nu sunt hiperpermeabile. Mai mult,
hiperexpresia Ang-1 face vasele dermale mai rezistente. Hiperpermeabilitatea indusa de
VEGF este, in general, o precondifie pentru angiogeneza inmugurativad. Deoarece vasele
K-14-Ang-1 nu sunt hiperpermeabile, este probabil ca alte mecanisme sa cauzeze cresterea
diametrului lor la soarecii care exprimd Ang-1. Un posibil mecanism este angiogeneza
intracapilara, un model de angiogenezi inifiat de dilatarea vaselor. Este, de asemenea, posibil
ca la soarecii K-14-Ang-1, vasele nou formate sa fie hiperpermeabile initial si apoi sa devina
nepermeabile pe masura ce isi definesc structura. Astfel, expresia timpurie a K-14-Ang-1 si
cresterea diametrului vaselor pot fi un defect de dezvoltare (33).

Desi Ang-1 activeazid receptorul Tie-2 nu induce in vitro proliferarea celulelor
endoteliale. De aceea, s-a sugerat ca Ang-1, spre deosebire de VEGF care actioneaza timpuriu
in cursul formarii vaselor de sange, joaca un rol important in remodelarea finala a vaselor.

Ang-2 ca si Ang-1 se cupleazi la receptorul Tie-2, dar nu transmite un semnal in
aval. De aceea, receptorul este ocupat si nefunctional pentru procesul de activare Ang-1.
Astfel, Ang-1 impiedicd maturarea vaselor si stabilizarea acestora realizatd de Ang-1.
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Ang-2 este exprimat majoritar in celulele endoteliale vasculare la nivelul punctelor de
regresie §i regenerare a vaselor de singe. De asemenea, s-a aratat ca nivelul Ang-2din
celulele endoteliale este crescut de VEGF, FGFb si starea hipoxica, in timp ce Ang-1
scade expresia Ang-2.

Observatia a condus la ideea ca efectul angiogenic al acestor factort, cel putin in parte
este atins prin reglarea unei bucle autocrine de reglare a nivelului Ang-2 in celulele
endoteliale. Se desprinde concluzia cd, tumorile existad initial ca o maséd celulard tumorala
avasculara care apoi polarizeaza un mecanism angiogenic.

Receptorii angiopoietinici

Au fost identificati 2 receptori pentru angiopoietinele 1 si 2, Tiel si Tie2. Soarecii
knockout Tie2 mor in E9,5- E10,5. Fenotipul soarecilor fira Tie2 este diferit de soarecii
knockout VEGFR. Celulele endoteliale sunt prezente intr-un numdr normal §i se asambleaza
in tubun, dar vasele sunt imature cu modele de ramificare §i organizare corespunzitoare
vaselor mari §i mici (24). De asemenea, vasele care se formeazd nu prezintd incapsulare
corespunzatoare. in endocard si miocard nu exista o asociere directa si complexitate
structurala. Mai degraba, celulele endoteliale aberante rotunde sunt putin atasate de membrana
bazald inconjuritoare, iar in multe zone sunt deconectate de celulele miocardice. Defecte
similare in arhitectura vaselor sunt prezente si in alte tesuturi (34).

Tirozinkinazele Tie2 controleaza capacitatea celulelor endoteliale de a recruta celulele
stromale necesare incapsularii tuburilor endoteliale, stabilizindu-se structura vaselor. Al
doilea receptor tirozinkinazic, Tie-1, este similar ca structurd cu Tie-2 si controleazi un alt
aspect al integritafii vasculare. Soarecii knockout Tie-1 mor in momente diferite, incepand din
E14,5 pand la nastere, de edem si hemoragie. Se aratad ca Tie-1 se implica in schimbul de
fluide de la nivelul vaselor si in rezistenta la stresul hemodinamic (24).

Conceptul ca Tie-2 este cuplat la un circuit de transmitere a semnalelor care determina
maturarea vasculard §i intrefinerea integritdtii vasculare a fost oferit de analiza
angiopoietinelor care cupleaza la Tie-2 (Ang-1 si Ang-2). Ambii se cupleaza la receptorul
Tie-2, cuplarea lor la Tie-1 fiind inexistenta. Desi efectele lor asupra Tie-2 sunt diferite, asa
cum sunt modelele de expresie la soareci, Ang-1 induce autofosforilarea Tie-2 in celulele
endoteliale in culturd. Ang-2, care se cupleazi cu afinitate identica, nu induce fosforilarea
receptorului. Mai mult, el poate inhiba competitiv activitatea kinazici Ang-l-indusi a
receptorului Tie-2. Astfel, Ang-2 prezintd un semnal negativ pentru Tie-2. Autofosforilarea
indusd de Ang-1 a Tie-2 nu afecteaza celulele endoteliale in cultur3, fiind concordanta cu
fenotipul knockout Tie-2, care a indicat ca Tie-2 nu este necesar pentru proliferarea celulelor
endoteliale in timpul vasculogenezei. Astfel, se sustine ideea ca Ang-1 semnalizeazi Tie-2
pentru a recruta celulele de sustinere, iar Ang-2 inhiba aceasta capacitate. Soarecii knockout
Ang-1 mor de defecte vasculare asemanétoare cu soarecii kockout Tie-2. Soarecii transgenici
care hiperexprima ligandul negativ Ang-2 in celule, de asemenea, mor in timpul
embriogenezei (24).

Hiperexpresia Ang-2 fenocopiaza pierderea expresiei Ang-1. Datele suporta ideea ca
Ang-1 este ligandul fiziologic major pentru functiile Tie-2, indeplinind functii de recrutare a
celulelor penendoteliale, in timp ce Ang-2 blocheazi aceasta functie.

Dece exista atunci Ang-2? Fara dubii ca fenotipul knockout Ang-2 va furiza datele
necesare. Datele aratd cd Ang-2 influenfeazd remodelarea vasculard si in particular
angiogeneza. Ang-1 este exprimat in embrion si in animalul adult. Totusi, modelele de
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expresie la adult arata ca Ang-2 se exprima selectiv: in ovar, uter si placenta. Expresia Ang-2
in aceste tesuturi a fost comparati cu cea a Ang-1 si VEGF.

in foliculii timpurii, vasculatura este inactiva, Ang-1 este exprimat, iar VEGF si Ang-2
sunt putin exprimate sau deloc. in foliculii preovulatorii si in corpul galben postovulatoriu, unde
angiogeneza este n desfagurare, VEGF si Ang-2 sunt hiperreglate, in timp ce expresia Ang-1
persista. Expresia Ang-2 este focala si punctuala. in cele din umma, in foliculii non-reproductivi
care prezintd regresie vasculard, Ang-2 este la nivele inalte, uniforme, in absenta expresiei
VEGF. Se sugereaza un model de control al angiogenezei. Circuitul Ang-1/Tie-2 mediaza
maturarea vasculard §i mentinerea structurii acestor vase via interactiilor celuld-celula si
celula-matrix. In consecinta, Ang-1 poate mentine celulele endoteliale intr-o stare de inactivare.
Expresia focald a Ang-2 blocheaza calea Ang-1/Tie-2 si conduce la slabirea vascularizatiei,
expunand celulele endoteliale la semnale activatoare angiogenice VEGF. Prezenta VEGF
determind migrarea §i proliferarea celulelor endoteliale, producdndu-se noi capilare. Se poate
aprecia cd prezenta Ang-1 poate schimba echilibrul local Ang-1/Ang-2 in favoarea Ang-1.
Astfel, exista o colaborare intre VEGF, Ang-1 si Ang-2. Regresia vasculara este asociatd cu
expresia inaltd a Ang-2 in absenta unui semnal de supravietuire VEGF, astfel mascand
semnalul Ang-1 si producind detasarea de matrix a celulelor.

VEGF si Ang-2 in angiogeneza tumorala

Este clar ca multe tumori se dezvolta prin angiogenezi coordonatd, in special tumorile
.epiteliale mamare care sunt separate initial de vasele inconjuritoare de o membrana bazala.
Aceasta trebuie distrusa inainte ca celulele tumorale sa aiba acces la sistemul vascular (initial,
apar mase mici avasculare care numai ulterior induc activitatea angiogenica).

Inducerea Ang-2 si VEGF se coreleazi cu procesele descrise. Astfel ca, imediat dupa
cooptarea tumoral indusi, vasele gazda exprima nivele autocrine inalte de Ang-2. Ang-2 este
unul din markerii timpurii, dar si un marker general ce marcheaza cooptarea vaselor, si nu a
celulelor tumorale. Sub influeata Ang-2 autocrin, vasele cooptate incep sa se dezintegreze
imediat dupa expresia Ang-2, printr-un proces apoptotic. Pe masura ce vasele dispar, tumora
devine secundar avasculara si hipoxicd, inducand-se puternic expresia VEGF tumoral denivat.
Nivelele crescute de VEGF se coreleazd cu incetarea regresiei vaselor cooptate. Efectul
amintit este suplinit de aparitia angiogenezei inmugurative de la nivelul vaselor cooptate.

Expresia Ang-2 este corelata cu destabilizarea vaselor, care, in aparenta, conduce la
regresia vaselor lipsite de VEGF tumoral indus, dar care ulterior dezvolta angiogeneza VEGF
indusa. Posibilitatea ca Tie-2 de pe suprafata vaselor tumorale sa fie blocati continuu de
Ang-2, explica fenotipul imatur al vaselor tumorale.

Structura si functia vaselor tumorale

Vasele tumorale sunt anormale structural si functional. Spre deosebire de vasele
normale, ele sunt inalt dezorganizate, subtiri §i dilatate, cu diametrul inegal, puternic
ramificate si bogate numeric. Acestea se datoreazi dezechilibrului dintre reglatorii
angiogenici, cum ar fi VEGF si angiopoietinele. in consecinta, fluxul sanguin tumoral este
haotic, variabil si conduce la aparitia de regiuni hipoxice si acide in tumori. Conditiile in
cauzd diminueaza eficacitatea terapeuticd, moduleazd producerea de inhibitori §i stimulatori
angiogenici §i selecteazi celulele puternic malignizante si metastazante. in plus, starea
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hipoxica poate selecta expansiunea clonald a celulelor care si-au pierdut capacitatea de a
rispunde apoptotic la aceastd stare (35). Desi celulele cu fibre alpha-actind pozitive din
musculatura neteda, inconjoard vasele tumorale, ele nu functioneazd ca celule contractile
normale, ficind din actiunea terapeutici o problema. in ce priveste structura lor, vasele
tumorale sunt, de asemenea, anormale: peretii lor prezintd numeroase ,,deschideri”, jonctiuni
interendoteliale largi si membrane bazale discontinue sau absente. Aceste defecte fac vasele
tumorale hiperpermeabile. Totusi, existd o heterogenitate mare in ce priveste capacitatea de
raspuns la tratament. Permeabilitatea vasculara §i angiogeneza depind de tipul de tumora §i de
organul gazda, deoarece fiecare organ are diferite celule stromale care produc o clasd
heterogena de molecule pro- si antiangiogenice. Permeabilitatea tumorald scazutd determind
hiperexpresia Angl si/sau hiperexpresia VEGF/PLGF. Astfel, vasele cu permeabilitate inalta
nu au Angl sau hiperexprima Ang-2.

Heterogenitatea este caracterizatd §i la nivelul markerilor de suprafatd celulara.
Citokinele si moleculele angiogenice secretate de celulele imune si canceroase moduleaza
expresia moleculelor de adeziune celulara si a altor markeri de suprafatd celulard de pe
endoteliul din tumori. De exemplu, VEGF si TNFalpha hiperregleaza, in timp ce FGFb si
TGFbetal hiporegleaza moleculele de adeziune celulara (36).

CAILE DE SEMNALIZARE IN ANGIOGENEZA

VEGF induce cresterea puternica a tirozinfosforilaarii proteinelor asociate adeziunilor
focale, p125FAK si paxillin (36). Efectul VEGF este rapid si dependent de concentratia
acestuia. Dependenta de concentratie a tirozinfosforilarii pl25FAK/paxillin este similara cu
cea observata in cazul efectelor VEGF asupra mitogenezei celulelor endoteliale.

Tirozinfosforilarea pl25FAK/paxillin este dependenta de timpul administrarit VEGF
st de concentratia acestuia. Este posibil ca declinul tirozinfosforilarii sa fie datorat distructiei
citoscheletulul actinic la concentratii inalte de VEGF. Este notabil faptul cd s-a raportat o
activitate de dezorganizare a fibrelor actinice la liniile celulare Balb/c3T3 (37).

Situl major de autofosforilare a p125FAK este Tyr397, care este necesar pentru
asocierea pl25FAK cu domeniile de omologie Src2 ale kinazelor Src st pentru asocierea
subunitatii p85alpha a PI3K. Studiile au aritat ca VEGF nu stimuleaza PI3K si p85alpha si ¢4,
angajarea integrinelor conduce la activarea MAPK. Faptul ca un inhibitor specific al caii ce
implicdi MAPK nu are efect asupra tirozinfosforilarii pl25FAK VEGF indusi aratd ci
reglarea caii p125FAK poate fi disociata de activarea PI3K si MAPK.

Au fost identificate o serie de proteine de semnalizare celulara care mediaza functiile
VEGF: NCK, fosfolipazaC, MAPK, kinaza PI3K, kinaza de adeziune focala (FAK) si paxillin
(o proteind de 68 KDa localizata in adeziunile focale).

S-a desprins o cale complexad de semnalizare intracelulara: cuplarea VEGF la KDR
determind autofosforilarea receptorului si recrutarea NCK la suprafata celulard. NCK este o
proteind adaptoare ce contine un domeniu de omologie Src2 (SH2) si doud domenii de
omologie Src3 (SH3). In celulele inactive mitogenic, NCK interactioneazi via domeniului
SH3 secund cu kinaza activata de p21 (PAK). Recrutarea NCK indusa de VEGF la suprafata
celulara permite si asocierea PAK. Kinaza PAK este activata, ulterior se activeaza si kinaza
de adeziune focala, evenimente urmate de adeziunea complexelor focale.

Exista cateva aspecte ale semnalizirii care trebuiesc clarificate. Nu este clar daca NCK
se cupleaza direct la KDR activat, sau dacé interactioneaza printr-o proteind intermediara.
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Multe oncogene induc factorul de crestere endotelial. PI3K este o cale comuni de
semnalizare pentru oncogene §i genele supresor tumorale si este implicata in reglarea VEGF.
Examinarea efectului 1Y294002, un inhibitor selectiv PI3K, asupra expresiet factorlor
HIF2alpha si HIF 1alpha (factori hipoxic inductibili) si raspunsul lui VEGF la hipoxie a aritat ca
L.Y294002 a inhibat HIFlalpha si fosforilarea in stare de hipoxie. Totusi, expresia HIF2alpha
nu a fost afectatd. Expresia bazala si hipoxiinductibila a VEGF a fost redusa cu 50%.

Hiperexpresia V12-ras a cauzat o crestere a expresiei HIF1/2 alpha. Efectul este blocat
de inhibitorul PI3K, demonstrindu-se existenta unui mecanism sinergic intre ras si inductia
genelor mediata hipoxic.

Descresterea expresiei nu a fost dependenta de interactiile cu gena VHL, deoarece
liniile celulare de carcinom renal cu mutatii VHL (von Hippel- Lindau) si expresie
constitutivd inalta, au prezentat de asemenea, hiperreglarea HIFlalpha dupa tratament cu
LY294002 (38).

In vitro, VEGF a stimulat celulele endoteliale sa creasca intr-o maniera dependenta de
NO si a promotat formarea de retele vasculare dependente de NO intr-un gel de colagen. In
schimb, inhibarea productiei NO de catre inhibitori eNOS (nitric oxid sintetaza endoteliala) a
inhibat semnificativ activitatea mitogenica indusia de VEGF. Soarecii transgenici fard gena
eNOS prezinta vascularizare si angiogeneza dependente de endoteliu, foarte mult scazute. De
asemenea, se observa si scidderea hipertensiunii arteriale. Stresul hemodinamic, hipoxia si
citokinele sunt stimulii asociati cu cresterea expresiei NOS. Astfel, s-a aritat ca: (1) expresia
prelungitd a VEGF a indus expresia crescutd a NOS; (2) inhibitia donorului NO a inhibat
expresia NOS indusa de VEGF; (3) activarea receptorului KDR mediaza hiperreglarea eNOS
indusa de VEGF; (4) activarea cdii PKC, in mod specific, PKCalpha, gamma si epsilon, sunt
implicate in cresterea nivelelor NOS. Astfel, inhibarea activitatii PLCgamma, o molecula de
semnalizare din aval implicata in activarea PKC si PI3K, a blocat complet expresia eNOS
indusa de VEGF. Totusi, inhibarea PI3K cu wortmannin nu a afectat semnificativ
hiperreglarea eNOS, sugerand ca PKC este calea dominanta de semnalizare (39).

Ciile de semnalizare au fost relevate si de studiile pe diferite linii celulare. Expresia
Flt] este prezenta in liniile celulare T-47D, MCF7, MDA-MB231 si MDA-MB-435, exceptie
facand linia Sk-Br-3. Neuropilinul este exprimat in liniile MCF7 si MDA-MB-231. VEGF nu
stimuleaza tirozinfosforilarea si activarea ERK1 si ERK2. In schimb, VEGF actioneaza intr-o
manierd autocrind §i stimuleazi semnalizarea celulara. De asemenea, stimuleaza in linia
celulara T-47D, caile ERK1,2 si PI3K. Se poate spune cd VEGF stimuleazd semnalizarea in
celulele T-47D prin caile PI3K/Akt si ERK1,2. Substratele pentru Akt sunt GSK-3,
p70S6kinaza §i FKHRLI1. Stimularea GSK-3 este detectabild numai dupéd tratamentul cu
heregulin, in timp ce tratamentul cu VEGF nu stimuleaza calea respectivd. Nu exista
modificari in fosforilarea Thr421 si Ser424 din p70S6k. Singura modificare apare in
FKHRLI1, un membru al familiei Forkhead, care este implicat in transcriptia proteinelor
asociate apoptozei. Astfel, FKHRL1 este substratul Akt dupa stimularea celei VEGF (40).

FGF are o cale diferita de semnalizarea VEGF, iar eNOS/NO nu se cunoaste ca facand
parte din calea de semnalizare in aval a receptorului FGF.

INHIBITORII ANGIOGENICI SI ABORDARILE TERAPEUTICE

TSP1 este un inhibitor natural al angiogenezei care limiteaza densitatea vasculara
chiar si in tesuturile normale. S-a aratat ca inhibarea angiogenezei in vitro si in vivo, dar si
inducerea apoptozei, necesitd activarea secventiala a CD36, p59tyn, proteazei asemanatoare
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caspazei3 si proteinkinazei activate mitogenic p38. S-a detectat apoptoza crescutd la marginile
tumorii tratate cu TSP1. Inhibitorii angiogenici (angiostatin, endostatin, TSP1) pot induce
apoptoza in celulele derivate din endoteliul vascular. Astfel, ei pot inhiba angiogeneza prin
distrugerea celulelor endoteliale microvasculare care formeaza vase noi de singe. Atat in vitro
cét si in vivo, TSP1 induce semnalele stimulatoare angiogenice.

Efectul inhibitor angiogenic in vitro este masurat prin receptorul transmembranar CD36,
care este esential pentru inhibarea neovascularizirii in vivo, indusa de TSP1. Astfel, au fost
identificate mai multe proteine implicate: kinaza p59yn din familia©- SRC, proteaza
asemanatoare caspazei3 si MAPKp38. Cascada de semnalizare care mediazd efectul
antiangiogenic al TSP1 in vivo este responsabila si de inducerea apoptozei (41).

Primul pas in inhibarea angiogenezei in vitro este cuplarea TSP1 la receptorul
transmembranar CD36. CD36 semnalizeaza prin p59tyn, iar JNK si p38MAPK sunt activate
adesea de cascadele de semnalizare apoptotice. In celulele endoteliale p38MAPK a fost
activatd de TSP1, activarea fiind mediata de CD36. De asemenea, inducerea p38MAPK
necesité prezenta p59tyn.

VEGF a fost asociat cu stimularea angiogenezei si recurenta timpurie in cancerul
mamar primar. In prezent sunt evaluate mai multe medicamente, unul dintre acestea este
SU5416, care actioneazid ca un inhibitor al activitatii tirozinkinazice a receptorului VEGF.
S-au raportat rezultate incurajatoare la pacientii cu cancer colorectal tratati cu SU5416 in
combinatie cu 5-fluorouracil/leucovorin. 37% din pacienti au raspuns partial sau complet la
tratament, tumorile acestora reducandu-se cu mai mult de 50% fata de procentul initial. 44%
din pacienti au prezentat tumori stabile si numai 7% nu au raspuns la tratament(42).

Rezultate similare au fost relevate de studiile care au utilizat Ac anti VEGF in
combinatie cu 5 fluorouracil/leucovorin in cancerul colorectal metastazic.

Un alt inhibitor angiogenic este antitrombina care circuld intr-o forma in care bucla
C-terminald reactivd nu este deplin expusa §i nu poate lega proteaze {intd. Heparina induce
expunerea buclel reactive si creste afinitatea trombinicd de 10 ori. Antitrombina inhiba
proliferarea celulelor endoteliale indusa de VEGF, dar i activitatea angiogenica la soareci.

ZD4190 este un inhibitor puternic al activititii RTKaVEGF (in special KDR). Inelul
quinazolic al ZD4190 interactioneazi cu situl de cuplare a adeninei din kinazi, in timp ce
inelul anilino este ascuns in buzunarul hidrofob adiacent. S-a demonstrat expansiunea zonei
condrocitice hipertrofiate si inhibitia angiogenezei, dupa tratamentul cu agenti de sechestrare
a VEGF. Administrarea orald zilnica a ZD4190 la sobolani, inhiba activitatea tumorala.
Administrarea s-a facut (100mg/kg/zi de ZD4190) si la goareci cu tumort prostatice
xenografice PC3, timp de 10 saptamani (43).

KDR are afinitate mai sciazuta de legare la VEGF decédt Fltl, dar este mult mai
exprimat pe celulele endoteliale in cultura si are capacitate mai mare de semnalizare. Un Ac
antiKDR disturba angiogeneza si invazia tumorald in modele maligne keratinocitice, iar
activarea KDR cregte vascularizatia si proliferarea tumoral si induce angiogeneza.

Produsul genic NZ7VEGF, derivat dintr-un virus Orf (VEGFE) ce cupleazi numai la
KDR, de asemenea, induce mitoza endoteliala.

Activitatea antitumorald a ZD4190 poate fi atribuitd efectelor asupra permeabilitatii
vasculare.

TGFalpha-EGFR este o cale autocrina implicata in dezvoltarea §i progresia cancerelor
epiteliale umane, prin producerea de factori angiogenici (VEGF si FGFb). ZD1839 este un
inhibitor selectiv al functiei tirozinkinazice a EGFR. Evaluarea activitatilor antiangiogenice si
antitumorale a ZD1839 in liniile de cancer de colon (GEO, SW480 si CaCo2), mamare
(ZR-75-1 si MCF7), ovariene (OVCAR-3) si gastrice (KATOIII si N87), care coexprimi
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TGFalpha si FGFR, a aritat reducerea semnificativa a nivelelor de VEGF, FGFb, TGFalpha
in vitro. De asemenea, s-a redus §i angiogeneza, proces puternic inhibat de combinarea
ZD1839 cu paclitaxel in tumorile xenografice GEO. Astfel, 6 din 16 soareci cu tumori
palpabile GEO nu mai aratd prezenta tumorilor, la sfargitul tratamentului cu ZD1839 si
paclitaxel. Rezultatele aratd ca efectul antitumoral al ZD1839 este acompaniat de inhibarea
productiei de factor autocrin si paracrin, care sustin si faciliteazd angiogeneza locala (44).
De asemenea, blocarea cdii EGFR cu Ac specifici (Ac monoclonali C225) are un

efect antitumoral, inhibandu-se secrefia unor factori paracrini de crestere: TGFalpha, VEGF,
FGFb si IL8.
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PROTEINA RETINOBLASTOMULUI (pRb)

Gena retinoblastomului si produsul ei

Gena RB a fost localizata pe cromosomul 13 si clonata in 1986. Aceasta gena, care
se intinde peste aproximativ 200 perechi kilobaze de DNA in genom, contine 27 de exoni,
care se combini pentru a forma un mRNA de 4,6 kilobaze. Asa cum a prezis ipoteza lui
Knudson, ambele alele ale acestei gene sunt inactivate de mutatie in formele sporadice si
ereditare ale retinoblastomului. Tipic, aceste mutafii sunt mutatii punctiforme sau deletii
mici sau insertii in gena, care rezulta in cadrul de citire §i terminare prematurd a produsului
proteic. Cele mai multe mutatii sunt in regiunile de codificare de 3 Kb si implicad cel mai
mult modificari cromosomale mari. Unul din trei cazuri sunt mutatii punctiforme. Mutatiile
se produc in situsurile acceptor si donor si dau nagtere la terminarea prematura a transcrierii.
A fost notata si o mutatie in promotorul genei RB. Deletiile totale sau rearanjamentele genei
RB sunt mult mai rare.

in ciuda faptului ca indivizii purtatori ai mutatiilor germinale ale genei RB sunt tipic
susceptibili doar la retinoblastoame §i osteosarcoame, mutatiile somatice in gena RB s-au
gasit intr-un spectru larg de tipuri tumorale umane. In particular, mutatiile in aceasta gena au
fost detectate in 50 pana la 85% in carcinoamele pulmonare ale celulelor mici §i in 10 pana la
30% in carcinoamele de sin, de vezica urinara si prostati. In contrast, mutafiile RB in
carcinomul de colon sunt extrem de rare. Incidenta tumorilor, cum ar fi carcinomul pulmonar
al celulelor mici si carcinomul de san la indivizi cu mutatii germinale in gena RB, sunt
aproape inexistente. Existd o diferentd semnificativa in definirea tipurilor tumorale care apar
datorita unei mutatii germinale intr-o gena supresoare tumorala si a celor datorita unei mutatii
somatice in aceeasi gend. O explicatie posibila pentru aceasta este aceea ca gena RB este o
limitatoare a ratei de cregtere in cteva tipuri celulare sau tumori, mai mult decét in altele si ca
mutatia acestei gene este mai criticd atunci cand reprezinta un eveniment timpuriu, de initiere
a retinoblastomului, decat cand reprezinti un eveniment tarziu in alte tipuri tumorale.

Produsul proteic al genei RB, sau pRb (pl105), este o fosfoproteind nucleara de
aproximativ 110KD, prezenta in toate tipurile celulare. Aceastd proteina serveste ca un factor
negativ de reglare in proliferarea celulara. Cand functioneaza normal, celulele exprima pRb
intr-o forma hipofosforilatd sau activd in faza Go/Gl. Devine inactiva prin fosforilarea
catorva reziduuri serind/treonina de catre o CDK (kinaza dependenta de ciclind) in timpul
progresiei prin G1 si este reactivata de o fosfataza la sfarsitul mitozei. Reintroducerea genei
RB sau microinjectarea proteinei Rb purificatd, determind refinerea celulelor in faza Gl a
ciclului celular. Celulele in fazele S si M ale ciclului celular progreseaza la G1 inainte de
inhibarea cresterii de catre Rb. Functia de inhibare a cresterii, a acestei proteine, opereaza
intr-o fereastra bine definita in G1. Proteina Rb reprezinta subiectul fosforilarii intr-un mod
specific ciclului celular. Fosforilarea proteinei Rb creste la trecerea celulei din faza G1 in faza
S. Cand celula trece prin faza M, aceastid proteind devine rapid defosforilatd si apare ca o
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forma hipofosforilata in G1 timpuriu. Fosforilarea lui Rb marcheazé intrarea in punctul de
restrictie si se produce in doud faze: fosforilarea inifiala este mediata de complexele ciclina
D/Cdk4,6, pe cand fosforilarea totala a lui Rb necesita complexul ciclina E/Cdk2.

. Cxcl@dw &« Ciclina E ET<Cdk2 & C)‘/P\
Rb EZF\ —W—‘——wbi Rb (E;FI S ( Rb /) +(E2F- -» Transcriptie

— S .

Fosforilarea produsului genei RB in punctul de restrictie este evenimentul cheie care
se produce ca raspuns la stimularea factorilor de crestere.

Proteina Rb are mai mult de 10 locuri de fosforilare, in principal in regiunile C s1 N
terminal. Diferentierea mai multor tipuri celulare este insotitdi de o crestere a formei
hipofosforilate a Rb.

Efectele supresive ale cresterii prin introducerea genei RB si produsului genei, pot fi
micsorate prin introducerea genei ciclinei D1, care codifici o subunitate a unei kinaze
dependenta de ciclina specifica lui G1, Cdk4. Micsorarea supresiei cresterii mediate de Rb, de
catre ciclina D1, este insotita de hiperfosforilarea proteinei pRb. Aceste date conduc la ipoteza
general acceptatd cd, doar forma hipofosforilata a lui Rb este inhibitoare a cresterii §i ca,
fosforilarea lui Rb de cétre kinaza dependenta de ciclina specifica lui G1, este critica pentru
progresia celulelor in faza S. O mare parte din functionarea lui Rb ca un reglator negativ al
ciclului celular a fost elucidatd prin studii care identifica proteine celulare care se leaga la
pRb. in celulele pauzative sau dorminde, forma hipofosforilatd a Rb exista intr-un complex cu
factorul de transcriptie E2F, complex ce functioneazi ca un represor transcriptional. Factorul
de transcriptie E2F1 este un factor de transcriptie fundamental helix-loop-helix care se leaga
la pRb intr-o regiune indicatd ca un domeniu “buzunar”. Acest domeniu cavitar al pRb este
necesar si suficient pentru supresia cresterii de catre aceastd proteina. In plus, mutantii Rb
derivati din tumori produse spontan, indica acest domeniu. Semnificativ, E2F1 se leaga
preferential la forma hipofosforilatd a pRb si mutatiile de sens gresit ale Rb identificate in
tumori umane care nu au activitate supresiva a cresterii, nu izbutesc sa lege la E2F1.

E2F este un heterodimer alcituit dintr-o molecula E2F si o molecula DP (polipeptida
DRTF1). Sunt sase membrii ai familiei E2F (E2F1 pana la 6) si doi ai familiei DP (DP1 si 2).
Proteina E2F1 functioneaza ca un activator transcriptional, amplificind expresia genelor ce
contin secvente consens E2F1 5’TTT(C/G) (C/G) CGC 3’ in regiunile lor reglatorii. Cand se
leaga la proteina celulara DP1, complexul E2F1/DP1 activeazi transcriptia unui numar de
gene considerate necesare pentru terminarea fazei S a ciclului celular, cum ar fi dihidrofolat
reductaza, timidinkinaza, b-myb si ciclina E. Supraexpresia genei E2F1 in celulele din cultura
poate induce celulele din faza Go si intre in faza S a ciclului celular. Cand se leaga la pRb,
complexul E2F1/DP1 nu reuseste sa activeze transcriptia din gene ce contin elemente de
raspuns la E2F si, in schimb, represeaza activ expresia lor. Fosforilarea lui pRb de catre
kinaze dependente de cicline anuleazd inhibarea lui E2F1/DP1 de citre pRb si permite
activarea transcriptionala a genelor esentiale pentru terminarea fazei S. Aceste gene includ
ciclina E, ciclina A, Cdc2, Cdk2, Cdc6, Orcl, Mcm2-6, DNA-polimeraza o. si E2F1 insusi.
E2F1 induce, de asemenea, expresia lui p19**", care rezulta in stabilizarea lui p53. Activarea
transcriptionala a lui E2F1, ca si ciclinei E, constituie un mecanism feed-forward: activitatea
aditionala a ciclinei E/Cdk2 asigura fosforilarea completa a Rb, astfel incat intreg E2F este
intr-o forma activa transcriptional libera, care, pe rind, are ca rezultat producerea de mai mult
E2F si ciclind E. Un mecanism adifional asigura progresia din faza S: fosforilarea lui E2F de
catre ciclina A/Cdk2 in faza S afecteazi activitatea de legare a DNA a lui E2F.
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in plus la pRb, exista doua proteine aditionale inrudite cu pRb, p107 si p130. Speciile
de la 1 la 3 ale lui E2F interactioneazi cu pRb si controleaza exclusiv tranzitia din G1 in S, pe
cand membrii E2F4 si -5 interactioneaza cu membrii familiei Rb, pl107 si p130, pentru
controlul altor tranzitii in ciclul celular (de la Go la G1). Nivelele lui E2F-1,-2,-3 sunt reglate
transcriptional si induse tarziu in G1, pe cand nivelele lui E2F-4,-5 raman constante in timpul
ciclului celular.

Alte proteine care interactioneaza cu pRb si sunt influentate in supresia cresterit mediata
de aceastd proteind, sunt oncogena c-abl, oncogena mdm2 si proteina Brgl DNA
helicaza/histon acetiltransferaza. In plus, cateva oncoproteine din virusuri se leaga la pRb.
Proteina EBNA-5 de la virusul Epstein-Barr, proteina E7 de la virusul uman papiloma, proteina
E1A a adenovirusului si SV 40 T antigen mare sunt toate capabile de a sechestra pRb si deci de
a elibera E2F pentru activarea transcriptionald. Mutatiile in proteinele virale care elimina
activitatea de transformare sunt asociate cu o pierdere a abilitatii de a interactiona cu pRb.

E2F binding
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abilitatea lui pRb de a regla ciclul celular datoritd excesului in molecule promotoare ale
ciclului celular sau afinitatii alterate a efectorilor pentru interactia si supresia pRb.
Rb inhiba transcriptia prin RNA ribosomal §i de transfer, prin legarea cu factori de
transcriptie UBF (factor de cuplare amonte) si TF-IIIB (factor de transcriptie-IIIB) (1)
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Ciclul celular si proteina Rb

Atunci cind semnalele pentru stimularea cresterii ajung in nucleu, sunt traduse in
actiuni celulare de un complex de proteine care mediaza progresia celulei prin diferite faze ale
ciclului celular: Go, o stare dorminda non-ciclicd; G1, prepararea pentru replicarea DNA; S,
sinteza DNA de duplicare a intregului genom; G2, prepararea pentru diviziunea nucleara si
celulard; si M, mitoza. Ciclul celular este controlat de activarea specificad stadiului a
membrilor familiei kinazelor dependente de cicline (CDK), toate kinaze serind/treonind, i
interactiunea lor cu diferite cicline activatoare sau proteine inhibitoare ce supreseaza CDK,
numite CKI. Cand sunt activate, proteinele CDK fosforileaza alte proteine implicate in
reglarea ciclului celular. Kinaza dependenta de ciclina D fosforileaza si deci inactiveaza
proteina supresoare a retinoblastomului (pRb), prevenind actiunea acesteia de a sechestra
factorul de transcriptie E2F. E2F este apoi disponibil pentru suprareglarea genelor cu
elemente promotor E2F, urménd ca celula si intre in faza S.

Ciclinele activatoare ale CDK sunt clasificate in acord cu faza ciclului celular in care
sunt exprimate. Deci, sunt cicline G1 (D si E) care mediazi tranzitia de la G1 la faza S, cicline
S (A) pentru replicarea DNA, si cicline G2 sau M (B) pentru progresia in/si prin mitoza.
Supraexpresia anumitor membrii ai familiei ciclinelor a fost asociatd cu carcinogeneza, de
exemplu, expresia ridicatd a ciclinei D1 a fost observata in tumorile esofagiene umane,
conducénd la sugestia ca ciclinele normale reprezinta o clasa de protooncogene.

N,

y Cdk
ps3 ! D
Cki
chfl;;gﬁenica o
l /' - \\\
( ) Ciclina
///’ B — ~.. 7/,/
R, 2
: p2l ) S
N TN
; ~¢ fffffff —
ki;aza iné;:_t{; . k;mzaiactlvia j ATP
;
\\
“»~ADP
 E2F+P Rb {=———— | Rb EDF
Factor de transcriptie activ

l Inactiv

>
ciclu celular

22

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



in plus la reglarea pozitiva sau activarea CDKurilor de catre cicline, CDKurile sunt
reglate negativ de proteine inhibitorii ale kinazei dependenta de ciclina (CDKI). Acesti factori
se leaga la CDK, prevenind fosforilarea lor de catre kinaza activatoare de CDK (CAK), care
faciliteaza interactiunile ciclinelor, sau interactioneaza direct cu complexele ciclina — CDK.
Proteina INK 4p16 (inhibitor al Cdk4) determina oprirea in G1 prin legarea specifica la Cdk4
si blocarea activitatii sale. Prin stimularea si interactiunea dintre Cdk2 si proteina CDKI p27
are loc blocarea formarii complexului ciclina E-Cdk2. Alternativ se supraregleaza alt CDKI,
pl5, care tinteste Cdk4 si Cdke6 si previne inactivarea lui pRb.

Proliferarea celulard este inifiatd de semnalizarea exogend de la un mitogen care
induce expresia membrilor familiei ciclinei D si trece celula din faza latenta Go in faza
timpurie G1. Proteinele cicline D formeaza un complex cu Cdk4 si 6, pe care le activeaza.
Expresia acestui complex este maximizata in Gl tarziu §i persista atdta timp cat continua
semnalizarea mitogenica. Activarea Cdk se produce cdnd o kinaza activatoare CDK inrudita
structural (CAK) fosforileazd CDK pe un rest specific de treonina. Evenimentele fosforilarii
faciliteaza interactiunea lui CDK cu un membru al familiei ciclinei D, urmand sa
interactioneze cu tinte precum pRb. Hiperfosforilarea lui pRb de catre complexul ciclina-Cdk,
previne legarea pRb la factorul de transcriptie E2F, care pe rand, se supraregleaza pe sine §i
ciclina E. Ciclina E, cind se asociaza cu Cdk2, diminueazi influenta uneia din tintele sale:
pRb, angajand celula in faza S. In timpul fazei S, ciclina E este rapid inlocuita prin degradare,
eliberind Cdk2 pentru interactiunea cu ciclina A, care regleaza progresia prin faza S.
Complexul ciclina A-Cdk2 inactiveaza E2F s§i deci subregleaza transcriptia genelor
responsive de E2F, incluzind ciclina E. In final, ciclinele A si B in combinatie cu Cdkl
controleaza intrarea in mitoza, dupa care nivelul ciclinelor scade; ciclul poate fi repetat cu
stimulare mitogenica continui §i suprareglarea ciclinei D. In absenta stimularii, nivelele
ciclinei D scad, in timp ce nivelul CDKIp27 creste si celula raméne in Go.

Stimularea celulei cu un factor de crestere determind suprareglarea ciclinei D1, care
interactioneaza cu kinaza dependenti de ciclina (Cdk) 4/6. Aceste complexe hiperfosforileaza
pRb il inactiveaza si elibereazd factorul de transcriptie E2F. E2F eliberat supraregleaza
expresia ciclinei E, care formeaza un complex cu Cdk2 si promoveazia inhibarea activititii Rb
si determind celula sd progreseze prin faza S. Ciclinele sunt reglate negativ de inhibitorii
kinazelor dependente de cicline (CDKI): proteinele INK4p15, p16 si p27 si p21 indusé de p53
sau TGF-B.(2)
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Retinoblastomul

Retinoblastomul este o tumora a retinei si cea mai frecventd tumora oculara la copai.
Este o tumora maligna ce se dezvolta din foita neurosenzoriala a retinei.

Virsta aparitiei ei este in majoritaea cazurilor inainte de 2 ani, dupa vérsta de 4 ani
devine foarte rara, iar dupa 7 ani, exceptionala.

Afectiunea se intilneste in mod egal la ambele sexe, putind sa fie localizata uni- sau
bilateral. Formele unilaterale sunt cele mai frecvente. Formele bilaterale se intalnesc in
aproximativ 20-25% din cazuri, dar sunt mai frecvente in cazurile familiale (60-65%). In
cazurile de bilateralitate este vorba de formarea simultana, multiinsulara a tumorii, in cei doi
ochi si nu de metastazare.

Desi cazurile sporadice sunt cele mai frecvente, se stie ca exista un factor ereditar in
geneza tumorii. Se disting deci, forme ereditare i cazuri sporadice ce rezultd 90% printr-o
mutatie somaticd netransmisibild la descendenti §i in proportie de 10% printr-o mutatie
germinala transmisibila.

Knudson a observat cd aproape 40% din aceste cancere s-au produs la copiii foarte
mici, cu o varsta medie de aproape 14 luni. Aceste tumori sunt mai comun bilaterale,
producandu-se deci, in ambii ochi. Daca tumorile sunt detectate timpuriu §i inlaturate
chirurgical, acesti pacienti au o incidenta inalta a sarcoamelor osteogenice, mai tarziu in viata.
Unii dintre acesti pacienti provin din familii cu antecedente de retinoblastom, indicdnd o
predispozitie ereditara. Incidenta crescuta a tumorilor multiple la acesti pacienti sugereaza, de
asemenea, o componenta ereditara in aceste cancere.

Knudson noteazi ci 60% din retinoblastoame nu corespund acestui model. in aceste
cazuri, nu s-a detectat o istorie familiala i prima aparitie a retinoblastomului s-a produs, de
obicei, la copiii mai mari, cu o varstd medie de 30 de luni.

Existd un singur locus genetic responsabil atat pentru formele ereditare, cat §i pentru
formele sporadice ale acestei tumori, iar formarea tumorii necesitd doua evenimente genetice in
acest locus, cunoscut ca ,,gena de susceptibilitate a retinoblastomului”, sau RB. Pacientii din
primul grup, cu tumori bilaterale aparute timpuriu, mostenesc o copie defectiva a acestei gene si
o alela normala. Cu o foarte inalta frecventa (95%), mutatiile apar in alela normala si tumorile
apar foarte timpuriu in viatd. Rezultatul net al mutatiilor secundare (somatice) este etalarea
mutatiilor originale (ale liniei germinale). Pacientii din al doilea grup, cu o singurd tumora
unilaterald, mostenesc doud alele RB normale sau de tip sélbatic.

Gena mutantd implicatd in geneza retinoblastomului se manifestd dominant i are o
penetrantd incompletd, redusd, explicata prin faptul ca prima mutatie genetica mogtenita face ca
toate celulele primitive ale retinei sa fie apte de a se transforma neoplazic, dar pentru aparitia
tumorii este necesara si a doua mutatie, care poate sa nu aiba loc.

Cazurile de retinoblastom familial au un risc crescut de dezvoltare a cancerului osos,
dar nu si a altor tipuri de cancere. Pe de altd parte, dacid una din primele alele Rb a fost
inactivata, exista o probabilitate inaltd ca cea de-a doua deletie sa se produci in alta copie.
Prima mutatie trebuie sd genereze instabilitate genetica astfel incit sa creascd probabilitatea
generdrii celui de-al doilea eveniment.

Un individ normal are celule cu doua alele RB (homozigote), in timp ce un purtitor
are doar o copie (heterozigot). Pierderea alelei ramase, readuce celula la starea homozigota, o
stare diferitd de cea pentru individul normal.

Au fost identificate 3 familii separate ale retinoblastomului, fiecare cu o deletie a
cromosomului 13q4 diferita. Prin tehnici de bandare si analize citogenetice s-au evidentiat in
retinoblastom aberatii cromosomiale. Cel mai frecvent, s-a evidentiat o deletie a unei scurte
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portiuni a bratului lung al cromosomului 13. Uneori se constata o translocatie a bratului lung
al cromosomului 13 catre bratul scurt sau o deletie a cromosomului 14. Cateva cazurni de
retinoblastom au fost observate la copiii purtdtori ai unei trisomii 21.

Micoscopic, masa tumorald este formata din celule nediferentiate, rotunde, mici, cu
putina citoplasma, cu nuclei mari, bogati in cromatina, intens bazofili, cu frecvente mitoze si cu
zond importanti de necroza in care in mod secundar se depune calciu. Aceste celule, denumite
retinoblaste, sunt celule nediferentiate, derivate direct din celulele retinei embrionare.

In zona de crestere activa se pot gasi diferentier structurale sub forma rozetelor sau cu
aspect de floare.

Histologic, retinoblastoamele se prezinta sub trei aspecte:

e retinoblastoame nediferentiate, sunt cele mai maligne i cele mai radiosensibile

e retinoblastoame diferentiate sau retinocitoame — au o malignitate mai redusa si se

impart in doua grupe: cu rozete si cu aspect de floare

e retinoblastoame infiltrante — se caracterizeaza prin absenta masei tumorale i printr-o

infiltratie difuza a retinei.

Prognosticul afectiunii este foarte grav, nu numai ca ochiul afectat este definitiv
pierdut din punct de vedere functional, ct si din cauza exteriorizirii tumorii §i metastazarii
sale, care duc in scurt timp la moartea bolnavului.

Formele bilaterale sunt cele mai grave si cu atdt mai mult cu cét ele sunt diagnosticate
mai tardiv.

De asemenea, invadarea coroidei, a nervului optic i a LCR sunt de prognostic sumbru.

Din punct de vedere histopatologic, formele diferentiate au un prognostic mai bun.

Tratament

Tumorile unilaterale descoperite intr-un stadiu precoce, beneficiazi de tratament
conservator.

In tumorile bilaterale si cu invazie cerebralad se face chimioterapie si interventie
chirurgicala decompresiva.

In metastaze se foloseste iradierea cu betatron asociata cu chimioterapie. (3)

Functiile familiei pRb si implicatiile sale in carcinogenezi

Membrii familiei proteinelor cavitare cuprind supresorul tumoral (pRb) si rudele sale,
pl07 si p130. Aceste proteine regleazi negativ proliferarea celulard i moduleazi procese
biologice fundamentale care includ dezvoltarea embrionara, diferenierea, reinnoirea tesutului
homeostatic §i apararea impotriva cancerului. Proteinele cavitare cu multidomenii actioneaz
prin legarea proteinelor stimulatoare ale cresterii, dintre care cele mai relevante sunt factorii
de transcriptie E2F/DP. Aceste interactiuni proteini-proteind sunt reglate, pe rind, de
evenimentele de fosforilare atent orchestrate pe multiple reziduuri de serini si treonini ale
pRb, p107 si pl30, evenimente care sunt indeplinite, cel putin in parte, prin kinaze
dependente de cicline care formeaza elementele cheie ale masinariei ciclului celular. (4)

Gena supresoare a retinoblastomului (RB) si rudele sale apropiate p107 si p130 sunt
cel mai bine cunoscute pentru functia lor in progresia ciclului celular. In ultimii ani a fost
elucidat un nou rol pentru aceste proteine: reglarea diferentierii terminale a mai multor
tesuturi si tipuri celulare. Rb §i membrii familiei sale sunt implicati in stadiile multiple ale
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procesului de diferentiere, incluzind iesirea ireversibild din ciclul celular, protectia impotriva
apoptozei, inducerea genelor specifice tipurilor celulare §i mentinerea stérii postmitotice.
Joaca, de asemenea, un rol critic in asigurarea progresiei ordonate prin toate aceste stadii ale
diferentierii. (5)

Proteinele Rb (p105, p107, p130) sunt cruciale in procesul diferentierii terminale a
anumitor celule prin asocierea lor si represia factorilor transcriptionali E2F. S-a examinat
expresia proteinelor p130 si p107 ca si reglarea lui E2F in timpul diferentierii spontane a liniei
celulelor intestinale Caco-2. A fost notatd inducerea unui complex E2F lent migrator in
celulele Caco-2 postconfluente; proteina p130 a fost componentul predominant al acestui
complex E2F, cu o contributie minora din partea Cdk2. S-a identificat $i un mic component
legat a lui p107. In celulele Caco-2 nu s-a observat pRb legata la E2F. Aditional asocierii
crescute cu pl30, fosforilarea E2F4 a scdzut remarcabil in celulele Caco-2 diferentiate, in
timp ce nivelele proteinei E2F au rimas neschimbate. Reglarea functionarii lui E2F poate fi
un factor important ce contribuie la blocarea ciclului celular §i la diferentierea spontand a
celulelor Caco-2. Aceasta reglare a lui E2F are loc mai probabil prin asocierea crescutd cu
p130 ca si prin scaderea fosforilarii. (6)

S-arealizat un e xperiment c are a avut d rept sc op d eterminarea expresiel m odelelor
proteinei retinoblastomului si familiei factorului transcripjional E2F in epiteliul cornean si in
keratinocitele corneene in situ in timpul dezvoltarii §i diferentierii corneei.

Exprimarea modelelor pRb si proteinelor familiei E2F variaza cu diferentierea celulara
corneana, dar este mai vizibila p107 si p130. Localizarea nuclear a lui p130 pare a fi corelata
cu diferentierea terminald in epiteliu si intrarea intr-o stare latentd a keratinocitelor. In
contrast, p107 este citoplasmatica in resturile celulelor epiteliului corneean.

E2F este un factor de transcriptie heterodimeric alcatuit din 1 pana la 5 subunitafi
(E2F1 péana la E2F5) si o subunitate DP. E2F regleaza expresia catorva gene promotoare ale
cresterii, §i deci, poate fi o tintd a actiunii antiproliferative a interferonilor (IFN). S-a
investigat mecanismul prin care IFN-a supreseaza transcriptia genei E2F1. Studii de
transfectie releva ca promotorul E2F1 a fost divizat functional in doua parti: secvenfa de
activare amonte (UAS) si un element reglator negativ aval (locurile de legare E2F). Cand
celulele au proliferat, transcriptia genei E2F1 a fost condusa in primul rand de UAS, in timp
ce situsurile E2F nu au fost implicate in activare. IFN-a reduce marcat activitatea
promotorului E2F1, dar introducerea mutatiei non-legare la situsurile E2F abroga complet
inhibarea. E2F4 liber este specia predominanta legata la situsurile E2F in ceulele proliferate.
IFN-a induce suprareglarea lui E2F4 in acelasi timp cu defosforilarea Iui pRb §i p130, care
rezultd in formarea complexelor E2F4/pRb si E2F4/p130 pe promotorul E2F1, complexe care
functioneaza ca represori transcriptionali, inhibidnd expresia mRNA E2F1. E2F4 este un
reglator critic al E2F1.(7)

Factorul de transcriptie E2F joacd un rol pivotant in activarea oportund a expresiei
genelor in timpul progresiei ciclului celular la mamifere, pe cand Rb si proteinele inrudite
cotroleaza cregsterea celulara, printre altele, datorita abilitatii de a bloca activarea lui E2F.
Modelul lui E2F si al polipeptidelor inrudite cu pRb se reface ca raspuns la modificarile
promotorilor, intr-o manierd dinamicd izbitoare la fel ca si progresul celulelor de la
silentiozitatea din G1, in faza S. Represia fiecarui promotor in celulele dorminde este asociata
cu refacerea lui E2F4 si p130 si cu nivelele scazute ale acetilarii histonelor. Mai tarziu, in G1,
aceste proteine sunt inlocuite de E2F1 si E2F3, impreuna cu acetilarea histonelor H3 si H4 si
activarea genelor. Represia si activarea genelor corespunzitoare lui E2F se pot produce prin
heterodimeri E2F distincti, care dirijeazd refacerea secventiala a enzimelor capabile de
dezacetilarea si apoi acetilarea miezului histonelor.
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A fost descris un nou produs E2F care interactioneaza specific cu Rb in celulele dormante,
numit E2F3b, codificat de un mRNA unic transcris dintr-un promotor intronic in cadrul situsului
E2F3. RNA E2F3b difera de RNA E2F3, caracterizat anterior §i care a fost numit acum E2F3a,
prin utilizarea unui exon de codificare unic. In contrast cu produsul E2F3a care este strans reglat
de cidtre cresterea celulard, produsul E2F3b este exprimat echivalent in celulele latente si
proliferante. Spre deosebire de proteinele E2F4 si E2F5, care sunt exprimate, de asemenea, in
celulele latente si formeazi complexe cu proteina p130, proteina E2F3b se asociazd cu Rb §i
reprezintd complexul predominant E2F-Rb in celulele latente. Specificitatea descrisa anterior a
functie1 Rb, ca un represor transcriptional in celulele latente, coincide cu asocierea lui Rb cu acest
nou produs a lui E2F. (8)

In sistemul nervos central mamalian, neuronii se retrag din ciclul celular imediat dupa
diferentierea lor din celulele neuroepiteliale proliferative. Chiar §i atunci cdnd neuronii
postmitotici riman in latentd mitoticd permanenta, exprima un numar de reglatori ai ciclului
celular necesan pentru progresia ciclului. Studiile au fost focalizate pe expresia si functiile
membrilor familiei proteinelor retinoblastomului (Rb) (p105, p107, p130) si necdin, toti
acestia fiind supresori ai cresterii, care interactioneazi cu oncoproteine virale §i proteinele
familiei E2F. Aceste molecule sunt exprimate diferential in progenitorii proliferativi neuronali
si neuronii postmitotici in dezvoltarea neuroepiteliului in vivo i in celulele carcinomului
diferentiat in vitro. In timpul neurogenezei, disfunctia proteinelor Rb determina diferentiere
slaba neurala insotitd de moarte celulard (apoptoza). Proteinele familiei Rb sunt esentiale atat
pentru mitoza terminald a progenitorilor neurali, cit §i pentru supravietuirea neuronilor
nascenti. Sunt, de asemenea, dispensabile pentru mentinerea starii postmitotice a neuronilor
diferentiati terminal. Necdinul este exprimat exclusiv in celulele postmitotice §i poate
contribut la oprirea lor mitotici permanenta. Acesti reglatori ai ciclului celular actioneaza
coordonat in generarea, supravietuirea i moartea neuronilor postmitotici. (9)

Studii recente indicd ca proteinele Rb sunt implicate in procesele de diferentiere
celulard. p130 inruditd cu pRb se acumuleazd in timpul diferentierii in vitro a celulelor
progenitoare mieloide, 32Dc13, in granulocite, ca raspuns la factorul stimulator de colonii al
ganulocitelor (G-CSF). Aceasta diferentiere granulocitica dependenta de G-CSF este blocata
de oncoproteina adenovirusului E1A, care se leaga si inactiveaza familia pRb a proteinelor
cavitare, incluzind pl30. Supraexpresia fortatd a lui pl130, dar nu a lui pRb, inhiba
proliferarea celulard mieloida care este concomitent asociatd cu diferentierea morfologica
granulocitica caracterizatd de segmentarea nucleard. Simpla oprire a ciclului celular in G1
indusa de lipsa citokinelor, supraexpresia ectopicd a CDKI p27, sau inhibarea activitatilor
E2F prin DP1 dominant negativ nu sunt suficiente pentru diferentierea granulocitara.
Activitatea lui p130 de a pomova diferentierea in celulele mieloide necesitd atdt domentul
,,buzunar”, cat si domeniul spacer. P130 inruditd cu pRb joacd un rol critic in diferentierea
celulelor mieloide si sugereazi ci, cuplarea iesirii din ciclul celular cu programul de
diferentiere celulara poate fi realizata specific de p130. (10)

Inca de la descoperirea sa, gena RB1 si proteina corespunzitoare, pRb au constituit un
punct focal in cercetarea cancerului. Izolarea factorului de transcriptie E2F reprezinta cheia
intelegerii curente a functiei RB1 in reglarea ciclului celular si in supresia tumorald. Devine
din ce in ce mai evident ca circuitele reglatoare care guverneazi ciclul celular sunt foarte
complexe si 1nalt intrepdtrunse. Cateva aspecte ale functiei RB1, de exemplu rolul in
diferentiere, nu pot fi ugor explicate prin modelele curente ale interactiunii pRb-E2F. Un
motiv este acela ca pRb are tinte diferite din E2F, de exemplu molecule MyoD- like.

PRb1, proteina cunoscutd de legare a pRb cavitar, posedd activitatea de represie
transcriptionald si se asociazd cu complexele p130-E2F si pRb-E2F specific in timpul opririi
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cresterii. Supraexpresia lui pRB1 inhiba expresia genelor dependente de E2F si supreseaza
cresterea celulara. (11)

Pierderea pRb intr-o anumitad masura in tumorile pituitare nu este asociatd cu pierderea
heterozigotiei unui marker intragenic RB1. Pentru a putea d efini m ecanismul responsabil d e
pierderea exprimdrii pRb, s-a investigat starea de metilare a insulei CpG care contine in interior
regiunea promotor a genei RB1, precum si analiza secventiala a regiunii promotor esentiale si a
exonilor codificatoni pentru domeniul cavitar de legare al proteinelor. Metilarea insulei CpG in
regiunea promotor RB1 s-a detectat in 6 din 10 tumori care nu exprimau pRb. in contrast, 18
din 20 de tumori si toate cele 6 tumori pituitare postmortem normale histologic care exprimau
pRb au fost nemetilate. Nu s-au gasit mutatii inactivatoare in interiorul regiunii promotor RB1
in 4 tumori nemetilate care nu exprimau pRb. Unul sau mai multi exoni, alcdtuind regiunea de
codificare pentru domeniul cavitar de legare a proteinei, sufera deletii homozigote in 3 din 4
tumori. Acest studiu descrie un tip tumoral aditional retinoblastomului, in care metilarea
promotorului RB1 este asociati cu pierderea expresiei pRb. In plus la metilarea regiunii
promotor RB1, deletia din interiorul domeniului cavitar de legare este asociatd cu o pierdere a
expresiel pRb detectabile. Reactivarea genelor supresoare tumorale, inactivate prin metilare,
reprezinta o {intd terapeutica promitatoare in adenoamele pituitare. (12)

Transcriptia RNA polimerazei III (Pol IIl) este supusad represiei de cétre proteina
retinoblastomului Rb, atit in vitro cit §i in vivo. P107 §i p130 sunt doud proteine strans
inrudite care manifestd 30 pana la 35% identitate cu polipeptida Rb si prezintd citeva din
functiile sale. Cele doud proteine pot represa transcriptia Pol III in transfectia tranzienta sau
cand sunt addugate la extracte celulare. Imunoprecipitarea care foloseste componenti
recombinanfi demonstreazi ca o subunitate a TFIIIB interactioneaza fizic cu pl107 si p130.
TFIIIB endogen este asociat stabil cu p107 si p130. Dezbinarea acestei interactii in vivo, prin
folosirea oncoproteinei E7 a papilomavirusului uman, are drept rezultat o crestere marcata a
transcriptiei Pol III. TFIIIB este fintit pentru represie nu doar de citre pRb, ci si de cétre
rudele sale p107 si p130. (13)

Modificarea conditiilor redox intracelulare cu dietilmaleat (DEM), un agent al
depletiei glutationului, induce o oprire a cresterii independentd de p53, mediata prin
acumularea mRNA si proteinei p21. Acelasi tratament a indus defosforilarea pRb, care este:

o foarte rapida, fiind deja observatd dupa 5 minute de expunere a celulelor la DEM;

e complet reversibila;

¢ dependenta de efectele prooxidante ale DEM.

Defosforilarea lui pRb este independentd de acumularea lui p21 indusd de DEM,;
nivelele lui p21 incep sa creascd mult mai tirziu dupa tratamentul cu DEM si de aceea
activitdtile kinazei dependentd de ciclind nu sunt inca induse atunci cdnd pRb este deja
defosforilatd ca urmare a tratamentului cu DEM.

Cresterea tumorald este reglatd prin balanta dintre proliferare, oprirea cresterii §i
moartea celulard programata (apoptoza). Majoritatea studiilor care se ocupau cu oncogeneza
s-au focalizat pe reglarea proliferarii celulare. Controlul opririi cresterii §i apoptoza joaca un
rol cheie in dezvoltarea cancerului uman si in tratamentul acestuia. Citeva din cele mai
studiate proteine, importante pentru controlul opririi cresterii i apoptozei sunt p53, p21 bcl-2
si bax. Alterdrile proteinei p53 pot conduce la transformarea maligna si lipsa raspunsului
terapeutic, mult mai probabil ca un rezultat al apoptozei dependente de p53 defectiv. P21 este
implicata in oprirea ciclului celular si, probabil, in inducerea apoptozei dependenta de p53.
Proteinele apartinand familiei bcl-2 sunt, de asemenea, importante pentru apoptoza normala.
Supraexprimarea proteinei bcl-2 este menitd si reducad capacitatea apoptoticd, in timp ce
proteina bax este necesara pentru inducerea apoptozei. S-a examinat exprimarea lui p53, p21,
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bcl-2, bax, pRb si ciclina D in tesuturi provenite din 93 de cancere de colon primare pentru
evaluarea rolului lor in progresia acestora. S-a determinat o asociere inalt semnificativa intre
acumularea lui p53 si reglarea inferioard a lui p21. S-a gésit o stransa asociere intre absenta
sau reducerea lui p21 si dezvoltarea metastazelor si deces datorita bolii canceroase. Ciclina
D1, proteinele bcl-2 si bax nu au influente prognostice independent. Nivelele proteinelor bcl-2
si bax au aratat o relatie inversa. Rrezultatele indica ca nivelele reduse ale proteinei p21 joaca
un rol important in progresia cancerului de colon. Evaluarea expriméani lui p21 in cancerul de
colon primar in timpul operatiei poate fi un instrument valoros in detectarea pacientilor cu risc
crescut de a dezvolta metastaze. (14)

In fibroblastele pasive, expresia forfata a lui bel-2 ridica nivelele atat ale lui p27 cét si
ale lui p130. Bcl-2 incetineste progresia G1 in celulele deficiente in pRb, dar nu in lipsa lui
p27 sau p130. Abilitatea lui p130 de a forma complexe represive cu E2F4 este implicata,
deoarece retardarea prin bcl-2 a fost accentuatd prin coexpresia E2F4. O potentiala {inta
relevantd a lui pl30/E2F4 este gena E2F1, deoarece expresia bcl-2 intarzie acumularea lui
E2F1 in timpul progresiei G1. Bcl-2 intarzie intrarea in ciclul celular prin cregterea nivelelor
p27 si p130 si mentine complexele represive ale lui p130 cu E2F4. (15)

Proteina morfogenetica 2 a osului (BMP-2) actioneazi ca un agent anti proliferativ
pentru un numar de celule diferite. BMP-2 inhiba cresterea celulelor din cancerul de san uman
MDA MB 231. Factorul de crestere epidermal (EGF) stimuleazd sinteza DNA si intrarea
acestor celule in faza S. BMP-2 inhiba sinteza DNA indusa de EGF prin retinerea celulelor in
faza G1 a ciclului celular si creste nivelul lui p21. Expunerea celulelor MDA MB231 la BMP-
2 stimuleaza asocierea lui p21 cu ciclina D si E, rezultdnd inhibarea activititilor kinazice
asociate acestora. In final, tratamentul cu BMP-2 determina hipofosforilarea proteinei
retinoblastomului, un reglator cheie al progresiei ciclului celular. Aceste date furnizeaza un
mecanism pentru efectul antiproliferativ al BMP-2 in celulele cancerului de san. (16)

Papillomavirusurile umane (HPV) sunt agentii etiologici ai unor malignizari la om,
inclusiv cancerul cervical. Potentialul lor tumorigenic este legat de expresia genelor E6/E7 care
pot interfera cu controlul ciclului celular normal, prin tintirea lui p53, p21 WAF1, p27KIP si pRb.
Keratinocitele cu HPV (HPK) pozitiv nontumorigenic §i tumorigenic expun diferente izbitoare in
raspunsul genelor reglatoare ale ciclului celular fata de TGFfB1. Tratamentul cu acest agent
conduce la o inductie eficienta a lui p53 si a genelor inhibitorilor de crestere pl5INK4 si
p21WAF!1 doar in keratinocitele nontumorigene si a fost asociat cu o reducere eficientd a
expresiei oncogenelor virale E6/E7, cu cresterea nivelelor de pRb, expunand hipofosforilare si
oprirea permanenti a cresterii in faza G1. In contrast, HPK tumorigene manifesta doar o crestere
modestd a nivelelor proteice p53 si o reducere substanfiala a inducenii genelor pl15INK4 si
p21WAFI, care a fost legata de un grad mai mic al represiei oncogenelor virale. HPK tumorigene
isi reiau rapid cregterea celulara dupa o oprire tranzitorie in G1, concomitent cu reaparitia pRb
hiperfosforilata. Progresia celulelor HPV pozitiv la un fenotip malign este asociati cu o rezistenta
inalta la inhibarea cresterii prin transformareca TGFB1. Acest fapt este legat in celulele
tumorigene, de o lipsd a retinerii persistente in G1, inductie ineficienta a catorva gene de control
ale ciclului celular implicate in inhibarea cresterii, si represia ineficientd a oncogenelor virale
promotoare ale cresterii E6/E7. (17)

Oncoproteina E7 a lui HPV16 neutralizeazd cateva puncte de control ale ciclului
celular, favorizand intrarea celulelor silentioase in faza S. Aceasta activitate este mediata de
asocierea lui E7 cu proteinele cavitare i ulterior cu activarea factorilor de transcriptie E2F.
Abilitatea de a induce apoptoza este o proprietate comuna E7-urilor apartinind atét tipurilor
de HPV benigne cét i maligne. Apoptoza indusa de E7 este mediatd de inactivarea lui pRb,
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pe cand neutralizarea altor 2 proteine inrudite cu pRb, p107 si p130, nu este suficientd pentru
a determina apoptoza. Anumite mutatii punctiforme in regiunea conservata 1 (CR1) a lui E7
HPV 16 desfiinteaza inducerea apoptozei fara a altera abilitatea de stimulare a fazei S.

Destabilizarea pRb mediata de E7 nu este necesard pentru abilitatea sa de a conduce
celulele dorminde in faza S si de a induce apoptoza. Exprimarea proteinelor E7 in NIH3T3,
care nu au o pl9ARF functionala, nu conduce la acumularea de p53, indicand ca E7 are efect
asupra ciilor aditionale celulare de a promova apoptoza. (18)

Expresia ectopica a inhibitorilor CDK (CKI) pINK4a si p27kipl in fibroblastele Ratl
induce defosforilare si activarea proteinelor familiei retinoblastomului (pRb, p107 si p130),
asocierea lor cu proteinele E2F si oprirea ciclului celular in Gl. Actiunea inhibitorie a
cresterii pl6, se crede a fi mediatd esential, prin activarea pRb. Proteina E1A 12S a
adenovirusului 5 se asociazd cu proteinele familiei pRb prin reziduuri in regiunile lor
conservate (CR) 1 si 2, in particular prin motivul LXCXE in CR2. Aceste interactiuni sunt
necesare pentru E1A pentru a preveni oprirea in G1 privind coexpresia CKI-urilor.

Mutatia fiecdreia din cele doua motive conservate adiacente la LXCXE in CR2, GFP
si SDDEDEE, afecteaza abilitatea lui E1A de a invinge oprirea in G1 prin pl6 sau p27.
Aceste mutatii nu afecteazi asocierea lui E1A cu pRb, p107 si p130 si nici abilitatea sa de a
depresa activitatea transcriptionald a lui E2F-1. Unul din mutantii lui E1A este defectiv in
derepresarea citorva gene tinta ale lui E2F endogen in prezenta lui p16 sau p27. CR2 poseda
o functie esentiala care poate fi necesara pentru derepresia totala a genelor reglate de E2F in
contextul lor cromatinic natural. (19)

Domeniul cavitar al lui pRb ii este necesar pentru a opri ciclul celular. Acest domeniu
a fost definit la origine ca regiune a proteinei care este necesard §i suficientd pentru
interactiunea pRb-urilor cu adenovirusul E1A si virusul simian S40 Tag mare. Aceste
oncoproteine, si alte proteine de legare a pRb care sunt codificate de o varietate de virusuri ale
plantelor si animalelor, folosesc motivul LXCXE conservat, pentru a interactiona cu pRb.
Secvente similare au fost identificate in proteine multiple celulare de legare a pRb, sugerand
ca virusurile au evoluat sa tinteascd un loc de legare a pRb inalt conservat care este critic
pentru functionarea sa. S-a intocmit un grup de mutanti pRb in care aminoacizi conservati,
predestinati sa faca legaturi inchise cu o peptida LXCXE, au fost alterati in ciuda conservari
locului de legare al peptidei de-a lungul evolutiei, mutantii pRb care nu au acest loc sunt
capabili sd induca oprirea ciclului celular intr-o linie celulard tumorald deficientd in pRb.
Aceasta oprire in Gl este depasita prin complexele ciclina D-cdK4, dar este rezistentd la
inactivarea prin E7. Mutantii fara locul de reglare LXCXE sunt capabili sd induca oprirea in
G1 a celulelor HeLa in ciuda exprimarii lui E7 HPV-18 sau DP, si pastreaza abilitatea
de a interactiona cu CtIP si HDACI, corepresori transcriptionali care contin secvente
LXCXE-like. Mutantii pRb sunt capabili sa activeze represia transcriptiei. Oncoproteinele
virale depind de locul de legare LXCXE a lui pRb pentru interactiunea la un grad mai finalt
decat proteinele celulare care sunt critice pentru oprirea ciclului celular sau represia
transcriptiei. Mutatia acestui locus permite pRb sd functioneze ca un regulator al ciclului
celular, fiind in acelasi timp rezistent la inactivarea de cétre oncoproteinele virale. (20)

Cancerul pulmonar este a doua cauzi de deces dupa bolile cardiovasculare si este
principala cauzd a mortii de cancer in Occident. Radiografia toracelui si citologia sputei au
permis detectarea stadiului I al cancerului, dar nu au avut impact asupra supravietuirii.
Aceasta se datoreazi potentialului metastazic timpuriu al tumorilor primare mici. Este foarte
important si se detecteze cancerul pulmonar in cel mai timpuriu stadiu, studiind si
identificand leziunile genetice care ar putea indica o noui tinta pentru terapia genica. Gena
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pRb2 (p130) pare a fi unul dintre markeni candidati si tinteste modul de abordare terapeutic
genic. Terapia genica efectiva necesita atat un material genetic care sa fie utilizat terapeutic,
cét si metoda de a-1 ofen. (21)

P130 si p107 sunt cunoscute ca proteine cavitare datoritd unicului domeniu structural
si functional alcatuit din subdomeniile A §1 B separate printr-o regiune spacer care este inalt
conservata in fiecare proteini. Aceste proteine expun proprietati unice supresive ale cresterii
care sunt specifice tipului celular, sugerand ca ele se pot completa reciproc. Studii recente pe
235 de cancere pulmonare, folosind tehnici imunohistochimice, sugereaza un rol independent
pentru pl30 in dezvoltarea si/sau progresia carcinoamelor pulmonare umane. S-a gasit o
relatie inversa semnificativa statistic intre aspectul histologic (gradul potentialului malign) si
expresia lui pl105, p107 si p130 in carcinoamele celulelor squamoase, sugerand ca o crestere
in gradul potentialului malign are ca rezultat sciderea semnificativd a expresiei proteinei.
Acest fenomen a fost evident, in mod particular, pentru pRb2 (p130) care are procentajul cel
mai inalt al nivelelor nedetectabile in toate probele examinate si corelatia inversa cea mai
stransd cu gradul potentialului malign histologic si expresia PCNA in cele mai multe tipuri de
tumori agresive, sugerdnd un rol important pentru pl130 in patogeneza §i progresia catorva
cancere pulmonare. S-a explorat expresia proteinei p130 in mateniale citologice FNAB de la
30 de pacienti cu cancer pulmonar, folosind tehnici imunohistochimice, comparind expresia
proteinei cu tipul tumoral. Din 30 de neoplasme, 27 manifestd o coloratie pozitiva pentru
p130. In particular s-a detectat p130 in 9 carcinoame squamoase, 11 adenocarcinoame, 5 BAC
si 2 SCC. Imunohistochimia reprezintd o metoda sensibild pentru detectarea expresiei p130 in
probe citologice, putind fi folositd in evaluarea preoperatorie a probelor citologice, si
imbunatiti diagnosticul si evaluarea prognostica a pacientilor cu cancer pulmonar. (22)

Deletia sau hiperfosforilarea proteinei retinoblastomului este raportatd in progresia
diferitelor tumon. Pentru a intelege mai bine rolul pRb in leucemia celulelor T adulte/limfom
(ATL), s-a examinat exprimarea si starea de fosforilare a pRb in 3 linii celulare ATL si 43 de
probe clinice, 8 probe de singe periferic si 35 de probe de noduli limfatici de la pacienti cu
ATL. Aditional au fost evaluate imunohistochimic 30 de sectiuni de noduli limfatici. S-a
observat ca pRb, in liniile celulare ATL, a fost hiperfosforilata, dar in 39 din 43 probe clinice,
pRb a fost exclusiv in forma hipofosforilata. 4 probe de sdnge periferic au fost negative pentru
pRb. Imunohistochimic se dezvaluie faptul ca nodulii limfatici ai tuturor celor 30 de pacienti
testati au fost pozitivi pentru pRb la diferite nivele de colorare: slab, mediu §i puternic.
Expresia slaba poate fi esential negativd pentru functia pRb, deoarece pacientii respectivi
traiesc semnificativ mai putin decat cei cu expresie medie. Surprinzitor, pacientii cu expresie
puternicd aratd o prognoza semnificativ mai grava decat cei cu expresie medie. Desi doar
absenta expresiei pRb a fost anterior considerata a fi indicativul pierderii Rb functional, s-a
raportat ci supraexpresia pRb este corelata cu progresia bolii la pacientii cu cancer de vezica
avansat sau limfom folicular. PRb controleaza proliferarea tumorala nu doar ca un reglator al
ciclului celular, ci §i prin alte mecanisme, posibil, prin inhibarea apoptozei, aga cum a fost
sugerat prin recentele descoperini intr-o linie celulard de ostosarcom, Saos-2. PRb poate juca
un rol esential pentru progresia ATL, in forma sa hipofosforilatd precum si ca promotor al
ciclului celular in forma hiperfosforilata, negativa sau redusa excesiv. (23)

Proteinele asociate ciclului celular, p16, pRb, p21 si p53 sunt importante in reglarea
punctului de control G1-S si alterarile lor functionale joaca un rol cheie in carcinogeneza si
proliferarea celulara. S-a examinat imunohistochimic expresia acestor proteine prin folosirea
tesuturilor de la 35 pacienti cu cancer esofagian primar. In 35 cazuri, expresia acestor proteine
a fost detectatd in 4 (11,4%), 25 (71,4%), 11 (31,4%) si 20 (57%). Interesant, 24 din 25
cancere pozitive Rb au p16 negativa, pe cand 3 din 10 cancere negative Rb au nivele crescute
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de p16. In 11 cazuri cu p21 pozitive, au fost metastaze ale nodulilor limfatici in 9 (81,8%).
Aceste rezultate sugereazd ca anormalitdtile proteinei pl6 pot fi strdns asociate cu
carcinogeneza sau proliferarea celulara in cancerele esofagiene. (24)

Tumorile paratiroidiene prezintd deletii care afecteazi gena retinoblastomului i
supraexprimarea ciclinei D1 (Cyc D1). S-au evaluat alterarile din componentele céii pRb in
adenoamele si tumorile agresive paratiroidiene, incluzind modelele expresiei lui pRb, Cyc D1
si pl6/INK4. Perechile de DNA normal si tumoral au fost analizate pentru pierderea
heterozigotiei la situsul Rb in 6 adenoame si 5 tumori agresive. Expresia lui pRb, Cyc D1 si
pl6 a fost studiata in 4 adenoame si 5 tumori agresive. Absenta heterozigotiei RB s-a gasit in
1 din 6 adenoame si in 1 din doud tumori agresive. Analizele imunohistochimice dezvialuie
pRb nedetectabil in 4 din 5 tumori agresive §i prezenta pRb in toate adenoamele. Expresia
CycD1 s-a gasit in 3 din 4 tumori agresive, dar este nedetectabila in adenoame. Alterérile in
calea pRb sunt comune in formele agresive de neoplasme paratiroidiene.

S-a analizat expresia imunohistochimica a pRb in probele obtinute de la 62 paciente
cu de cancer endometrial. S-a folosit sistemul de detectare a avidin-biotin-peroxidazei cu
pretratament cu microunde §i anticorp monoclonal de soarece antiNCL-RB1 uman. S-a
observat o colorare nucleara heterogena pentru pRb, in general in celulele glandulare in 59 din
cele 62 cazuri, in timp ce componentele stromale nu au fost reactive. Intr-un caz in stadiul I al
adenocarcinomului endometrial, un mic procent de celule glandulare (5%) s-a colorat pozitiv
cu anticorp anti-Rb, in timp ce alte doua tumori (stadiul II al carcinomului adenosquamos §i
stadiul III al adenocarcinomului) au pRb negativ. In cazurile cu leziuni concomitente
hiperplazice si neoplazice, imunoreactia pRb a fost heterogena in celulele endometriale
hiperplazice si in endometrul neoplazic adiacent. 8 cazuri de carcinom care prezintd mutatia
punctiforma a codonului 12 al genei K-ras au hiperexprimat imunohistochimic pRb, in timp
ce nici una din cele 3 probe pRb negativ nu a avut o alterare a genei K-ras. PRb este
exprimatd in cele mai multe neoplasme endometriale, dar lipsa imunoreactivitdtii ei poate
corespunde cu rearanjamente ale genei retinoblastomului intr-un subset de carcinoame
endometriale avansate. (25)

Carcinomul nasofaringian (NPC) este un cancer endemic in China de Sud si Africa de
Nord si patogeneza sa nu este inca bine definita la nivel molecular. Implicarea p53 si a genelor
retinoblastomului (RB/p105) in NPC a fost bine studiata; lipsesc date mutationale privind gena
RB2/p130 in tumorile primare si in particular in NPC. RB2/p130 poate fi rearanjata intr-o linie
celulara nasofaringiana. S-a secventiat gena RB2 pentru mutatiile din exonii 19-22. Mutatiile in
gena RB2 au fost detectate in 3 din 10 NPC umane primare din Africa de Nord (30%). Aceste
rezultate impreuna cu datele anterioare care arata inlocuirea genetica a lui RB2, restabilesc o cale
de crestere normala in linia celulara Hone-1 de NPC, intaresc ipoteza ca modificarile genei RB2
pot fi implicate in dezvoltarea si/sau progresia cancerului nasofaringian si sugereaza ca acesteia
poate fi consideratd o gend supresoare tumorald si un candidat pentru noile descoperiri
terapeutice genice pentru NPC. (26)

Factorul de crestere tumorala f1 (TGFB1) inhibd progresia ciclului celular a mai
multor tipuri de celule, prin stoparea lor in faza G1/S. Inhiba complexele active ciclina-Cdk si
conduce la inhibarea fosforilarii lui Rb. in celulele cancerului gastric, SNU16, tratamentul cu
TGFP induce expresia amplificatd a p21 (WAF/CIP1), care inhibd activitatea kinazica a
ciclinet D §i E asociate CDK-urilor §i blocheaza fosforilarea p130. TGFP amplifica
stabilitatea p130, sugerdnd cd hipofosforilarea acesteia §i cresterea stabilititii contribuie la
stoparea in G1 mediata de ea in celulele cancerului gastric. P21 si p130 sunt tinte majore ale
TGFp in celulele cancerului gastric si o cale p21-G1/Cdk-p130/E2F ce mediaza inhibarea
cresterii prin TGFf 1n aceste celule. (27)
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Transformarea melanocitelor normale in celulele melanomului metastazic este
caracterizata prin pierderea dependentei asupra factorilor de crestere externi necesari pentru
viabilitatea si proliferarea melanocitelor normale. Evenimentele moleculare care conduc la
cresterea autonomi a celulelor melanomului nu sunt bine definite, dar probabil, inciud
activitatea susfinuta a kinazelor dependente de cicline (CDK2, CDK4 si CDK®6) ca rezultat al
pierderii inhibitorilior CDK si hiperreglarii persistente a citorva cicline (D1, A si E), reglatori
pozitivi ai CDK-urilor. CDK-urile fosforileaza si deci inactiveaza proteinele supresoare ale
tumorilor familiei retinoblastomului numite proteine cavitare. Inactivarea proteinelor cavitare
elibereaza factori de transcriptie E2F de complexele supresive care induc expresia continué a
genelor tinta ai caror produsi sustin progresia ciclului celular. in melanocitele normale,
factorul de crestere extern supreseazi activitatea tuturor celor 3 proteine cavitare, permitand
activitatii E2F sd se acumuleze si sd sustind transcrierea genelor tintd necesare pentru
proliferarea c elulelor. In contrast, in celulele melanomului din leziunile avansate, toate trei
proteinele cavitare sunt inalt fosforilate §i inactive, chiar in absenta mitogenilor din mediu, iar
activitatea E2F este inalt constitutiva. Hiperfosforilarea cronica sau inactivarea pRb, pl107 si
p130 este, probabil, unul din evenimentele cheie in convertirea melanocitelor normale
dependente de factorii de crestere, in celule ale melanomului cu crestere autonoma. Toate
proteinele cavitare sunt reglate de activitatea Cdk-urilor, astfel ca este probabil ca agentii care
inhiba aceastd clasa de enzime vor fi eficienti in tratarea pacientilor cu melanom. (28)

Aberatiile diferitelor componente ale caii pRb, cum ar fi proteinele retinoblastomului si
ciclina D1, Cdk4 si inhibitorii kinazelor dependente de cicline pl6 sau pl5, au fost raportate
intr-o varietate de tumori umane. S-a raportat frecvent inactivarea situsurilor Cdkn2a/Cdkn2b -
codificatori ai inhibitorilor kinazelor dependente de cicline p16/p15, intr-un subset de limfoame
de soarece induse de 2’,3’-dideoxicitidina §i1 1,3-butadiend, indicand implicarea caii pRb in
limfomageneza. Pentru a investiga daca alterarea altor componente ale cdii pRb reprezinta un
mecanism alternativ fundamental dezvoltanti limfoamelor induse de aceste substante chimice,
s-a examinat starea genelor RB1, Ccndl si Cdk4, gene care codifica proteinele
retinoblastomului, ciclina D1 gi respectiv Cdk4. Nu au fost detectate alterdri masive ale genelor
RB1, Ccnd1 si Cdk4 prin analiza Southern in tumorile examinate. Prin analize ale conformatiei
s-au detectat mutatii punctiforme in domeniul aminoterminal al lui Cdk4 care este important
pentru asocierea cu produsii genei Cdkn2a. Aceste rezultate indicd faptul cad mecanismul
fundamental al dezvoltarii limfoamelor induse de 2’,3’-dideoxicitidina si 1,3-butadiena implica
inactivarea inhibitorilor p16/p15, dar nu alterari ale genelor RB1, Cend1 si Cdk4.

Alterarile genelor asociate ciclului celular contribuie, probabil, la patogeneza
limfomului Burkitt (BL), si in plus la translocatia genei c-myc. Mutatii ale genei RB2 s-au
descoperit recent in liniile celulare BL i in tumorile primare. S-a testat expresia si
organizarea genomici a genei in relafie cu trasaturile proliferative ale unei serii de probe BL
colectate din regiuni endemice §i sporadice. Expresia p130, p107 si proteinelor necesare
proliferarii celulare (ciclina A si B) s-a evidentiat imunohistochimic. Au fost analizate
structurile a 19 exoni din 22 ai genei RB2, ce codifica pentru domeniul B si C terminus, prin
analiza PCR. Produsii PCR directi au fost secventiati pentru identificarea mutatiilor actuale.
Rezultatele sugereazd cd BL este alcatuit dintr-o mixturd de tipuri moleculare cu modele
genetice si fenotipice distincte, probabil rezultate prin mecanisme patogenetice diferite. In BL
endemic, gena RB2 suferd mutatie in cele mai multe cazuri §i proteina este limitata la
citoplasma. In BL asociat SIDA, au fost detectate nivele inalte ale expresiei nucleare a tipului
sdlbatic pl130, pl07 si proteinelor asociate proliferarii celulare. BL sporadice au fost
caracterizate in principal de valorile nucleare scizute ale tipului silbatic p130 si, invers, de
valorile crescute ale pl07. Proliferare celulard crescutd datorata alterarilor diferite ale
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controlului cresterii celulare de catre proteinele inrudite cu Rb, poate fi primul pas in
limfogeneza, in timp ce modificirile genetice aditionale, incluzdnd mutatia de sens gresit a lui
c-myc, se pot produce ulterior. (29)

Proliferarea celulelor musculare netede (SMC) care rezultd in formarea neointimei
este implicata in patogeneza placilor aterosclerotice si justifica ratele inalte ale restenozei care
se produce dupa angioplastia coronard, un tratament comun pentru bolile arterelor coronare.
Leziunile endoteliale orienteaza semnalele proliferative intense ciatre SMC ale subintimei,
stimuland reintrarea lor in ciclul celular din starea GO, rezultind formarea neointimei $i
ocluzia vasculard. Proliferarea celulard este controlatd negativ de reglatorii cresterii sau
genele supresoare ale tumorii, sau ambele, cum sunt membrii familiei genei retinoblastomului
(Rb/p105, p107, Rb2/p130). P130 inhiba proliferarea SMC in vitro si in vivo. S-a folosit
modelul de restenozi al arterei carotide de sobolan pentru a demonstra ca transductia arteriala
localizata a pl130, mediatd de adenovirus in timpul angioplastiei, reduce semnificativ
hiperplazia si previne restenoza. Aceste rezultate sugereaza ca p130 poate fi o tintd importanta
pentru terapia genica vasculara. (30)
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FACTORI DE STIMULARE A COLONIILOR
(CSF)

in procesul de proliferare si diferentiere din maduva osoas3, interactiile intercelulare
prin factori solubili reprezintd un dispozitiv principal prin care se mentine homeostazia
cantitativa §i calitativda a hematopoiezei. Se cunosc peste 20 de proteine secretate in
micromediul medular sau extramedular, capabile sa actioneze pe celula stem, progenitori $i
precursori hematopoietici §i sa exercite functii proproliferative, de diferentiere sau de
mentinere a viabilitafii acestor celule.

1. Factorul de stimulare a coloniilor granulocitare (G-CSF)

A fost izolat pentru prima datd de Welte si colaboratorii in 1985 dintr-o linie de
carcinom de vezica urinara. In prezent, G-CSF (CSF B) este una dintre putinele citokine
aprobate de “Food and-Drug Administration” in practica clinicd, in transplantul medular
autolog si in stiri neutropenice.

Surse. Sub actiunea lipopolizaharidelor (LPS), IFN-y st TNF o, G-CSF este produs de
monocite si macrofage. Prin stimularea cu IL-1, TNF a si LPS este activatd productia si in
alte tipuri de celule (fibroblasti, celule endoteliale, celule medulare stromale i astrocite).

Structurd. G-CSF este o moleculd de 19,6 KDa in forma glicozilati, cea neglicozilata
fiind de 18 KDa; detine doua punti disulfidice. La om, molecula activa are 174 aminoacizi
fiind derivata dintr-un precursor de 204 aminoacizi. G-CSF prezinta o semnificativa omologie
secventiald cu alte citokine, ca IL-6 §i oncostatim M care exercitd o varietate de activitafi pe
numeroase celule {inta printre care §i celulele mieloide.

Analiza prin difractia cu raze X a G-CSF uman arata ca este organizat intr-o structura de
manunchi de patru a-helixuri, asemanitor cu alte citokine ca GM-CSF, IL-2, IFN st hormoni de
crestere. Zona de interactiune cu receptorul este situata spre capatul C-terminal al secventei.

Gena pentru G-CSF se afla pe cromosomul 17q21-g22. Mat multe elemente actioneaza
in amonte de gena4, iar proteinele nucleare care se fixeaza pe secventa prometoare sunt:

— GPE - 1 in apropierea regiunii TATA ce contine secventa consens CK-1 prezenta si
la alte citokine. Proteinele cu motiv “leucine zipper” care se leagi la GPE 1 au fost
identificate ca NF-kB, NF-IL-6, etc. Pare implicat in producerea G-CSF de
monocitele stimulate cu endotoxine;

— GPE 2 - situs octameric de fixare pentru factori de tipul OTF (factori de transcriptie
octameric);

— GPE 3 - specific G-CSF. Deletia la acest nivel ii diminueaza transcriptia spontani a
G-CSF 1in celulele tumorale (4).

Receptori. Au fost identificate mai multe tipuri de receptori de mare afinitate pentru

G-CSF pe neutrofilele mature si pe precursorii lor hematopoietici. Sunt prezenti i pe celulele
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placentare §i endoteliale, iar expresia lor pe celulele de carcinom ar putea media un efect
autocrin sau paracrin de stimulare a cresterii. Efectul G-CSF pe celulele tinta este declangat de
legarea de receptor, cu medierea proliferarii i diferentierii neutrofilelor. Numarul de receptori
G-CSF exprimati membranar este relativ redus, intre 30-1000 molecule/celula dar receptorul
leagd G-CSF cu inaltd afinitate ca homodimer si poate transduce in celule, semnale de
proliferare si diferentiere.

Ligandul induce formarea homodimerizarii lanturilor G-CSF-R; receptorul este activ
sub aceastd formd de homodimer pentru a induce semnalul de activare in neutrofile.
Receptorul G-CSF este un membru al familiei de receptori hematopoietinici care includ IL-2R
(lanturile B si y), IL-3R, GM-CSF-R 51 IL-6R (lantul ).

La om exista doi receptori — unul cu 813 aminoacizi §i omologie de 62% cu cel de
soarece, altul de 759 aminoacizi. Ambii sunt exprimati membranar si se diferentiazd prin
lungimea cozii citoplasmatice. Regiunea citoplasmatici a G-CSF-R nu contine secvente
pentru activititi enzimatice ca tirozin kinaze sau fosfataze. Dimerizarea receptorului G-CSF
prin legarea de ligandul sidu, este forma activa care transduce semnalul in celulele tinta
specifice. Rezultatul semnalizérii constd in reglarea specificd a proliferarii §i diferentierii
neutrofilelor. Mecanismul de semnalizare este inca neelucidat.

Efecte biologice. G-CSF stimuleaza specific proliferarea si diferentierea progenitorilor
neutrofilelor. Prelungeste supravietuirea neutrofilelor mature §i stimuleazi capacitatea
functionala a acestora.

Administrarea la om a 1-60 pg G-CSF/kg/zi stimuleaza proliferarea tuturor stadiilor
granulocitopoiezet §i rezultd rapid (24 ore), in manierd dependenta de doza, cresterea de
aproximativ 15 ori a neutrofilelor in singele periferic, comparativ cu valorile bazale. Functia
de stimulare a proliferarii coloniilor hematopoietice de catre G-CSF fondeaza utilizarea lui in
conditii patologice asociate cu mielosupresia (25). In prezenta IL-3 asigurid expansiunea
megacariocitelor in vitro, iar in prezenta SCF induce proliferarea celulei stem hematopoietice
multipotente, cu expansiunea coloniilor de blasti in vitro i a CFU-S in vivo.

G-CSF inhiba apoptoza indusa de TGFp intr-o linie de leucemie mieloida murina, in
timp ce IL-3 si SCF au efect slab iar GM-CSF nu actioneaza, fapt datorat expresiei diferite a
receptorilor pentru citokine (18).

Actiunea se centreazd pe sistemul granulocitar neutrofilic prin trei efecte majore:
reducerea duratei de tranzit a neutrofilelor in compartimentul medular postmitotic, stimularea
proliferarii progenitorilor neutrofilelor si, in sangele periferic, deplasarea neutrofilelor din
zona marginala in cea axiald a fluxului sangvin, ducand la cresterea numerica a neutrofilelor
in sange si ameliorarea stérilor neutropenice.

Deficientele in productia G-CSF sau in raspunsul la aceastd citokind sunt urmate de
neutropenie cronica §i sensibilitate la infectiile bacteriene.

2. Factorul de stimulare a coloniilor de granulocite-macrofage (GM-CSF)

GM-CSF (CSF-2, CSF-a) a fost pus in evidenta in 1984 de catre Gasson §i colaboratori,
fiind una din primele citokine reglatoare ale hematopoiezei care a fost purificata si clonata.

Surse. Secretia este indusa in prezenta unor citokine sau factori inflamatort, in celulele
B, T, monocite, macrofage, celulele endoteliale.

Structurd. Proteina precursor contine un semnal N-terminal de 17 aminoacizi, prin
clivarea sa rezultd molecule mature de 127 aminoacizi. Greutatea moleculard este variabila
(14-35 KDa), proteina fiind glicozilatd in diferite grade, insa grupérile glicozidice nu
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influenteaza activitatea biologica. Intramolecular, prezintd doua punti disulfidice care i
confera conformatia activa.

Gena codificanti a GM-CSF uman este localizata pe bratul lung al cromosomului 5 in
locusul 5q23-31, localizare foarte apropiatda de gena care codifica pentru IL-3. O regiune in
promotorii genelor codificante pentru IL.-4, IL-5, G-CSF si GM-CSF prezinta un grad mare de
omologie si este denumita CLE 0 (element conservat al limfokinei 0); se discuta apartenenta
la familia oncogenelor ets. Au fost identificate doua proteine care interacfioneaza cu CLE 0 -
NF-CLE 0a si NF-CLE 0b care au rol de reglator pozitiv si respectiv negativ. Desi CLE 0 a
genei pentru G-CSF este omoloaga cu cea pentru IL-4, IL-5 si GM-CSF, nu este recunoscuta
de CLE 0a si CLE 0b, fapt explicat prin fenomenul de redundanta a actiunii citokinelor $i prin
exprimarea preferentiala a unor factori, de exemplu, GM-CSF si nu G-CSF. (17)

Receptorul. Este identificat pe progenitorii mieloizi i pe alte celule imune §i non-imune,
receptorul hematopoietinic avind in componentd doud subunitdti asociate necovalent.
Subunitatea & (85 kDa) are afinitate scazuta de legare pentru GM-CSF si formeaza impreuna cu
subunitatea 3 (130 kDa) un receptor cu afinitate inalti. Catena [ intra si in structura IL-3-R si
IL-5-R, ceea ce sta la baza fenomenului de redundanta a activitatii biologice exercitata de aceste
citokine §i poate explica competitia de legare intre acestea pentru acelagi component comun fc
al receptorului. O forma solubild a GM-CSF-Ra a fost detectatd in serul uman iar o alta
moleculd de acest tip cu un domeniu citoplasmatic procesat alternativ, a fost identificata in
lichidele biologice.

Transducerea semnalulut implicd cascada kinazelor ca legéturd intre stimularea
GM-CSF, interactiunea cu receptorul si raspunsul celular (6). Dimenizarea af8 induce
fosforilarea Jak antrenind fosforilarea reziduurilor tirozinice ale mai multor substrate: STAT-5,
Ras/RaffMAPK, Vav, Pim-1, Pi13K. Fosforilarea tirozinei proteinelor prin tirozin kinaza (PTK)
este implicatd ca un intermediar in reglarea proliferarii si diferentierii celulelor tinti. De
asemenea, MAP-kinaza este calea de transducere a semnalizirii comune pentru GM-CSF, IL-3,
IL-5 st factorul Steel. Alte molecule implicate in transducerea semnalului de catre GM-CSF in
neutrofile sunt angrenate in calea proteinei G, a proteinkinazei Ce si fosfolipazei D (4).

Efecte biologice. GM-CSF este stimulatorul principal al proliferdrii coloniilor
granulocitare — monocite, macrofage si eozinofile in maduva hematopoietica. Efectele sunt directe
dar se pot datora si inductiei secretiei altor citokine (IL-3, IL-5, G-CSF). in prezenta EPO si IL-3
este activator al expansiunii coloniilor eritroide §i megacariocitare. Este necesar pentru
dezvoltarea si multiplicarea progenitorilor celulelor dendritice. In neutrofile si eozinofile este
stimulatd productia de radicali superoxizi, leucotriene $i metaboliti ai acidului arahidonic, cu
amplificarea mecanismelor defensive nespecifice. Stimuleazid citotoxicitatea dependenta de
anticorpi  (ADCC) impotriva celulelor tumorale; chemotaxia neutrofilelor, eozinofilelor,
macrofagelor (creste expresia moleculelor de adeziune Mo-1, amplificd producerea de histamina,
creste sinteza IL-1, TNF o).

Sub actiunea GM-CSF endoteliocitele prolifereaza mai intens, iar pentru unele celule
de adenocarcinom, carcinom §i sarcom osteogenic este un posibil factor de crestere.

3. Factorul de stimulare a coloniilor de macrofage (M-CSF)
Prima clonare a M-CSF (CSF-1) a fost efectuatd in 1987 de catre Wong si colaboratori

pe baza unor molecule de cca. 70 kDa izolate din urind. O proteind mai mici a fost purificata
ulterior de Kawasaki §i colaboratorii dintr-o linie de carcinom pancreatic uman. Desi
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utilizarea clinica nu a fost oficial aprobata, exista incercari cu M-CSF recombinant uman in
terapia cancerului, in special a unor hemopatii maligne dar si a infectiilor fungice.

Surse M-CSF se gaseste in concentrafii mai mari in diferite lichide biologice (plasma,
urind) i in maduva hematogeni. Este sintetizat de macrofage activate de citokine sau
lipopolizaharide, limfocite T si B, precum si de celulele endoteliale, fibroblagti, keratinocite,
osteoblasti, astrocite, celule stromale medulare si celule epiteliale secretoare din uter. Secretia
se atribuie §1 unor celule tumorale de leucemie acuta mieloida si limfoida, adenocarcinom
pulmonar, mamar, uterin §i ovarian.

Structurd Exista doua forme de M-CSF, ambele exprimate initial ca preproteind care
prin proteolizi genereazi factori solubili. Din forma de 554 aminoacizi rezulta o proteini de
223 K Da secretata extracelular. Prin clivarea precursorului de 256 aminoacizi se formeaza
dimeri solubili cu subunitati de 160 aminoacizi. Moleculele membranare pot si interactioneze
juxtacrin cu receptorul M-CSF-R de pe aceeasi celula sau de pe celulele invecinate. Factorii
solubili sunt proteine homodimerice, cu subunitéti unite printr-o punte disulfidica. Greutatea
moleculara este de 40-90 KDa, in functie de gradul de glicozilare.

O particularitate importanta este prezenta in miezul proteic a unui lant de 18 KDa de
condroitin sulfat (Ser 276-277); se presupune ca exista doua izoforme: fara condroitin sulfat gi
cu condroitin sulfat, aceasta din urma fiind esentiala in organele hematopoietice primare (4).

Gena codificanta se afla pe locusul 1p13-21, si este formatd din 10 exoni. La nivel
molecular, mecanismul expresiei genei CSF 1in celulele leucemice este reglat
posttranscriptional, fiind implicate si unele oncogene. Secventa bogata in adenina si uracil de
la capatul 3' al ARNm este sensibila la clivare dar poate fi prelungita prin expresia c-ras prin
mecanisme transcriptionale i posttranscripfionale. ARNm al M-CSF care nu este bogat in
secvente AU la capatul 3' nu este afectat in celulele transfectate ras. Existad ipoteza ca fiecare
genad codificantad pentru citokine este afectatd prin mutatii in zona reglatoare, insa este
probabila si existenta unui factor comun care deregleaza expresia mai multor citokine (18).

Receprorul. Exista un singur tip de receptor detectat pe suprafata monocitelor si
macrofagelor tisulare. Receptorul apare i pe trofoblastul uman fiind, probabil, implicat in
dezvoltarea placentei. Este codificat de protooncogena c-fms (situata pe cromosomul 5,
regiunea 5q21-32) si apartine unei familii de tirozin kinaze care includ receptorii factorilor o
si B ai proliferarii, derivati din trombocite (PDGFR) si protooncogena c-kit, receptorul
factorului Steel. In structura receptorilor oncogenici ai citokinelor cu activitate tirozinkinazica
intrinsecad (EGFR, PDGFR, SCFR, VEGF-VPF/ FLK1) numeroase reziduuri din domeniul
intracelular sunt determinante pentru functionare: Lys 616 al situsului de legare a ATP este
precedat de o secventa GXGXXG; legarea CSF se realizeaza in primele trei domenii
extracelulare, in timp ce pentru dimerizare este important al patrulea domeniu. Regiunea
extracelulard (493 aminoacizi) este organizatd in cinci domenii Ig-like, in timp ce domeniul
transmembranar detine doar 25 aminoacizi, iar cel intracelular 435 aminoacizi.

Interacfiunea receptorului cu ligandul mediaza efectele biologice pleiotrope ale M-CSF
de supravietuire, proliferare §i diferentiere a monocitelor si macrofagelor. Legarea M-CSF
initiazd homodimerizarea receptorului i transducerea semnalului pe calea tirozin kinazelor,
autofosforilarea tirozinei din secventa receptorului si fosforilarea unor proteine celulare.
Interactiunea ligandului cu receptorul este urmata de internalizarea complexului ligand receptor
urmati de scaderea expresiei receptorului. Caile semnalizarii hematopoietice includ cascada
Ras/Raf-1/MAPK si calea Jak-STAT. Calea Jak-STAT a semnalului intracelular este utilizata
de receptor pentru a induce transcriptia genelor. Diferentierea celulelor mieloide indusd de
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CSF-1 este insotita de activarea factorului inductor al diferentierii (DIF) care se asociazi cu
elementul ADN, cale inexistenti in semnalizarea indusa de G-CSF.

in dezvoltarea embrionara la soarece, dupi implantarea oului, c-fms §i c-kit sunt
exprimate in embrion inaintea implantarii. ARNm pentru M-CSF si SCF sunt detectabili in
celulele oviductului, uterului in timpul ovulatiei, al migrarii oocitului §i al implantani
embrionului (4).

Efecte biologice. Efectele se manifestd pe sistemul mononuclear macrofagic, fiind
stimulatd nu numai proliferarea coloniilor monocitare, dar i multiplicarea, diferentierea,
viabilitatea i functionalitatea macrofagelor mature. Este indusd sinteza citokinelor
proinflamatoni — TNF a, IL-1 si amplificata capacitatea de fagocitoza.

Echilibrul functional osteoclaste-osteoblaste este asigurat de productia normala de
M-CSF; excesul citokinei duce la osteoporozia prin dezechilibru functional in favoarea
osteoclastelor (21).

Existenfa unei mutatii spontane (op) la nivelul genei M-CSF in linia fibroblastica
murind L929 permite observarea interventiei complexului M-CSF/M-CSFR in homeostazie si
anume, absenta incisivilor §i prezenta osteoporozei la homozigotii op/op. Aditia unei timidine
este incompatibila cu translatia ARNm, cu consecinta dezvoltarii anormale a macrofagelor (4).

Deficientele in productia M-CSF sau in rispunsul la aceasta citokina sunt urmate de
diminuarea progenitorilor hematopoietici in maduva osoasd, compensata de hematopoieza
extramedulara, osteoporoza, scaderea frecventei macrofagelor periferice, scaderea fertilitatii
la femelele de soarece.

4. Eritropoietina (EPO)

Este principalul stimulator al proliferarii si factor de maturare al progenitorilor
entroizi BFU-E si CFU-E.

Surse. In perioada fetals, principala sursd este ficatul. La adult, rinichiul devine
organul principal de productie (fibroblastii din interstitiul peritubular al regiunii cortexului
renal, mai precis la nivelul aparatului juxtaglomerular), ponderea hepatocitului fiind de 10-
15%. Alte celule producitoare ar fi macrofagele din maduva hematopoietica.

Structura. EPO este o proteina glicozilatd de 193 aminoacizi si greutate moleculara
de 30,4 kDa, glicozilarea fiind esentiala pentru solubilitatea moleculei si actiunea in vivo, in
timp ce stabilitatea moleculei este datd de prezenta a doua punti disulfidice. Forma precursor
confine o secventd N-terminald hidrofoba de 27 aminoacizi care este scindata in timpul
maturarii sale. Hipoxia sau tratamentul cu cobalt a unor linii celulare de hepatom (Hep 3B)
secretante de EPO, creste de 50 de ori secretia, in timp ce sinteza ARNm doar de 10 ori.
Unele cercetéri au sugerat rolul prostaglandinelor in activarea sintezei de EPO prin cresterea
sintezei AMPc; altele indica rolul Ca®*. Se pare ca existd un complex posttranscriptional
semnificativ in reglarea genei reprezentat de o proteina ribonucleara care este factor reglator
negativ. IL-1 si TNF a inhiba sinteza de EPO, probabil la nivel transcriptional.

Gena codificanta a EPO este unica, situati pe cromosomul uman 7q11-22.

Receprorul. Este situat la nivelul progenitorilor eritroizi, hematii, megacariocite si
celule endoteliale, fiind o proteind de 508 aminoacizi §i 55 kDa cu trei portiuni —
extracelulard, transmembranard §i citoplasmaticd (categoria receptorilor hematopoietinici),
activa in stare homodimera. Interactiunea EPO cu receptorul determina mai multe evenimente
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intracelulare, probabil responsabile de activarea proliferdrii celulelor seriei rosii determinind
fosforilarea unei componente asociate de 130 kDa, cregterea influxului de Ca®" si activarea
transcriptiei protooncogenelor ras §i myc. in transductia semnalului un rol important il au
factorii Jak 2, STAT-5 si MAPK.

Efecte biologice. In principal, EPO determini intensificarea eritropoiezei prin
stimularea proliferarii si diferentierii progenitorilor eritroizi. Sub actiunea sinergica a EPO cu
IL-3 si GM-CSF se initiazi proliferarea §i expresia receptorilor EPO. Acest complex de
factori, in special EPO, stimuleazi aparitia si proliferarea unitatilor de colonii eritroide cu
formarea de eritrocite mature §i reticulocite, inclusiv stimularea directd a sintezei de
hemoglobina. Eritropoieza incepe in cursul embriogenezei i se caracterizeaza prin productia
de eritrocite nucleate (reticulocite) care contin hemoglobina fetala (HbF). Celulele progenitor
eritroide sufera diferentierea hematopoietica ca raspuns la actiunea stimulatoare a EPO. Spre
sfarsitul gestatiei, hematopoieza se realizeaza in ficat, splina si partial in maduva hematogena
care devine la adult locul major al hematopoiezei si respectiv al eritropoiezei. Hematiile
produse prin acest proces sunt anucleate si contin hemoglobina A (HbA). In eritropoieza
definitivd cele mai multe celule au forme imature, sunt orientate spre linia eritroida §i sunt
rezidente in maduva hematogena (18).

EPO si receptorul sdu sunt indispensabili pentru enitropoiezi; EPO nu este esentiald pentru
generarea celulelor progenitor eritroide, ci pentru supravietuirea unitatilor formatoare de eritrocite
(CFU-E) declangand proliferarea si diferentierea progenitorilor in eritrocite mature. Astfel, in faza
G a ciclului celular, EPO se cupleazi la receptorul de pe CFU-E stimuland diviziunea celulara.

In vitro s-au observat efecte ale EPO asupra megacariocitopoiezei, evidentiindu-se
cresterea formarii de colonii §i stimularea maturarii megacariocitelor.

5. Factorul celulei stem (SCF)

Este o glicoproteina izolata initial ca oncoproteina din virusul sarcomului felin Hardy-
Zuckerman 4 (HZ4) ale carei functii sunt necesare pentru o hematopoieza constitutiva
normald. A fost descoperit in 1990 de cercetatori care au observat ca soarecii cu mutatia w
(Dominant White Spotting) saw/'SI (Steel) prezinta tulburiri de hematopoiezi, melanogeneza
§i spermatogenezd. Prima mutatie corespunde locusului c-kit, o protooncogeni care codifica
un receptor membranar cu activitate tirozinkinazica. Pentru locusul SI s-au evidentiat mai
multe actiuni, astfel fiind denumit in diverse moduri: SCF, ligandul c-kit (KL), MGF (factorul
de cregtere al mastocitelor), factorul Steel (SLF).

Surse. SCF este secretat de fibroblasti, neuroni, ovocite, celule Sertoli, macrofage,
hepatocite, secretia fiind diferentiata in functie de tipul celular.

Structura. La om, SCF este o proteind membranarai tip I alcatuitd din 273 aminoacizi.
Primele 25 de resturi de aminoacizi constituie peptidul semnal care este clivat enzimatic cu
formarea proteinei mature, aceasta prezentind un domeniu extracelular care prin clivaj
proteazic elibereaza forma solubila. Proteina este ancorati de suprafata celulara prin domeniul
transmembranar urmat de secventa citoplasmatica, alcatuita din 36 de aminoacizi si implicata
in transducerea semnalului. Lantul polipeptidic se constituie ca un monomer care formeazi
structuri dimerice glicozilate, legate necovalent.
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Gena care codifica SCF uman se afla localizata pe bratul lung al cromosomului
12q22-24.

Receptorul. Structural, receptorul uman a fost caracterizat prin analogie cu cel murin,
fiind inrudit cu factorul de crestere derivat din plakete (PDGF) si cu factorul de stimulare al
coloniilor de macrofage (M-CSF). A fost identificat doar pe celulele stem pluripotente
hematopoietice, pe progenitorii mieloizi, eritroizi, limfoizi B §i mastocitari, si se prezintd ca o
tirozinkinazi de 145 aminoacizi codificata de protooncogena c-kit. Face parte din superfamilia
de receptori imunoglobulinici, prezentand in regiunea extracelulard 5 domenii Ig-like.

Legarea SCF declangeaza dimerizarea moleculei receptorului c-kit care genereaza
transducerea semnalului stimulator. Legarea factorului Steel de c-kit induce rapid fosforilarea
resturilor de tirozind din domeniul kinazic al receptorului c-kit. Receptorul autofosforilat se
asociazd prin intermediul domeniului SH2 cu fosfatidil inozitol 3 kinaza (PI-3K) si
fosfolipaza Cyl (PLC yl), expresia membranard a receptorului fiind reglatd negativ prin
activarea PKC si pozitiv prin inhibarea acestei enzime. De asemenea, activarea c-kit
antreneaza fosforilarea Vav (P95%%") — codificata de o protooncogend exprimata doar pe
celulele hematopoietice — ce contine un domeniu SH2 si doud domenii SH3 (1).

Efecte biologice. Celulele tintd ale SCF sunt celulele stem pluripotente si celulele
precursor angajate spre linia mieloida. Exercitd numeroase actiuni in hematopoieza, potentat
de prezenta altor factori: EPO pe linia eritroida, IL-3, IL-6, IL-11, GM-CSF, G-CSF pe linia
mieloida, IL-3, IL-6, IL-11 pentru expansiunea megacariocitelor, IL-3 pentru mastocite.
Asociat cu IL-7 stimuleaza proliferarea progenitorilor limfocitelor B, cu IL-2 si IL-7 induce
proliferarea timocitelor. Are un nivel inalt in placentd §i in sistemul nervos central al
adultului, jucand un rol important in chimiotactismul axonilor. In general este considerat
factor de crestere pentru mastocite intrucit stimuleazi eliberarea histaminei, a leucotrienelor
dependent de IgE, precum si sinteza mediatorilor lipidici si protidici.

Administrarea SCF inaintea tratamentelor radioterapeutice are efect radioprotectiv
prin cresterea aportului de celule progenitoare CD34+ aflate in faza S a ciclului celular.

Mutatiile c-kit sunt asociate la soareci cu hipopigmentare locald fira inducerea
dezordinii hematologice. Administrarea SCF combinat cu G-CSF protejeazi soarecii contra
dozelor letale de Candida albicans (4).

Deficientele in productia SCF sau in raspunsul la aceastd citokind sunt urmate de
aparitia anemiei macrocitare, scaderea frecventei mastocitelor si melanocitelor, precum si
sterilitate la soareci.

6. Trombopoietina (TPO)

Ipoteza conform cdreia numarul de trombocite din singe este controlat de un factor
reglator umoral a fost propusi de Kelemen in 1958, iar factorul a fost denumit
trombopoietind. Recent s-a identificat §i receptorul sintetizat de protooncogena mpl,
trombopoietina fiind denumita si ligand Mpl sau factor de proliferare a megacariocitelor.
Descoperirea TPO a pornit de la studiul oncogenei v-mpl, parte a genomului virusului
leucemiei mieloproliferative (MPLV). Omologul celular al genei codifici un receptor
hematopoietic de citokine implicat in diferentierea liniei megacariocitice (26).
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Surse. Se cunoaste putin despre sursele fiziologice ale productiei de TPO. S-a
identificat ARNm al transcriptiei TPO umanai in ficat, rinichi, splind si celulele stromale din
maduva hematogena.

Structura. Caracterizarea TPO umana a fost posibila prin obtinerea proteinei
recombinante produsd in culturd de celule. TPO este o proteina alcatuitd dintr-un lant
polipeptidic de 332 aminoacizi cu masa moleculara de 35 kDa. In regiunea N-terminala exista
un domeniu omolog cu eritropoietina ce contine patru cisteine conservate, unite prin doua
punti disulfidice. Domeniul C-terminal contine 6 situsuri de glicozilare, cele doua domenii N
s1 C terminale fiind separate de un dipeptid Arg-Arg.

Gena codificatoare a TPO umand are structurd similard cu gena EPO, ceea ce
presupune ci aceste gene au evoluat dintr-o secventa ancestrala comuna prin duplicarea genei.
Exista o singura gena codificantd a TPO localizata pe cromosomul 3q26-27.

Receptorul. Este exprimat in fesuturi hematopoietice (splind, maduva hematogena),
celule progenitor hematopoietice CD34+, megacariocite, trombocite si celule endoteliale.
Receptorul uman Mpl a fost caracterizat gi clonat in 1992 si este un nou membru al familiei
receptorilor hematopoietinici aldturi de lantul B al IL-3R si GM-CSFR. Prezintd omologie
secventiala cu receptorul EPO, fiind constituit dintr-o regiune extracelulard de 463 aminoacizi
care contine doud motive conservate comune cu receptorii hematopoietinici -4 cisteine
conservate la capatul N-terminal s§i pentapeptidul WSXA aWS in apropierea regiunii
transmembranare (22 aminoacizi) urmat de un segment citoplasmatic de 66 aminoacizi.

Gena receptorului uman Mpl este localizata pe cromosomul 1q34.

Efecte biologice. Megacariocitopoieza este procesul prin care celulele stem multi-
potente hematopoietice suferd diferentierea spre celulele progenitor, megacariocitele care se
matureaza §i dau nastere la trombocite. Mai multi factori de proliferare hematopoietici ca IL-
3, IL-6, IL-11, GM-CSF, si EPO sunt implicafi in megacariocitopoiezd. TPO stimuleaza att
proliferarea cit §i maturarea spre productia de trombocite, activitate accentuatd prin
sinergismul cu factorii amintiti precedent. Administrat la om, creste numarul de trombocite de
5-10 ori peste valorile bazale si mentine crescuta timp de doua saptimani productia acestora.
Comparativ, IL-3, IL-6 si IL-11 stimuleaza de doua ori numarul de trombocite circulante fata
de valorile normale.

Deficientele in productia TPO sau in raspunsul la aceastd citokind sunt urmate de
scdderea numarului megacariocitelor si a plachetelor circulante.

7. Interleukina-3 (1L-3)

Interleukina 3 actioneaza pe numeroase celule tintd din sistemul hematopoietic astfel
cd a fost denumita factor stimulator al multiplelor colonii de celule hematopoietice (factor al
proliferarii mastocitelor, CSF megacariocitar, CSF al eozinofilelor, multi-CSF).

Surse. 1L-3 este produsd de limfocitele T activate (predominant subpopulatia T
CD4+), mastocitele activate si celulele stromale din maduva hematogend. Stimularea
limfocitelor T prin antigene specifice sau lectine duce la aparitia productiei de IL-3 la 12-20
ore de incubare, subsetul TCD4+ producand de 10-100 de ori mai multd citokind decét
subsetul TCD8+. in situatii rare este detectata in circulatie, dupa stimularea antigenicd a
soarecilor imunizati, in cursul transplantului sau dupi injectia cu anticorpi anti-CD3.
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Structura. Prezinta similitudine structurala cu alte interleukine si factori de proliferare
hematopoietici. Este constituitd dintr-un lant polipeptidic de 14 kDa (133 aminoacizi) puternic
glicozilat. Genele codificatoare ale IL-3 si GM-CSF la om sunt strins unite si plasate pe
cromosomul 5q21-23, o regiune care contine genele pentru mai multi factori de proliferare
hematopoietici, ceea ce sustine evolutia comuna ancestrala.

Receptorul. 1L-3R este un heterodimer constituit din doud lanturi care fac parte din
superfamilia receptorilor hematopoietinici. Aceste lanturi sunt :

—lantul a care leaga specific IL-3 cu slaba afinitate si este omolog cu lanturile o ale

receptorilor GM-CSF si IL-5;

—lantul B care este comun la om cu receptorii GM-CSF si IL-5. Ca atare cele trei
citokine poseda un lant p comun (Bc). IL-3 poate lega cu slaba afinitate fie lantul a,
fie lantul B. In schimb, complexul ap constituie receptorul de inalta afinitate.

Competitia intre IL-3, IL-5 si GM-CSF pentru lantul Bc are loc pe celulele care
exprima receptori pentru mai mult de una dintre aceste trei citokine. Astfel, lantul Bc poate
interactiona cu unul din cele trei lanturi « specifice (IL-3, IL-5, GM-CSF si ligandul specific
genereazi complexe receptor-ligand specifice cu inalta afinitate). Exista o ierarhie legata de
capacitatea acestor citokine de a interactiona cu receptorii lor heterodimerici de inalti
afinitate. De exemplu, la concentratii echimolare pe eozinofile, GM-CSF leagd componenta
Bc mai mult decat IL-3 si IL-3 mai mult decat IL-5. Aceastd ierarhizare ar fi legata fie de
densitatea expresiei lanfului a specific, fie de abilitatea diferentiata a lantului a de a se asocia
cu lantul Bc sau de afinitatea diferita a receptorului heterodimeric.

Dacd implicatiile competitiei celor trei citokine pentru componenta Pc rdmén
neelucidate pana in prezent, este clar ca interactiunea ligand-receptor are efect asupra
celulelor tinta si ca expresia unui numar limitat de lanturi fc previne posibila hiperstimulare a
semnalizirii intracelulare a celulei tinta.

Transducerea semnalului este mediata prin lantul fc al IL-3R. Domeniul citoplasmatic
al lantului o este scurt si prezintd relativi omologie cu lantul a al GM-CSFR, ceea ce
sugereaza ca domeniul citoplasmatic al lantului a nu este esential pentru generarea semnalului
de proliferare, ci doar pentru legarea ligandului.

Lantul B al IL-3R are un domeniu citoplasmatic lung si este responsabil de
transducerea semnalului ca urmare a interactiunii ligandului cu dimerul afic, receptor de
inalta afinitate. In ciuda absentei activitatii tirozinkinazice intrinseci, unul din primele
evenimente observate dupa legarea ligandului este inductia fosforilarii reziduurilor tirozinice
ale substratelor intracitoplasmatice, sugerata de capacitatea retrovirusurilor care exprima
oncogene cu activitate tirozinkinazica (v-abl, v-src, v-fms) de a induce proliferarea liniilor
dependente de IL-3 in absenta factorului de crestere. Evenimentul central al semnalizarii
constd in transformarea conformationala a lantului B in urma interactiunii cu lantul a specific
care angajeazad mecanisme dependente de activarea tirozinkinazei Jak2 si MAP kinazei.

In cazul privarii de IL-3 in culturile de celule, P53 este importantd in activarea
apoptozei, insd mecanismul este inca neclar. Se pare ca P53 actioneaza asupra caspazelor; in
celulele leucemice mieloide M1, supraexpresia genei p53 induce activarea cascadei
caspazelor, iar incubarea acestor celule cu IL-6 poate inhiba acest proces mediat de P53.
Supraexpresia P53 induce transcriptia proteinei proapoptotice Bax, ca si DRS, un receptor de
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suprafata implicat in activarea caspazelor. Supraexpresia P53 in cancerul colorectal duce la
inducerea unor gene inductibile de catre P53 (PIGS). Dintre cele 14 gene identificate, unele
codifica enzime implicate in producerea sau reglarea speciilor de oxigen reactiv (ROS).
Inducerea acestor enzime genereazi ROS, denaturarea oxidativd a mitocondriei, eliberarea
proteinelor din aceasta §i activarea caspazelor (13).

Activarea Ras (prin complexul intermediar Shc-grb2-SOS sau Vav) pe calea Raf /
MAPK creste expresia protooncogenelor c-myc si c-fos corelate cu proliferarea celulard §i
durata de supravietuire a celulelor tinti. Fosfatazele HCP (fosfataza celulei hematopoietice)
sunt implicate de Jak-2 si joaca un rol reglator negativ. Se pare ca IL-3, GM-CSF si EPO
induc sinteza unei molecule CIS (citokind ce induce proteina care contone SH2) care se
fixeaza pe tirozinele fosforilate ale partii distale a receptorului putdnd avea un efect reglator
negativ asupra acestuia (4).

Efecte biologice. 1L-3 ‘este factorul major al controlului proliferdrii §i diferentieni
celulelor precursor hematopoietice.

Asupra progenitorilor hematopoietici:

— induce formarea coloniilor de granulocite, macrofage, eozinofile si megacariocite;

— actioneaza asupra stadiilor precoce ale diferentieni eritrocitelor si induce formarea

globulelor rosii in prezenta eritropoietinei;

—induce formarea de colonii mixte (GEMM) si celule blastice;

— stimuleaza proliferarea si diferentierea mastocitelor la soareci si a bazofilelor la om;

— stimuleazi sinteza histaminei;

— creste activitatea arginazei §i ornitindecarboxilazei;

— induce expresia Thy-1 pe precursorii hematopoietici precoce;

- induce expresia receptorilor IL-1 pe celulele medulare umane;

— blocheaza diferentierea celulelor NK la soareci.

Asupra celulelor mature:

— modifica morfologia si activitatea fagocitara a macrofagelor;

—induce expresia LFA-1, CD11a si a Ag CMH II la suprafata macrofagelor;

— actioneaza sinergic cu LPS la producerea IL-1, IL-6, TNF a de citre macrofage;

— faciliteaza citotoxicitatea monocitelor ca raspuns la un stimul secundar;

—moduleazd producerea histaminei de catre bazofile, ca raspuns la agentii

degranulanti;

— stimuleazi activitatea functionala a eozinofilelor precum fagocitoza si productia de

SuUperoxizi.

IL-3 sinergic cu M-CSF genereazd macrofage mature, sinergic cu G-CSF genereaza
neutrofile mature. Stimuleazi proliferarea si activitatea functionald a mastocitelor, redundant
cu IL-4, IL-9 si IL-10 si asigura supravietuirea subpopulatiei de mastocite asociate suprafetei
mucoaselor. In ansamblu, cel mai proeminent efect al IL-3 se produce in etapele initiale ale
diferentierii hematopoietice. Celulele tinta ale actiunii IL-3 includ celulele progenitor ale
fiecérei linii derivate din celulele stem pluripotente hematopoietice, cu exceptia celulelor
progenitor ale liniei limfoide (4,18).

Deficientele in productia IL-3 sau in raspunsul la aceastd citokind sunt urmate de
aparitia sindroamelor limfoproliferative pre-B (translocatia 5;14).
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Eepresia factorilor de stimulare a coloniilor
in diverse tipuri de cancer

Existd mai multe mecanisme prin care o celulda maligna ist asigurd in mod autonom
cresterea, independent de factorii stimulatori exogeni. Aceste procese sunt intalnite izolat sau
in asociere in diferite tumori, fiind reprezentate de:

— productia endogena de factori de crestere si stimularea autocrina;

—alterdri ale receptorului membranar pentru factori de crestere §i alterarea

mecanismelor de semnalizare intracelulara;

— lipsa de reactie fata de factorii inhibitori.

Citokinele sunt proteine sau glicoproteine care intervin in numeroase procese celulare;
pot fi produse de celule localizate in zone indepartate de regiunea asupra careia isi exercitd
influenta (stimulare endocrind) sau in zone invecinate (stimulare paracrind). De asemenea,
factorii de crestere pot fi produsi de o celula in folosul propriu, conform ipotezei autocrine: o
celuld anormala incepe sd produci citokine care vor sustine cresterea aberanta prin legarea la
un receptor specific localizat pe suprafata celulei sau in reteaua intracelulara (in acest ultim
caz, secretia extracelulara a factorilor de crestere nu este necesard, din moment ce exista un
circuit intracelular, proces denumit “stimulare juxtacrina”).

Daca celula este continuu sub stimul proliferativ, poate eluda mecanismele de control
al cresterii. Odata ce factorul de crestere se leaga de receptorul specific, acesta se activeaza si
semnalul de transducere trece din membrand in citoplasmd cu producere de mesager
secundari si tertiari ce influenteaza factorii implicati in proliferare. Dereglarile in punctele de
transducere a semnalului duc la pierderea controlului asupra cresterii celulei; de aceea unele
gene codifica factori de crestere, receptori pentru factorii de crestere sau proteine ce intervin
in transductie si corespund protooncogenelor. Astfel, activarea lantului de semnalizare a
citokinelor poate urma calea normala a dezvoltarii si progresiei prin ciclul celular sau, prin
alterarea sa poate duce la apantia tumorilor. '

La pacientii cu leucemie acuta mieloida (LAM) s-au detectat recepton specifici pentru
G-CSF s1 GM-CSF utili pentru proliferare. Blastii leucemici de la pacientii cu subtipul LAM
3 prezinta receptori pentru G-CSF in numar mare. S-a observat ca nu numai celulele tumorale
din leucemia acuta sau cronicd mieloblasticd exprima receptori pentru G-CSF, ci si celulele
din cancerul bronsic cu celule mici.

Genele reglatoare ale GM-CSF, CSF-1, CSF-1R de pe cromosomul 5 sunt frecvent
deletate la pacientii cu neoplazii mieloide, insa nivelele CSF-1R si CSF-1 se coreleazi si cu
agresivitatea altor tipuri de carcinoame ca de pildd a cancerului ovarian sau carcinomului
endometrial.

Integrarea provirusului la extremitatea genei CSF-1R duce la cresterea expresiei
receptorului in celulele multipotente si in final, la leucemie mieloida. Doua substitutii in
pozitille 301 si 374 din domeniul extracelular al receptorului CSF-1 sunt vitale pentru
transformare; mimeazi efectul ligandului rezultand astfel un receptor activat permanent in
absenta ligandului.

S-au studiat trei linii de carcinom de prostata: DU145, PC-3 si LNCa P si s-a constatat
cd toate produc GM-CSF si M-CSF, iar primele doua si SCF. Fiecare exprimi receptori
pentru aceste citokine, ceea ce a dus la concluzia ca ar exista o buclad para-/ autocrina ce
moduleaza activitatea celulelor din acest tip de cancer (21).
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Receptorul c-kit este exprimat puternic in leucemia acuta mieloblastica, mastocitoame,
carcinoame anaplazice. Coexpresia SCF sugereaza instalarea unei bucle autocrine de crestere
pentru tumori. Dovada unui metabolism alterat al SCF este data in mastocitozele cutanate (2).

Cancerele producatoare de CSF sunt mai putin frecvente; un exemplu este cancerul de
tiroida in care sunt produsi G-CSF si GM-CSF. De asemenea, productia de CSF poate fi
marker al stadiilor imature ale hepatocitelor din carcinomul hepatocelular.

Unele linii de carcinom al cavititii bucale si cancer pulmonar cu leucocitoza si casexie
produc cantitati mari de CSF evidentiind aga-numitul sindrom paraneoplazic.

Pe linie mieloidd, doua din trei cazuri de LAM cu proliferare autonoma in vitro
demonstreaza ca proliferarea este combinata cu productia de CSF. Consecinta expresiei genei
CSF 1in celulele leucemice nu este clard; probabil CSF insuficient, este produs pentru a
mentine cresterea in vitro, celulele rimanand dependente de CSF exogen pentru stimularea
proliferarii.

Unele populatii de celule pot exprima CSF pe plasmalema fara a elibera molecule,
contactul celuld-celuli fiind suficient pentru stimularea blagtilor leucemici.

Megacariocitopoieza normald si leucemica sunt stimulate de GM-CSF prin cresterea
expresiei antigenului specific CD41 si a antigenelor mieloide CD34, CD33, CDI13.
Localizarea genei GM-CSF aproape de cea a IL-3 conduce la ipoteza inrudirii ancestrale a
acestora, insd pentru ca nu existd o aparentd omologie intre aceste proteine se sugereaza
totusi, cd nu ar fi descendentii unei gene ancestrale si nici rezultatul unei duplicatii genice.

Concentratii mari de M-CSF au fost detectate in cursul unor neoplazii precum si in
boli autoimune si infectii. in afara de posibilul rol de stimulator autocrin sau paracrin al
expansiunii unor adenocarcinoame, M-CSF ar putea servi ca marker suplimentar de
diagnostic §i prognostic in carcinomul ovarian si endometrial, in lupusul eritematos §i purpura
imuna trombocitopenica.

Limfoamele T ca EL-4 sau LBRM 33 produc IL-3, iar principala linie tumorala nonT
capabild sa produca IL-3 constitutiv este WEHI 1, fapt explicat prin insertia unui element
retroviral la capatul 5' al genei pentru IL-3, aproape de promotorul acesteia (4).

Utilizarea factorilor de stimulare a coloniilor
in tratamentul cancerului

Aplicarea CSF in chimioterapie este comuna. In organism exista o retea flexibila a
interactiunilor intre reglatorii pozitivi (citokine si interleukine) si negativi (TNF si TGFp).
Malignitatea poate fi redusa in unele tipuri de celule leucemice prin inducerea diferentierii de
catre citokine, punindu-se astfel bazele pentru uzul clinic al citokinelor in terapie. Unele CSF
supreseaza apoptoza inducand multiplicarea si diferentierea celulelor normale si leucemice.
Un exces de citokine poate creste rezistenta celulelor tumorale la terapia citotoxica. Statutul
ciclului celular este intim reglat in acord cu functia celulelor stem aflate in stare dormanta
pentru autoreinnoirea populatiei de progenitori imaturi. Sunt mentinute in G0/G1 pentru a
exprima eficient variate gene. Inhibarea fosforilarii proteinei Rb §i a activititii E2F prin
efectele factorilor de crestere negativi precum TGF si IFN este importantd pentru oprirea
ciclului celular al celulelor stem. Derepresia de catre kinazele dependente de cicline activate
la rdndul lor de catre citokine este asociatd cu expansiunea celulelor progenitoare (11).

Din 1991 s-a aprobat tratamentul cu G-CSF si GM-CSF, iar in prezent medicii prefera
sa foloseasca aceste citokine decat si micsoreze doza de chimioterapice. RhG-CSF sunt utile
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clinic in formia glicozilatd (lenograstim) si neglicozilatd (filgrastim) insa forma glicozilata
pare a fi cea mai eficienta (19).

Factorii endogeni mieloizi au demonstrat abilitatea de a fi administrati pacientilor
imunosupresati. Acesti agenti sunt asociati cu scaderea in infectiile asociate, antibioterapia
timpul spitalizérii i mortalitatea. Sunt comercializati GM-CSF (sargramostim, leukine) care
duc la proliferarea si diferentierea progenitorilor liniei mieloide in timp ce G-CSF (filgrastim,
neupogen) actioneaza selectiv pe granulocite. Se sugereaza ca GM-CSF creste recuperarea
compartimentului neutrofilelor, prevenirea infectiilor, sciderea duratei diareei, stimularea
formarii celulelor dendritice §i prevenirea infectiilor actionind ca un agent adjuvant in
prevenirea dezvoltérii neoplazice (3).

Un numir de studii au comparat filgrastimul cu sargramostimul. Cel putin pentru
GM-CSF tolerabilitatea este dependentd de gradul de glicozilare a proteinei; de exemplu
proteina neglicozilatd, molgramostim disponibild in Europa, pare a fi asociata cu o mare
toxicitate (23).

GM-CSF si G-CSF sunt utilizate dupa transplantul de maduvd osoasd pentru a
accelera refacerea fesutului, tratamentul fiind urmat de mai putine infectii si reducerea zilelor
de spitalizare (25). Celulele hematopoietice CD34+ din sangele periferic mediazid recon-
structia hematopoieticd la pacientii cancerogi, dupd transplantul autolog si poate fi
generalizatd in prezenta CSF. Celulele prezentatoare de antigen functionale sunt generate si
extinse in culturi cu CD34 in care se observa si aparitia antigenelor unor tumori ale sistemului
imunitar (16).

Teste cu G-CSF si GM-CSF in tratarea supresiei dupa chimioterapie au demonstrat
reducerea duratei neutropeniei, mai ales daca sunt asociate cu antibiotice. Uzul CSF in LAM
ramane controversat; include scurtarea neutropeniei, inducerea intrarii celulelor leucemice in
faza S a ciclului celular, protectia celulelor stem, inducerea diferentierii celulelor tumorale,
intreruperea buclelor para- §i autocrine, inhibarea directa a leucemogenezei si cresterea
activitdtii antimicrobiene (10).

In acest scop, s-a investigat raspunsul celulelor leucemice la CSF prin teste de
incorporare a *HT si s-a observat ci subtipurile LAM 1 si 3 raspund la tratarea cu G-CSF,
IL-3 si GM-CSF, in timp ce alte linii nu raspund, dar au crestere autonoma. Celulele tumorale
din leucemia acutd limfoblasticd (LAL) nu raspund, evidentiindu-se astfel efectul tintit al
acestor citokine pe linia mieloida (7).

De asemenea, un experiment pe 12 pacienti tratati cu diferite citokine a relevat faptul
ca administrarea rh-GM-CSF induce expresia CMH I si 11 de pe monocite, in timp ce tratarea
cu G-CSF este urmata de cresterea expresiei doar a CMH 1. Prin aceasta este demonstrata
capacitatea CSF-urilor de a creste citotoxicitatea monocitelor (27).

Efectele CSF asupra celulelor leucemice este divers: 20% dintre celule nu raspund,
25% prolifereaza doar in prezenta GM-CSF, 15% prolifereazi doar in prezenta G-CSF iar
40% prolifereaza in prezenta complexului G-CSF+GM-CSF (8).

GM-CSF, spre deosebire de G-CSF, are efecte diferite asupra apoptozei neutrofilelor
mature: GM-CSF poate inhiba apoptoza, astfel cd neutrofilele isi exercita eficient functiile, in
‘timp ce G-CSF actioneaza in scopul cresterii numarului de polimorfonucleare (12). S-au
efectuat studii pe loturi de paciente cu cancer mamar la care s-a administrat G-CSF subcutan
timp de 5 zile (10pg/kg); ciclofosfamida si GM-CSF (5 pg/kg) cu G-CSF (10 pg/kg).
Chimioterapia combinatd este mai eficientd in mobilizarea celulelor CD34+ (66%) com-
parativ cu lotul de paciente care au primit numai G-CSF (14%) (15).

Filgrastim nu numai ca ridicd numarul neutrofilelor, dar are efect i asupra functiilor
lor. Nu are efect surprinzitor pe monocite sau macrofage dar poate actiona ca stimulator
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asupra celulelor dendrnitice care induc formarea limfocitelor Th2 . Aceste celule dendritice
faciliteaza raspunsul imun umoral dar produc si citokine inhibitoare care diminueaza
imunitatea mediatd celular. Sargramostim este un CSF multilinear, afectind neutrofilele,
monocitele, macrofagele si celulele dendritice. Are un impact mai mare asupra celulelor
dendritice care induc limfocitele Thl ce faciliteazd raspunsul imun mediat celular, inclusiv
activitatea antitumorald. Actiunea sargramostimului asupra celor doud tipuri de celule
prezentatoare de antigen (macrofage si celule dendritice) creste recuperarea neutrofilelor la
pacientii cu leucemie si dupa transplantul de celule stem (24).

Splenocitele si macrofagele cultivate cu doze scazute de aspirind (10 pg/ml) sunt
capabile sa produca IL-3 in cantitate mai mare decit dacd in culturd nu se gisesc decat
splenocite. Aspirina este stimulator indirect al productiei IL-3, deoarece induce eliberarea
leucotrienelor si implicit activarea macrofagelor.

Si la pacientii infectati cu virusul HIV citokinele sunt eficiente: pentru tratarea
anemiei care survine frecvent in aceastd maladie se administreaza eritropoietina atunci cand
nivelul acesteia scade sub 500 IU/L; de asemenea GM-CSF este util in prevenirea
neutropeniei la bolnavii tratati cu zidovuldina si IFNy pentru sarcomul Kaposi (9, 20).

Exista si contraindicatii in tratamentul cu CSF; de exemplu, in limfoame citokinele pot
grabi neuropatia severa atipica in combinatie cu vincristina.

S-au raportat efecte secundare cutanate dupa administrarea subcutanata a GM-CSF la
pacientele cu cancer de sén iar analiza histologica a relevat infiltratii cu limfocite, monocite,
macrofage, neutrofile §i ocazional eozinofile (14).

SCF administrat subcutan in carcinomul pulmonar duce la aparitia rectiilor alergice
locale, rar la reactii anafilactice sistemice, insa trebuie asociat cu alte citokine intrucit singur
nu induce modificiri relevante.
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FIBRONECTINA (FN) - GLICOPROTEINA
DE MATRICE EXTRACELULARA

Matricea extracelulara contine numeroase glicoproteine de adeziune care leaga atat
celulele, cat si alte macromolecule matriceale si astfel ajuta celulele sa se atageze la matricea
extracelulara. Cel mai bine caracterizata dintre aceste glicoproteine adezive este fibronectina,
o glicoproteina mare, organizati in fibrile, descoperiti peste tot in lumea animala.
Fibronectina este un dimer compus din doua subunitati similare (fiecare avand aproximativ
2500 resturi de aminoacizi). Aceste subunitafi sunt mentinute impreuna de catre o pereche de
punti bisulfurice aflate in vecinatatea capatului carboxi-terminal §i sunt organizate intr-o serie
de domenii globulare, separate prin regiuni polipeptidice flexibile. S tudiile de secventiere
aratd cad o molecula de fibronectina este compusa, in principal, din trei tipuri de secvente
scurte de aminoacizi repetate de mai multe ori, sugerand ca gena pentru fibronectind implica
multiple replicéri a trei gene mai mici. (1)

Fibronectina este o glicoproteind multifunctionala (M = 530 kg/mol) a matricei
extracelulare (ECM), avind un rol major in adeziunea celulara. In conditii fiziologice,
conformatia acestei proteine raimane in continuare dezbatuta si controversata. (2)

Fibronectina exista sub trei forme: (1) o forma dimerica solubild, numita fibronecting
plasmaticd, care circuld in sange si in alte fluide ale organismului, unde se crede ca e
implicatd in coagularea sangelui, vindecarea leziunilor §i fagocitozi; (2) oligomeri de
fibronectind pot fi gasiti tranzitiv atasati la suprafata celulelor (fibronectina de suprafata
celulard); si (3) forme fibrilare de fibronectind inalt insolubila in matricea extracelulara
(fibronectina matriceald). Pe suprafata celulelor §i in agregatele matriceale, dimerii de
fibronectina sunt legati unul la celalalt prin legaturi bisulfurice aditionale.

Fibronectina este o molecula multifunctionald in care variatele domenii globulare
joaca roluri diferite. De exemplu, un domeniu se leaga la colagen, altul la heparina, altul la
receptori specifici de pe suprafata variatelor tipuri de celule, si asa mai departe. In acest fel
fibronectina contribuie la organizarea matricei si ajuta celulele s se ataseze la aceasta.

Rolurile jucate de citre diferitele domenii, §i in particular de citre domeniile de legare
la celule, au fost analizate prin clivarea proteoliticd a moleculei sau prin sinteza chimici a
fragmentelor proteice specifice sau prin tehnici de splicing alternativ al ADN. Astfel, un
domeniu responsabil de activitatea de legare celulara a fost izolat din fragmentele proteolitice
si 1-a fost determinatd secventa de aminoacizi. Peptidele sintetice corespunzitoare diferitelor
segmente ale acestui domeniu au fost preparate si folosite pentru a localiza activitatea de
legare a celulelor la o secventa specifica tripeptidica (Arg-Gly-Asp sau R-G-D). Peptidele ce
contin aceastd secventi RGD competitioneaza pentru situsul de legare de pe celule si astfel
inhiba atasarea celulelor la fibronectini; si cdnd aceste peptide sunt cuplate la o suprafata
solidd, determina celulele sa adere la aceasta suprafatd. Secventa RGD nu este limitatd la
fibronectina. Este un motiv comun intr-o mare varietate de proteine adezive extracelulare, si
este recunoscut de cétre o familie de receptori de suprafata omologi care leagd aceste proteine.
In ciuda acestei secvente tripeptidice comune descoperite la situsurile recunoscute de catre

53

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



acesti receptori, fiecare receptor recunoaste specific micul sau set de molecule de adeziune.
Astfel, legarea receptorului trebuie sa fie dependenta de alte parti ale secventei de proteine de
adeziune. (1)

A fost facutd o analizd a indoirii a celui de-al zecelea reziduu al domeniului
fibronectina tip III (fnlll) din fibronectina umana (FNfn10), ceea ce corespunde reziduului 94.
Experimentele au aratat cd FNfnl0 este semnificativ mai stabila decét s-a raportat pAnd acum.
Comparatia parametrilor cinetici si de echilibru au aratat prezenta unui intermediar acumulat
in concentratli denaturante mici. S-a demonstrat ca domeniul omolog al tenascinului uman
(TNfn3) se indoaie printr-un mecanism de stare dubld, dar aceasta nu indica neaparat ca cele
doua proteine se pliaza pe cii diferite. (3)

Reglarea expresiei fibronectinei

Multiple forme de fibronectina sunt produse prin splicing alternativ ARN.

Fiind un membru al marii familii a moleculelor de adeziune ce contin secventa RGD,
insast fibronectina poate avea forme variate; chiar lanturile polipeptidice ale aceluiasi dimer
pot avea diferente minore. Totusi, toate lanturile polipeptidice diferite ale fibronectinei sunt
codificate de catre o singurd gena mare care, la sobolan este mai mare de 70 kb si contine 50
exoni, ficand-o una dintre cele mai mari gene caracterizate pana acum. Transcrierea sa
produce o singurd moleculd mare de ARN, care produce una sau mai mult de 20 de tipun de
ARN mesager diferite, in functie de tipul celular. Nu este clar cum aceste patternuri de ARN
splicing alternativ sunt determinate sau cum lanturile polipeptidice variate rezultate difera
functional. Existd o oarecare dovada ca o functie a transcriptului ARN splicing alternativ
uman pentru fibronectina este aceea de aditie la moleculele de fibronectina selectate a unui
domeniu de legare celulard adifional, care este distinct de situsul de legare a celulelor ce
contine RGD. (1)

Desi 60% pana la 80% din placa hiperplazica a intimei mature este compusa din
proteine ale matricei extracelulare (ECM), se cunosc putine date despre factorii care
stimuleaza celulele musculare netede (SMCs) sa produci aceste proteine.

O componentd majora a proteinelor ECM este fibronectina. Astfel, a fost studiata
producerea de fibronectind si raspunsul sdu la variatii factori de crestere, citokine si alte
proteine ECM care sunt eliberate in timpul leziunilor vasculare. Culturile de celule musculare
netede umane au fost stimulate la intervale diferite cu concentratii crescute de agonist.
Fibronectina din celulele din mediu a fost testatd prin imunoadsorbtie cu un anticorp specific
fibronectinei. Dupa 72 de ore de stimulare, factorul transformant de crestere beta (TGF-beta)
— 10ng/mL — a avut cel mai profund efect asupra productiei de fibronectina, urmat de factorul
de crestere epidermala (EGF) — 100ng/mL. Surprinzitor, factorii de crestere plachetara
(PDGF AA, AB s5i BB) si factorul de crestere a fibroblastilor (FGF) nu au stimulat productia
de fibronectina. Dintre proteinele de matrice studiate, doar colagenul de tip I (20microg/mL) a
stimulat productia de fibronectina, in timp ce colagenul de tip IV si laminina nu au avut nici
un efect. Proteina contractild angiotensina II (100 ng/mL) a fost un stimulator slab al
fibronectinei. Studiile de producere a fibronectinei, pani la 72 de ore au fost relevate
dezvoltari care variazd cu fiecare agonist. TGF-beta stimuleaza semnificativ productia
precoce de fibronectind, in timp ce productia de fibronectina ca raspuns la EGF si colagen de
tip I a fost la inceput modesti, dar a crescut cu timpul. Efectul angiotensinei II nu a devenit
evident mai devreme de 72 de ore. In concluzie, citokinele, factorii de crestere §i proteinele
matriceale au variate efecte cantitative asupra producerii proteinelor ECM de citre celulele
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musculare netede umane din peretii vaselor (SMCs). Cunoasterea factorilor care influenteaza
producerea proteinelor ECM permite proiectarea inhibitorilor specifici care previn hiperplazia
intimei. (4)

Asamblarea fibronectinei matriceale este un proces cu numeroase etape dependent de
integrine. Pentru a investiga rolul dinamicii integrinelor in fibrilogeneza fibronectinei a fost
dezvoltata o tehnica de observare cu anticorpi pentru urmarirea simultana a doud populatii de
integrine de catre anticorpi diferiti. S-a stabilit ca in timp ce receptorul alpha(v)beta(l) al
vitronectinei ramine in interiorul contactelor focale, receptorul alpha(5)beta(l) al
fibronectinei se translocd din contactele focale in matricea extracelulara (ECM). Aceasta
translocatie, asemenea unei scari rulante, are loc relativ la contactele focale la 6,5 +/- 0,7
microm/h si este dependentd de migrarea celulari. Este indusd de ligaturarea integrinelor
alpha(5)beta(1) si depinde de interactiunile cu citoscheletul functional de actina si receptorul
vitronectinei. In timpul intinderii celulare, translocatia integrinelor alpha(5)beta(1) ocupate de
liganzi departe de contactele focale si de-a lungul manunchiurilor de filamente de actina
genereaza contacte ECM. Tensina este un component citoscheletal primar al acestor contacte
ECM, si un nou inhibitor al tensinei s-a descoperit cd blocheaza formarea contactului ECM,
translocarea integrinei si fibrilogeneza fibronectinei fara a afecta contactele focale. S-a propus
ca integrinele alpha(5)beta(l) translocate induc initial fibrilogeneza fibronectinei prin
transmiterea tensiunii generate de citoschelet cétre moleculele de fibronectina extracelulara.
Blocarea acestei translocatii a integrinelor de cétre o varietate de tratamente previne formarea
contactelor ECM si fibrilogeneza fibronectinei. Aceste studii au identificat un mecanism
localizat, directional de translocare a integrinelor pentru asamblarea matricei. (5)

Au fost studiate efectele citokinelor IL-1alpha, IL-6, TNF-alpha, IL-4, IL-10, IL-13 si
TGF-beta asupra producerii de FN de catre monocitele umane cultivate. IL-1alpha, IL-6 si
TNF-alpha cresc productia de FN, un indicator al activirii monocitelor. Aceste citokine cresc
productia de FN intr-un mod dependent de dozi, cu un tratament de 4 ore fiind suficient si se
mésoare productia de FN prin teste radioimunologice (RIA). In compensatie, 1L-4, IL-10 si
IL-13 inhiba puternic productia de FN indusa de citokine, in timp ce TGF-beta inhibd doar
partial producerea de FN. Combinarea dozelor suboptimale de citokine (IL-1alpha + IL-6, IL-
lalpha + TNF-alpha, IL-6 + TNF-alpha), care nu pot singure si induca producerea unor
cantitdti substantiale de FN, a fost suficienta sa induca producerea de FN de citre monocitele
cultivate. Aceste date demonstreazd ca monocitele nu au nevoie intotdeauna de concentratii
inalte de citokine pentru activarea in vitro, $i aceasta activare poate fi suficientd sa promoveze
reactiile imune sau inflamatorii. Aceste date sugereazi, de asemenea, ca sigur citokinele
celulelor T pot regla activarea monocitelor. (6) '

Reglarea expresiei si functiei fibronectinei CS1 este realizata si de citre IL-1 in
celulele endoteliale. Astfel, VLA-4 este o molecula critica de adeziune care regleaza traficul
celulelor mononucleare la locul inflamatiei. VCAM-1 este un ligand primar al VLA-4, desi
fibronectina imbinata alternativ, care contine regiunea CS1 (CS1 FN), leagi si ea la VLA-4.
CS1 FN este exprimatid de celulele endoteliale sinoviale din artrita reumatoida (RA), dar
factorii care regleaza expresia CS1 FN nu sunt cunoscuti. Au fost incubate celule endoteliale
venoase ombilicale umane (HUVEC) cu IL-1 (0,1-10 ng/ml) pentru 8-48 ore si s-a determinat
FN totald si CS1 FN mRNA. Ambele erau exprimate constitutiv de catre HUVEC, iar IL-1 a
crescut mRNA FN totala §i izoforma ce contine CS1. IL-1 a crescut, de asemenea, expresia
proteinei CS1 FN pe HUVEC. IL-1 creste expresia CS1 FN de catre HUVEC si creste
adeziunea celulard mediata de CS1. Efectele CS1 ar putea avea eficacitate terapeuticd prin
blocarea recrutérii celulelor producitoare de VLA-4. (7)
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Stimularea celulelor cu PDGF a crescut acumularea de fibronectina. Pretratamentul cu
cefarantina (0,1-2 pM) a supresat cresterea stimulata de PDGF a fibronectinei intr-o maniera
dependenta de doza. La o concentratie de 2 pM, alcaloidul (cefarantina) supreseazi aproape
complet productia. In functie de conditii, alcaloidul a inhibat tirozin fosforilarea anumitor
proteine, inclusiv receptorul PDGF beta in celulele stimulate de PDGF, si, de asemenea,
activitatea tirozin kinazica a receptorului prestimulat cu PDGF intr-un sistem liber de celule.
Mai mult decét atat, cefarantina a supresat productia de fibronectind TGF-beta stimulati la
aceleasi nivele ale concentratiei.

Rezultatele au sugerat ci cefarantina inhiba productia de fibronectina indusd de
factorii de crestere, probabil prin supresia autofosforilarii receptorului. (8)

Eliberarea fibronectinei adsorbite de pe suprafata culturilor sensibile la temperatura
necesitd activitate celulara. Astfel, au fost dezvoltate culturi celulare sensibile la temperatura
prin grefarea poli-N-izopropilacrilamidei care modifica hidrofobicitatea suprafetei culturii ca
raspuns la temperaturd. Desi aceastd suprafatd aratd hidrofobicitate similard suprafetelor
culturilor celulare pe polistiren comercial gi faciliteaza adeziunea celulara si proliferarea la
37°C, polimerii grefati devin hidrofili sub 32°C si elibereaza culturi celulare intinse fara
tripsind. Detagarea celulelor reglata de temperatura necesita activitate metabolica, cu consum
de ATP, transducere de semnale i reorganizarea citoscheletului. Preinvelirea acestor
suprafete cu fibronectina (FN) imbunatateste intinderea culturilor de hepatocite mai putin
adezive, iar reducerea temperaturii cultunii elibereazi celulele cultivate de pe suprafata grefata
cu FN adsorbitd. Imunofluorescenta cu anticorpi anti-FN a aratat ca numai FN aplicatd pe
culturile celulare ingnjite este mutata de la suprafata culturilor dupa reducerea temperaturii.
FN adsorbita la suprafata culturilor, care blocheaza direct atasarea celulelor, a rimas legatd de
suprafata dupa reducerea temperaturii. Un nou concept de detasare activa a celulelor este, de
asemenea, pus in discutie. (9)

Integrinele — receptori pentru fibronectini

Integrinele ajuta legarea celulelor la matricea extracelulara.

Pentru a intelege cum interactioneazi matricea extracelulard cu celulele, trebuie sa
definim moleculele de suprafatd celulara care leagd componentele matricei la fel ca si
componentele matricei extracelulare intre ele. Unii proteoglicani sunt componente integrale
ale membranei plasmatice; miezul lor proteic poate fi sau inserat perpendicular pe bistratul
lipidic sau legat covalent la el. Prin legarea la mai multe tipuri de componente ale matricei
extracelulare, acesti proteoglicani ajuta la legarea celulelor la matrice. Oricum, componentele
matricei extracelulare se leagd, de asemenea, la suprafata celulelor pe calea glicoproteinelor
receptoare specifice. Datoritd multiplelor interactiuni dintre macromoleculele matricei in
spatiul extracelular, existd un tablou larg de semnificatii acolo unde componentele membranei
plasmatice se termind si incepe matricea extracelulara. Glicocalixul celulei, de exemplu,
include adesea componente din ambele compartimente.

Receptorii pentru matrice diferd de receptorii de suprafata celulard pentru hormoni si
pentru alte molecule semnalizatoare solubile prin faptul ci ei leagi ligandul lor cu o afinitate
relativ scazuta (K, =10°%-10° litri/mol) si sunt de obicei prezenti intr-o concentratie de 10-100
ori mai mare pe suprafata celulei. Acest lucru sugereazi cd receptorii ar putea coopera
functional si celulele ar putea raspunde mai bine la un grup organizat de liganzi din matrice
decat la molecule individuale. In sprijinul acestei idei, fragmentele solubile de legare a
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celulelor apartinind componentelor matriceale de obicei nu reugesc sa solicite raspunsul
celular indus de aceleasi componente imobilizate in matrice.

Un receptor de fibronectini pe fibroblastele mamaliene este unul dintre cei mai bine
caracterizafi receptori de matrice. A fost initial identificat ca o glicoproteind de membrana
care leagi la coloana de afinitate a fibronectinei si a putut fi izolat cu o peptidad micd ce
continea secventa RGD de legare a celulelor. Receptorul este un complex de doud lanturi
polipeptidice distincte, cu greutate moleculara mare, numite a si B, asociate necovalent.
Functioneazi ca o legitura transmembranard care mediaza interactiunile dintre actina ce
alcatuieste citoscheletul din interiorul celulei si fibronectina din matricea extracelulara. Aceste
interactiuni ce traverseazi membrana plasmatica pot orienta atat celulele, cat si matricea.
Multi alti receptori de matrice, inclusiv unii care leaga colagenul si laminina, au fost
caracterizati §i s-a demonstrat ca sunt inruditi cu receptorul de fibronectina al fibroblastului.
Colectiv denumiti integrine, toti sunt heterodimeri cu lanturi a si § omoloage celor ale
receptorului de fibronectina. Majoritatea par sd recunoascd secventele RGD ale
componentelor matricei de care se leaga.

Existd cel putin trei familii in cadrul marii superfamilii de integrine; membrii unei
familii au in comun lantul B, dar diferd prin lanful lor a. O familie include un receptor de
fibronectina si cel putin cinci alfi membri. Altd familie include un receptor descoperit pe
plachetele sanguine care leagd o serie de componente matriceale, inclusiv fibronectina §i
fibrinogenul, care este o proteinad care interactioneaza cu plachetele in timpul coagularii
sdngelui; subiectii umani cu boala Glanzmann sunt deficienti genetic in acesti receptori §i
sdngereaza excesiv. A treia familie de integrine constd in receptori descoperiti mai ales pe
suprafata leucocitelor: una este numita LFA-/ (lymphocyte function associated); alta este
numitd Mac-1 deoarece s-a gasit mai ales pe macrofage. Acesti receptori sunt implicati atat in
interactiunile celuld-celuld, cit si in cele celuld-matrice, §i au o importantd critici in
posibilitatea acestor celule sa lupte impotriva infectiilor. Subiectii umani cu boala numita
deficienta de adeziune a leucocitelor sunt genetic incapabili sa sintetizeze subunitatea . Ca o
consecinfd, leucocitele lor blocheaza intreaga familie de receptori, si ei suferd infectii
bacteriene repetate. O parte din glicoproteinele de suprafata celulara implicate in adeziunea
celulard pozitionatd specific in larvele de Drosophila apartin, de asemenea, superfamiliei
integrinelor, dar relatiile lor de inrudire cu cele trei familii gasite la mamifere nu sunt certe.

Totusi, nu toti receptorii de matrice apartin acestei superfamilii. Unele celule, de
exemplu, utilizeazd pentru legare o glicoproteind transmembranara aparent neinrudita cu
colagenul; multe celule au proteoglicani integrati in membrana care leaga celulele la matricea
extracelulara. (1)

Lanturile de heparan sulfat din glipican si sindecani leagd domeniul Hep II similar al
fibronectinei, in ciuda diferentelor structurale minore.

Astfel, numeroase functii ale proteoglicanilor heparan sulfat sunt mediate prin
intermediul interactiunilor dintre lanturile glicozaminoglican ale heparansulfatului si liganzii
extracelulari. Specificitatea de legare a ligandului pentru unele molecule, inclusiv multi
factori de crestere, este determinata de structura fina a complexului heparan-sulfat in locurile
inalt sulfatate, domenii bogat-iduronate altemand cu domenii N-acetilate. Sindecan-4, un
proteoglican heparan sulfat al suprafetei celulare, are un rol distinct in adeziunea celulara,
sugerdnd ca lanfurile sale pot sa difere de la un proteoglican de suprafati celulara la altul.
Pentru a determina rolul specific al sindecan-4 corelat cu structura distincta a heparan
sulfatului, au fost analizate lanfurile de heparan sulfat de la diferiti proteoglicani de suprafata
pe intinderea unui singur fibroblast si a fost comparata abilitatea sa de legare a domeniului
Hep II a fibronectinei, un ligand cunoscut ca sustine formarea adeziunii focale prin sindecan-
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4. in ciuda maselor moleculare distincte ale glipicanului si sindecan glicozaminoglicanilor
precum si a diferentelor minore in compozitia dizaharidelor si a modelului sulfatat, toate
proportiile si distributia regiunilor sulfatate si afinitatea pentru domeniul Hep II au fost
similare. De aceea, regula adeziunii cere miezul determinantilor proteici ai sindecan-4. (10)

Heparina interactioneaza cu o pentadecapeptida sintetici din capétul C-terminal al
domeniului de legare pentru heparini al fibronectinei.

Pentadecapeptida sintetici FN-C/H II (KNNQKSEPLIGRKKT-NH2) are secventa
carboxi-terminald a domeniului ce leagd heparina in modulul III (14) al fibronectinei.
Interactiunea FN-C/H Il cu heparina pulmonard bovina a fost studiatd prin spectroscopie
NMR cu 1H si 23Na si prin afinitatea cromatografica a heparinei. FN-C/H II leaga heparina
de la pD < 2 péna la pD de aproximativ 10; la pD mai mari, legarea descreste astfel ca
gruparile amino ale lantului din fata lizinei sunt titrate. Ionii de Na+ sunt deplasati din
volumul condensat de ioni care inconjoard sodiul heparinat de catre FN-C/H II, ceea ce
dovedeste ca este implicat in interactiunile electrostatice. Valorile pentru fiecare din cele cinci
grupdri amino- ale FN-C/H II cresc atunci cand leaga heparina, unde impreuna cu schimbul de
date chimice, aratd ca legarea implica atdt delocalizarea, cat §i interactiunile electrostatice
directe dintre grupirile amino ale FN-C/H II si grupirile carboxil sau sulfat ale heparinei.

Datele NMR evidentiaza, de asemenea, interactiunea directa dintre gruparea guanidin
a argininei cu locurile anionice ale heparinei. Afinitatea heparinei pentru FN-C/H II si pentru
13 peptide analoge, in care resturile de arginina §i lizind au fost sistematic substituite cu
alanind, sporeste ca numar de resturi primare. Contributia relativa a fiecarui rest de lizind i
arginind la afinitatea heparinei pentru FN-C/H II este K(12)>K(13)>K(14)>K(1)>K(5).
Rezultatele cromatografice de identitate NMR a afinitédtii heparinei au fost obtinute pentru
interactiunea dintre FN-C/H 1II si peptida sa analogd D-aminoacid cu heparina, care prezinta
interes pentru utilizarea peptidelor ca agenti terapeutici in bolile in care adeziunea celulara
joaci un rol critic. (11)

A fost imaginata §i realizata harta locusului de legare a heparinei pe o singura
molecula de fibronectina cu microscopia atomica.

Fibronectina este compusa din multiple regiuni repetate omoloage si confine multe
domenii functionale. Doud domenii majore de legare a heparinei au fost identificate cu
precddere: locusul Hep I din apropierea capatului amino-terminal si locusul Hep II de langa
capdtul carboxi-terminal. Locusul Hep I1a fost considerat locusul de legare a heparinei cu
inalta afinitate in urma studiilor efectuate pe fragmente de fibronectina. Oricum, céteva studii
au realizat legarea heparinei pe fibronectina intactid. Au fost imaginate molecule separate de
fibronectina, asemenea heparinei invelite de particule de aur legate la toate moleculele
dimerice ale fibronectinei plasmatice prin bombardarea la microscopul atomic. S-a observat
cd particulele de heparind-aur s-au legat cu preferintd la doua locatii care corespund
locusurilor Hep 1 si Hep II. Analizele cantitative ale imaginilor complexelor fibronectina-
heparini-aur au aratat ca particulele de heparina-aur au legat de aproape doua ori mai mult la
locusul Hep I N-terminal decit la locusul Hep II. Aceste rezultate sugereaza ca locusul Hep I
are o afinitate de legare mai mare sau comparabild cu locusul Hep I in moleculele intacte de
fibronectina. (12)

Ranile indelungate sunt insotite de cresterea depunerii fibronectinei (FN) matriceale.
Celulele monocitare activate, recrutate la locul ranilor indelungate, exprima integrine pentru
FN, care mediaza interactiunea lor cu aceasta matrice. O asemenea integrina, alpha(5)beta(1),
mediazd multe dintre efctele biologice ale FN si expresia sa poate fi importantd pentru
functionarea celulelor imunitare la locul leziunii. A fost examinatd expresia integrinei
alpha(5)beta(1) in raspunsul la promotorul tumoral phorbol 12-miristat acetat (PMA) in celulele
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promonocitice ale liniei U-937. S-a demonstrat cd PMA creste aderenta celulelor U-937 la FN
prin cresterea expresiei atat a subunitatilor mRNA alpha(5) si beta(1), cét si expresia proteinei
de suprafata. in celulele U-937 transfectate cu o gena alpha(5) promotor-prezentator, PMA
induce transcrierea genei alpha(5) prin actiunea foarte specificd a scventelor promotor, altele
decit cea a activatorului proteinei-1 intr-o protein kinaza C-dependenta. Lipopolizaharidele au
un efect similar. Modularea expresiei alpha(5)beta(l) poate fi importantd pentru reglarea
functiei monocitelor in inflamatiile de lunga durata dupa ranire. (13)

Activarea cidit AMP ciclic in celulele aderente la biomateriale este reglata prin legarea
integrinelor la vitronectina si fibronectina.

Studiile in acest sens au aritat ca celulele aderente la biomateriale libere in ser cresc
continutul lor in AMP ciclic (¢cAMP) si devin agregate. In celulele de pe o membrani
acrilonitrilica (AN69) aceste schimbari biochimice §i morfologice sunt prevenite prin
addugarea de 10% ser fetal bovin (FCS = foetal calf serum) la mediu; celulele de pe
membrana celulozicd Cuprofan (CU) raman neafectate. Studiul a examinat rolul vitronectinet
(VN) si fibronectinei (FN), care leaga integrinele, in aceastd inhibitie. Blocarea competitiva a
VN si FN cu echistatin a crescut semnificativ cAMP intracelular si a determinat agregarea
celulelor pe AN69, dar nu a modificat agregarea celulelor cAMP dependente pe CU. VN sau
FN adsorbite pe CU au inhibat productia de cAMP de citre celulele atasate i au prevenit
agregarea lor, in timp ce adsorbtia BSA nu a avut nici un efect.

Deci, legarea VN sau FN la integrinele de suprafata celulard se pare cd limiteaza
activarea caii cAMP initiata de citre substratul insusi. (14)

Citoscheletul si matricea extracelulara comunica prin membrana plasmatica

Moleculele matricei extracelulare au efecte izbitoare asupra comportamentului
celulelor in cultura, influentdnd nu doar miscarile lor, ci si forma, polaritatea, metabolismul i
diferentierea lor. Celulele epiteliale corneene, de exemplu, produc foarte putin colagen cand
sunt cultivate pe o suprafatd sintetici; dar daca sunt cultivate pe laminind, colagen sau
fibronectina, ele acumuleaza si secretd cantitati crescute de colagen.

Matricea poate, de asemenea, influenta organizarea citoscheletului. in general,
suprafata bazald a celulelor epiteliale cultivate pe plastic sau sticla este neregulati, iar
citoscheletele din interiorul celulelor sunt dezorganizate. Cand aceleasi celule sunt cultivate
pe macromolecule corespunzitoare ale matricei extracelulare, suprafata bazala este neteda si
citoscheletele sunt inalt organizate, ca si cum s-ar afla in tesutul intact. Rezultate similare au
fost obtinute cu fibroblaste neoplazice transformate, in cultura. Celulele transformate produc
frecvent mai putina fibronectind decét celulele normale cultivate si se comporta diferit: de
exemplu, ele aderd mai slab la substrat si nu reusesc sd se aplatizeze sau sa dezvolte
organizarea intracelulard in manunchiuri a filamentelor de actini, fenomen cunoscut sub
numele de stressul fibrelor. In unele din aceste celule, deficienta in fibronectina pare sa fie cel
putin partial responsabila de acest comportament anormal: daca celulele sunt crescute pe o
matrice de fibre organizate de fibronectina, acestea se vor aplatiza si vor asambla fibre de
stress intracelulare, care sunt aliniate cu fibrele de fibronectina extracelulare.

Aceastd interactiune dintre matricea extracelulard si citoschelet este reciproca:
filamentele intracelulare de actind pot influenta aranjarea sau secretia moleculelor de
fibronectina. In vecinatatea culturilor de fibroblaste, de exemplu, fibrele de fibronectini
extracelulara se asambleazi in aliniament cu fibrele de stress intracelulare adiacente. Daca
aceste celule sunt tratate cu medicamentul citochalasin, care intrerupe filamentele de actina,
fibrele de fibronectind disociazd de la suprafata celulei (exact ca in timpul mitozei, cdnd
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celula se rotunjeste). Este clar ca trebuie sa existe o conexiune intre fibronectina extracelulara
si filamentele intracelulare de actina prin membrana plasmatica a fibroblastului. Conexiunea
este mediata de citre receptorii pentru fibronectina, care servesc ca liganzi transmembranari
intre fibronectina si filamentele intracelulare de actina, pe calea unui set de proteine de atagare
intracelulare, inclusiv talin. Partea receptorului care leaga talinul contine reziduuri de tirozina
care, atunci cind sunt fosforilate de cdtre protein kinaze specifice tirozinei, se pare ca
inactiveaza locusul care leagi talinul, astfel rupand legatura dintre fibronectina si filamentele
corticale de actind. Se crede ca atasarea celulelor la matrice poate fi reglata astfel de catre
factori de crestere specifici care activeazi kinaze specifice tirozinet.

Din moment ce citoscheletele pot ordona macromoleculele matriceale pe care celulele
le secretd, iar macromoleculele matriceale pot in schimb organiza citoscheletele celulelor cu
care vin in contact, matricea extracelulara poate, in principiu, propaga ordinea de la o celula la
alta. Astfel se crede ca matricea joacd un rol central in generarea §i mentinerea orientarii
celulelor in tesuturi si organe in timpul dezvoltarii: aliniamentele paralele de fibroblaste si
fibre de colagen in tendoane, de exemplu, pot in parte reflecta acest tip de interactiune dintre
celule si matrice. Receptorii transmembranari de matrice servesc drept ,,adaptori” in acest
proces de ordonare, mediind interactiunile dintre celule si matricea extracelulara.

Functiile fibronectinei (FN)

Celulele in tesuturi conective sunt implicate intr-o complicatd matrice extracelulara
care nu doar leagi celulele si tesuturile impreuna, ci si influenteaza dezvoltarea, polaritatea si
comportamentul celulelor in contact. Matricea contine variate proteine formatoare de fibre
intretesute intr-un gel hidratat compus dintr-o retea de lanturi de glicozaminoglicani.
Glicozaminoglicanii sunt grupuri heterogene de lanturi polizaharidice lungi, cu sarcina
negativa, care (cu exceptia acidului hialuronic) sunt legate covalent la proteine pentru a forma
molecule de proteoglican.

Fibronectina — molecula de adeziune

Proteinele formatoare de fibre sunt, din punct de vedere functional, de doua tipuri: a)
in principal structurale (colagenul si elastina) si b) in principal adezive (cum sunt fibronectina
sau laminina). Fibrele de colagen (tipurile I, II si III) sunt asemeni franghiilor, molecule
helicale triplu-rasucite care agregd in fibre lungi asemindtoare unui cablu in spatiul
extracelular; acestea, prin rasucire, se pot asambla intr-o varietate inalta de aranjari ordonate.
Tipul IV de colagen se asambleaza intr-o impletitura densa asemanatoare unei tesaturi, care
formeaza miezul tuturor laminelor bazale. Moleculele de elastind formeaza o retea extinsa de
legaturi intrepatrunse de fibre si fesdturi care se pot intinde si reveni la forma initiala,
conferind elasticitate matricei. Fibronectina si laminina sunt exemple de glicoproteine adezive
mari din matrice; fibronectina este distribuitd peste tot in tesuturile conective, in timp ce
laminina se gaseste mai ales in lamina bazala. Prin intermediul multiplelor lor domenii de
legare, astfel de proteine ajutd aderenta celulelor si organizarea acestora prin intermediul
matricei extracelulare. Multe dintre aceste glicoproteine de adeziune contin o secventd
comund tripeptidicd (RGD), care constituie partea structurald recunoscutd de catre
superfamilia receptorilor transmembranari de matrice omologi, numiti integrine.

Toate proteinele matriceale si polizaharidele sunt secretate local de citre celule in
contact cu matricea, si ele pot fi ordonate printr-o asociere strdnsa cu suprafata externd a
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membranei plasmatice. Din moment ce structura si orientarea matricei influenteaza pe rnd
orientarea celulelor pe care le contine, ordonarea este posibil sa fie propagata de la o celula la
alta prin intermediul matricei. (1)

Schimbarea in masa trombusului in timpul terapiei trombolitice se crede a fi diferenta
dintre cresterea si degradarea sa indusa de citre agentii trombolitici. Plachetele joaca un rol de
pivot in trombozele arteriale, legindu-se una de alta, precum §i de matricea subendoteliala pe
calea proteinelor de adeziune ca Factorul von Willebrand, fibrinogen si fibronectina. Au fost
administrati anticorpi anti-proteine de adeziune conjugati cu activatorul plasminogenului
pentru a vedea daca acestia pot creste degradarea trombusului plachetar. Trombusii plachetari
murali au fost formati in venulele mezenterice de sobolan folosind iradierea laser cu He-Ne.
Stafilokinaza recombinati a fost infuzatd continuu §i anticorpii policlonali impotriva
proteinelor de adeziune au fost introdusi prin injectare. Administrarea fiecirei doze de
anticorpi a crescut tromboliza indusa de stafilokinaza. (15)

Fibronectina — rol in migrare

Fibronectina este importantd nu doar pentru adeziunea celulara, ci §i pentru migrarea
celulelor. Atat in embrionii de nevertebrate, cét si in cei de vertebrate, se pare ca ghideaza
migrarea celulelor in multe cazuri. De exemplu, mari cantitati de fibronectina s-au gésit de-a
lungul cdii urmate de migrarea celulelor mezodermale prospective in timpul gastruldrii
amfibiene. Migrarea acestor celule poate fi inhibatad fie prin injectarea de anticorpi anti-
fibronectina in cavitatea blastocelului, fie prin injectarea peptidelor ce contin tripeptide de
legare a celulelor, dar care inchid domeniile de legare a matricei ce aparfin fibronectinei.
Fibronectina probabil promoveazi migrarea celulara prin faptul ca ajuta la atagarea celulelor
la matrice. Efectul trebuie echilibrat delicat, astfel ca celulele migratoare se prind strans de
matrice fard a deveni imobilizate pe aceasta. Acest echilibru poate fi realizat de catre multe
molecule de adeziune considerate a lua parte la ghidarea evenimentelor morfogenetice. (1)

Pentru a explica functiile specifice ale FN din structura matricei in timpul dezvoltani
precoce a vertebratelor, a fost introdusa FN normald si mutantd recombinantd (recFN) in
cavitatea blastocelicd a embrionilor de amfibian Pleurodeles waltl. S-a demonstrat astfel ca o
recFN nativa FN (A-B-), ca si recFNs cu mutatii specifice in domeniul de legare a celulelor, FN
(RGD-) si FN (syn-), sau intr-o regiune de legare a FN, FNDeltalll (1) sunt asamblate intr-o
matrice fibrilard. O recFN (FNDeltalll (1-7)) care formeazi o matrice distincta structural in
culturi celulare a fost asamblata in agregate la periferia celulei si a putut inhiba asamblarea FN
matriceale endogene amfibiene intr-o maniera dependentd de dozi. Adeziunea celulelor,
raspandirea §i migrarea lor a fost perturbata in vitro §i in vivo pe matricele chimerice care contin
FN (RGD-), FN (syn-) sau FNDeltalll (1-7) co-asamblate cu FN amfibianid. Dezvoltand,
aceasta perturbare a dus la defecte structurale mezodermale si la inhibarea gastrulari. Aceste
rezultate aratd cd structura §i compozitia FN fibrilare matriceale reprezintd importanti
determinanti ai adeziunii celulare si ai migrérii in timpul dezvoltarii. (16)

Invazia intercelulara si stabilitatea organizationala a tesuturilor este, de asemenea, un
rol al fibronectinei.

Invazia intercelulara reprezintd deplasarea celulelor unui anumit tip structural intr-un
alt tip structural de tesut, prin contiguitate. Invazia este 0o semnaturd comportamentald a
tumorilor maligne si, de asemenea, mai reprezintd o parte a comportamentului normal a
celulelor inflamatorii ale singelui, precum §i a tesuturilor angajate in evenimente
morfogenetice ale embriogenezei normale §i in anumite procese de remodelare ale fesuturilor
normale §i patologice la adult. Invazia rezulta in dezvoltarea unei interfate difuze intre
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tesuturile aflate in contiguitate. Alternativa sa este reprezentati de mentinerea stabilitatii, a
suprafetei plane a limitelor dintre tesuturi. Aceasta este cea mai comund conditie pentru
tesuturile animale aflate in contiguitate. Procesele care au loc, pe de o parte, stabilizeaza
interfetele plane dintre fesuturi care vin in contact, si, pe de altd parte, promoveaza
destabilizarea integritifii tisulare prin adoptarea invaziei celulare. O atentie speciala a fost
acordata rolului interactiunilor de adeziune mediate de molecula de matrice extracelulara,
fibronectina. in exemple concrete, fibronectina in matrice promoveaza invazia, in vreme ce in
alte locuri, prezenta fibronectinei previne invazia. Distinctia apare atunci cand tesutul invaziv
migreazi intr-o matrice extracelulara sau daca invazia implica tesuturi cu celule foarte dense.
in primul caz fibronectina promoveazi invazia, in timp ce in al doilea caz fibronectina
stabilizeaza interfata de la contactul tesuturilor §i previne invazia. (17)

Migrarea transcelulara a celulelor ascitice hepatice (AH130-MM1) prin m onostratul
culturii de celule mezoteliale (MCL) este sustinutd cu acid lizofosfatidic (LPA) care
stimuleazd polimerizarea actinei §i fosforilarea lantului usor de miozind prin activarea
cascadei Rho-ROCK (Rho-kinaza). Atunci cand motilitatea celulelor MM1 pe o suprafafa de
sticld a fost testatd pe calea motilitatii fagokinetice, LPA nu a putut induce motilitatea. Cu
toate acestea, cand sticla a fost imbricata cu fibronectina (FN), LPA a putut induce motilitatea
fagokinetici, care a fost acompaniata de transformarea celulelor MMI la forma fusiforma si
asamblarea in focare de adeziune. Pe celulele MM1 se exprima beta(1) integrina, receptorul
suport al FN. Anticorpii anti-FN, anticorpii anti-integrind beta(l1) si ciclo-GRGDSPA au
supresat puternic motilitatea fagokinetica si migrarea transcelulard prin MCL indusi de LPA.
Rezultatele aratd ci polimerizarea actinei §i fosforilarea lantului usor al miozinei prin
activarea Rho este insuficientd pentru inducerea motilitatii, dar adeziunea mediatd de
cooperarea FN/integrind beta(l) este necesara atit pentru motilitatea fagokinetica, cat gi
pentru migrarea transcelulara a celulelor MM1. (18)

Decorina este un membru al familiei peste tot exprimata a proteoglicanilor mici bogati
in leucina. In plus faa de rolul sau primar de modulator al fibrilogenezei proteinelor matricei
extracelulare, decorina poate inhiba raspunsul celular la actiunea factorilor de crestere.
Expresia decorinei este indusa in celulele endoteliale in timpul angiogenezei, dar nu in timpul
migrarii sau cand este stimulata proliferarea. Astfel, decorina poate sustine formarea matricei
fibrilare pericelulare care stabilizeaza fenotipul endotelial diferentiat in timpul stadiilor finale
ale angiogenezei. De aceea, a fost testat daca expresia decorinei constitutive poate modifica
singurd migrarea si proliferarea celulelor endoteliale sau poate afecta formarea matricei
pericelulare. Vectori retrovirali defectivi ai replicarii au fost utilizati pentru a stabiliza
expresia decorinei bovine. Migrarea celulelor endoteliale care exprima decorina este inhibata
semnificativ atdt in monostratul de crestere cit si in camerele microchemotactice. Inhibifia
migrarii celulelor de catre decorind nu a fost insotita de scaderea proliferarii. In plus, celulele
endoteliale care exprima decorind asambleaza o fibronectina extensiva fibrilard matriceala
mai rapid decat celulele de control agsa cum s-a observat prin determinari imunocitochimice si
de fibrilogeneza a fibronectinei.

Aceste observatii sugereaza cd migarea celulelor poate fi modulatd de influenta
decorinei asupra ansamblului celuld-matrice extracelulara asociata. (19)

Fibronectina — rol in semnalizare

Semnalizarea supravietuirii matricei se face de la fibronectina pe calea kinazei focale
de adeziune la capdtul NH2-terminal al kinazei c-Jun.

Majoritatea celulelor transformate au pierdut ancorarea §i dependenta serica pentru
crestere si supravietuire. S-a stabilit anterior ca atunci cand serul este absent, semnalele de

62

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



supraviefuire a fibronectinei transduse de catre kinaza de adeziune focala (FAK) supreseaza
apoptoza reglatd de p53 in fibroblastele primare si celulele endoteliale. S-a urmarit
identificarea secventelor supravietuitoare in FAK si a moleculelor de semnalizare in aval ale
FAK necesare pentru supravietuirea dependenté de ancorare a fibroblastelor primare. Legarea
domeniului SH3 al p130Cas la regiunea 1 a FAK bogata in prolind este necesara pentru
sustinerea supravietuirii fibroblastelor pe fibronectind cand serul este retras. Complexul
FAK-p130Cas activeaza capatul NH2-terminal al kinazei c-Jun (JNK) pe calea
Ras/Rac1/Pak1/MAPK kinaza 4 (MKK4). JNK activat (fosfo-JNK) colocalizeaza cu FAK in
adeziunile focale ale fibroblastelor cultivate pe fibronectini, care sustine supravietuirea lor,
dar nu si a fibroblastelor cultivate pe colagen, care nu sustine supravietuirea lor. Celulele
adesea supravietuiesc in absenta matricei extracelulare daca factorii serici sunt furnizati.
Semnalele supravietuirit sunt transduse de catre FAK, fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI 3-kinaza)
si Akt/PKB (protein kinaza B). Oricum, cand serul este absent, fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI
3-kinaza) si Akt/PKB nu sunt implicate in calea de supravietuire fibronectinid-FAK-JNK.
Astfel, semnalele supravietuirii de la matricea extracelulara si ser sunt transduse de citre FAK
pe doua cai distincte. (20)

S-a evidentiat faptul ca izoforma de FN asociatd suprafetei este sintetizatd de catre
celule T activate. FN derivata din celule T are un model imbinat neobisnuit: un domeniu
aditional, EDB, este produs in timp ce secvente ce apartin altui domeniu, IIICS, sunt
desprinse. CS1, domeniul de legare pentru antigenul-4 al activirii foarte tarzii (VLA-4), este
totusi in continuare generat. Pentru a studia functia potentiala a FN asociata suprafetei, sinteza
sa a fost supresata de catre oligonucleotide antisens, apoi proliferarea celulelor T a fost indusa
de anti-CD3 cross-linkate. Proliferarea a fost redusa asa cum a fost si expresia CD25. Mai
mult decat atdt, cand celulele T au fost cultivate cu densitate inalti, peptida sintetica
QILDVPST, corespunzitoare CS1, a inhibat proliferarea, asa cum facusera anticorpii pentru
VLA-4. S-a propus ca FN asociat suprafetei este un ligand pentru VLA-4, si prin legarea la
VLA-4 pe o celula adiacenta, furnizeazd un semnal costimulator, astfel sustinand proliferarea
celulelor T. (21)

Rolul fibronectinei in vindecarea grefelor

Vindecarea crescuta a grefelor extinse de politetrafluoroetileni de inalta porozitate are
loc prin legarea covalenti a fibronectinei.

A fost evaluat efectul legarii covalente a fibronectinei pe vindecarea grefei extinse de
politetrafluoroetilend de inaltd porozitate (ePTFE). Grefarea bilaterald a carotidelor a fost
realizatd la zece cdini corciti folosind grefe de ePTFE de inalti porozitate (60 pm), cu
lungimea de 4 cm si diametrul intern de 4 mm, fiecare fiind pretratati cu legituri covalente de
fibronectina (grefe de fibronectini) sau netratate (grefe de control). Grefele au fost recoltate la
4 - 6 sdptdmani dupa interventia chirurgicala si au fost supuse observatiilor macroscopice si
microscopice. Zona crestati trombus-liberd a fost semnificativ mai mare in grefele de
fibronectina decat in cele de control, de 86,9% fata de 34,0%. Mai mult, pseudointima a fost
mai bine inlocuitd de tesutul fibros in grefele de fibronectind decét in cele de control, fiind
aliniate cu un strat d e c elule endotelial-like. in grefele de fibronectini a fost evidentiatd o
cantitate mai mare de tesut transmural crescut decat in grefele de control.

in concluzie, legarea covalentd a fibronectinei imbunatiteste vindecarea grefei prin
stimularea cresterii tesutului transmural in grefele ePTFE de inalta porozitate. (22)
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Relatia fibronectinei cu tesutul nervos

Tenascin-R (TN-R), o glicoproteind matriceala a sistemului nervos central (SNC), a
fost implicata intr-o varietate de interactiuni celula-matrice responsabile de controlul cresterii
axonului, mielinizirii si adeziunii celulare la fibronectina in timpul dezvoltarii i regenerarii.
Desi majoritatea analizelor functionale au fost concentrate exclusiv pe rolul miezului proteic,
contributia glicoconjugatelor TN-R prezente pe multe situsuri potentiale pentru N- sau
O-glicozilare este in prezent necunoscutd. TN-R derivat din creier de soarece adult exprima
condroitin sulfat (CS), glicozaminoglicani (GAGs), etc., care sunt recunoscufi de citre
anticorpi monoclonali specifici anti-CS/dermatan sulfat, 473 HD si CS-56. CS GAGs legat de
TN-R: (1) este implicat in interactiunile cu locusurile de legare a heparinei ce apartin
fibronectinei si este responsabil de inhibarea mediata de TN-R a adeziunii celulare la un
fragment de fibronectina de 33/66 kD care leaga heparina sau la peptidele FN-C/H I $1 FN-
C/H 11, cunoscute ca participa la legarea fibronectinei la proteoglicanii de suprafafa celulara;
si (2) contribuie partial la interactiunea dintre TN-R si TN-C care, oricum, nu conduce la o
interferentd cu inhibifia mediata de TN-R si TN-C a cresterii neuronale cand cele doua
molecule sunt oferite ca substrat mixt de cultura.

Aceste descoperiri sugereazd implicarea functionala a CS GAGs legat de TN-R in
interactiunile matricei cu fibronectina si TN-C care contribuie in acelasi fel la modularea
comportamentului celular si la organizarea componentelor matricei in dezvoltarea sau lezarea
SNC adult. (23)

Relatia fibronectinei cu tesutul cardiac

Fibroblastul cardiac este cel mai abundent tip celular prezent in miocard §i este in
principal responsabil pentru depunerea matricei extracelulare (ECM). Componentele
importante ale ECM cardiace includ proteine structurale si de adeziune, cum sunt colagenul §i
respectiv, fibronectina. Depunerea in exces a ECM cardiace (fibroza) a fost asociatd cu
supraincarcarea mecanica patofiziologica a inimii. De aceea, rolul fibroblastelor cardiace in
receptionarea, integrarea §i raspunsul la stimulii mecanici este de un mare interes. Dezvoltarea
in vitro a aparatelor a permis oamenilor de stiinta sa investigheze efectele stimulilor mecanici
asupra functiei fibroblastelor cardiace. Fibroblastele cardiace exprima receptori de ECM
(integrine) care leagd stimulii mecanici de raspunsurile functionale. Stimularea mecanica a
fibroblastelor cardiace s-a demonstrat ci rezultd in activarea variatelor cii de transducere a
semnalelor. Nevoia definirii stimulilor mecanici pentru a cultiva fibroblaste cardiace a fost
asociatd cu expresia genelor ECM, cu productia, eliberarea si/sau bioactivitatea factorilor de
crestere, precum si cu activitatea colagenazica. In cele din urma, pentru ca fibroza sa dezvolte
supraproductia de ECM, trebuie inhibate orice cregteri asociate in activitatea colagenazei.
Suprareglarea indusa mecanic a productiei de ECM poate urma céi directe sau indirecte prin
acfiunea autocrind sau paracrina a factorilor de crestere.

Cunoscand natura complexa a spatiului interstitial din inima in functiune, cercetarile
aditionale trebuie sd suplimenteze intelegerea rolurilor jucate de stimulii mecanici in
depunerea in exces a ECM miocardiace. (24)
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Fibronectina §i celulele musculare netede din peretele vascular

Modularea fenotipici de catre fibronectind sporeste sistemul de generare a
angiotensinei II in culturile de celule musculare netede vasculare.

S-a demonstrat cd aceste culturi omogene de celule musculare netede vasculare
(VSMCs) de la sobolanii cu hipertensiune spontana produc angiotensind II (Ang II) ca
raspuns la cresterea nivelelor de angiotensinogen, catepsind D §i enzima convertoare de
angiotensinad (ACE). Modificarea VSMCs din fenotipul contractil in cel de sinteza a crescut
cantitatea organelelor sintetizatoare, rezultate in productia de proteaze si factori de crestere.
Pentru a evalua contributia fenotipului sintetic la generarea Ang II, s-a examinat efectul
fibronectinei (FN), care induce fenotipul sintetic, pe sistemul generator de Ang II in VSMCs.
Culturile VSMCs de sobolani Wistar-Kyoto au fost incubate cu un fragment activ de FN,
Arg-Gly-Asp-Ser, pentru 24, 48, sau 72 de ore dupa sincronizarea ciclului celular, cu 0,2% ser
de -vitel pentru 48 de ore. Nivelele de proteind actind alpha din musculatura neteda
(SM = smooth muscle) si expresia mRNA SM22alpha, evidentiate in fenotipul contractil, au
fost supresate de catre FN, in timp ce expresia Gla mRNA matriceala si osteopontin (nRNA
si proteind), evidentiate in fenotipul sintetic, au fost crescute. Dependent de dozad (1-1000
microg/mL), FN a crescut sinteza ADN in VSMCs, care a fost inhibatd de catre receptorul
Ang II tip 1 antagonist CV-11974. Imunoreactivitatea Ang II-like determinata prin RIA a fost
semnificativ crescuti in mediul VSMCs. In plus, mRNA pentru proteazele catepsind D
generatoare de Ang Il si ACE a fost crescut de catre FN. Expresia mRNAs a TGF-betal, a
lanfului A. al PDGF si a FGF primar a fost, de asemenea, crescutd de catre FN. Aceste
rezultate aratd ca modificarile care insotesc alterarea fenotipului sintetic in culturile omogene
de VSMCs cresc expresia proteazelor, cum ar fi catepsina D si ACE, care in acest caz produc
Ang II, iar aceasta modifica cresterea expresiei factorilor de crestere care, la randul lor, induc
cresterea VSMCs. (25)

Fibronectina si celulele intestinale

Remodelarea extensivd a matricei extracelulare (ECM) are loc in tesuturile
inflamatorii. Leziunile celiace in intestinul subtire sunt caracterizate prin insotirea
inflamatiei de catre alterdri morfologice profunde. Prin metode imunohistochimice s-a
determinat distributia izoformelor de laminina, fibronectind §i tenascin in biopsiile
intestinului subtire ale pacientilor cu boli celiace netratate. In mucoasa normala distributia
izoformelor de laminina defineste trei zone ale membranei bazale (BM). Organizarea
acestor zone a fost mentinuta in mucoasa celiacd. Astfel, componentele lamininei-5
(alpha(3) si beta(3)) au fost giasite pe suprafata membranei bazale epiteliale, lantul
alpha(2) al lamininei a fost gasit selectiv in fundurile criptice, iar lanful alpha(5) al
lamininei a fost unicul lant de tip alpha in mijlocul criptelor membranei bazale (BMs). De
asemenea, distributia fibronectinei §i tenascinului s-a asemainat cu cea de la intestinul
normal. Organizarea fibroblastelor pericriptale §i a straturilor de lamina propria din
musculatura netedd, asa cum a fost detectatd prin imunofluorescentd pentru componenta
alpha a actinei din musculatura neteda, a rimas neschimbati in mucoasa celiaca. in mod
neasteptat, nu au fost detectate schimbari majore ale ECM in leziunile celiace. (26)
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Fibronectina §i tesutul osos

Forta de adeziune a osteoblastelor la sticla imbracata in fibronectina (1,0 pg/ml) a fost
semnificativ afectatd de prezenta particulelor de titanium. Forta de adeziune a celulelor
incubate cu particule de titanium mai putin de 4 ore nu a fost afectatd semnificativ prin
expunerea la particule; dupa 4 ore, totusi, a fost redusa relativ semnificativ fafa de control.
Aspirarea osteoblastelor provocate de particule intr-o micropipetd a demonstrat ca particulele
nu au fost desprinse de pe suprafata celulelor si deci s-a confirmat ci osteoblastele le-au
ingerat. In timpul aspirarii, particulele au trecut in citoplasma mai degraba decét au stat pe
suprafata celulara. Cind osteoblastele au fost expuse particulelor si citochalasinei D, acestea
au expus forte de adeziune mult mai mici decat atunci cind au fost expuse controlului sau
doar particulelor de titanium; aceasta indica un rol important al filamentelor de actind in
rispunsul osteoblastelor la particule. Mai mult, nivelele d¢ mRNA pentru colagen tip I §i
fibronectina au fost semnificativ reduse mai devreme de 4 ore dupa expunerea la particule
comparativ cu nivelele de control, §i acest efect a continuat pand la 72 de ore. Aceste date
aratd cd expunerea directa a osteoblastelor la particulele de titanium, care s-a presupus a fi
ingerate de catre osteoblaste, poate descreste semnificativ forta de adeziune a osteoblastelor;
aceasta poate conduce la o descrestere a activitatii celulare s§i a expresiei genelor pentru
fibronectina si colagen tip I in prezenta particulelor de titanium. (27)

Fibronectina §i tesutul mamar

Fragmentele de fibronectind induc activitatea metaloproteinazelor matriceale (MMP)
in celulele epiteliale mamare de soarece, ceea ce evidentiaza rolul siu in remodelarea
tesutului mamar.

Forma si functiille glandei mamare sunt reglate prin interactiunile dintre epiteliu §i
matricea extracelulard. Majoritatea componentelor glicoproteice ale matricei extracelulare au
fost identificate ca sustinind supravietuirea, proliferarea si diferentierea semnalelor la celulele
epiteliale mamare. Fragmentele proteolitice ale glicoproteinei matricei extracelulare,
fibronectina, supreseaza cresterea §i poate promova apoptoza celulelor epiteliale mamare de
soarece. In timpul involutiei glandei mamare, nivelele de fibronectini totala si de fragmente
de fibronectind sunt scazute. Varful nivelelor proteinei fibronectind si a fragmentelor se
observi la 4-6 zile de la intarcare, coincizdnd cu varful atins de moartea celulelor epiteliale.
Folosind un model pentru hormonul ce induce retragerea mortii epiteliului mamar, nivelele
ndicate de fragmente proteolitice de fibronectind au fost asociate cu apoptoza in ceiulele
TM-6, o linie celulara epiteliald tumorigenica mamara la soarece. Tratamentul celulelor TM-6
cu fragmente exogene de fibronectina (FN120) a redus numaérul celulelor si a indus apoptoza
si activitatea de degradare a proteazelor matriceale. Inhibifia activitétii proteazelor matriceale
a salvat viabilitatea celulelor TM-6, indicadnd ca pierderea celulard indusd de FN120 este
mediati de activitatea proteazelor matriceale. Intr-un model tridimensional pentru dezvoltarea
glandei mamare, FN120 a redus dezvoltarea alveolelor-like si a promovat dezvoltarea
ductelor-like printr-un mecanism dependent de proteazele matriceale.

Aceste date sugereaza cd in timpul involutiei post-lactationale fragmentele de
fibronectind pot contribui la pierderea celulelor epiteliale si la disolutia alveolelor mamare
prin inducerea proteinazelor degradatoare matriceale. (28)
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Fibronectina in diverse patii

Au fost intreprinse cercetari pentru a determina dacad determinarea fibronectinei fetale
este mai utila pentru prezicerea nasterii inainte de termen in practica clinica decat se pérea a fi
in studiile prospective oarbe. Au fost urmarite graficele a 151 de paciente cu teste pentru
fibronectina fetala realizate pe parcursul a doi ani. Pacientele erau incluse dacd aveau
simptome de travaliu prematur, o singura sarcina la 24-35 saptamani de gestatie, membrane
intacte si dilatarea cervixului mai mica sau egald cu 3 cm. Datele complete au fost disponibile
pentru 85 de teste. Pentru nasterea in mai putin de 7 zile dupa colectionarea specimenului,
sensibilitatea, specificitatea, valoarea predictivd pozitiva si valoarea predictivd negativa au
fost 89%, 84%, 40% si respectiv 98%. Valoarea predictivda pozitivi a fost mai mare
(P < 0,002) decat cea raportata in trei studii prospective care evaluau nasterea in mai putin de
7 zile la pacientele cu simptome. Varsta fatului la nastere si greutatea sa erau mai mici la
pacientele cu rezultate pozitive (P < 0,0001 si respectiv P < 0,006). Pacientele cu rezultate
pozitive au fost, de asemenea, tratate cu mai multa tocoliza, corticosteroizi si spitalizare decat
pacientele cu rezultate negative. Pentru o comparatie directd cu studiile asupra pacientelor cu
o dilatatie a cervixului mai mica de 3 cm, numai 4 paciente cu dilatatia cervixului de 3
centrimetri au fost inrolate. Toate cele 4 au avut rezultate negative la testul fibronectinei
fetale, si deci rezultatele lor nu au avut nici un efect asupra valorii predictive pozitive. Ca o
concluzie, valoarea predictiva pozitivd a fibronectinei fetale masuratd in practica clinica
actuald a fost semnificativ mai mare pentru nasterea in mai putin de 7 zile decat s-a raportat in
studiile prospective oarbe. (29)

Terapia cu oligodeoxinucleotide antisens TGF-P reduce greutatea rinichiului i mRNA
din matrice in diabetul de soarece.

Inhibitia expresiet genei cu oligodeoxinucleotide (ODNs) antisens releva abilitatea lor
de a lega secventele mRNA complementare §i de a preveni translatia. Tubul proximal este o
tinta potrivita pentru terapia ODN in vivo deoarece se acumuleaza ODNs circulante in tubul
proximal in concentratii mari. Deoarece cresterea tubulara proximala a expresiei TGF-beta(1)
poate media hipertrofia diabetului renal, au fost investigate efectele lui ODN TGF beta(1)
antisens pe glucoza inalt indusa in celulele hipertrofiate ale epiteliului tubului proximal in
cultura si pe diabet renal hipertrofiat in vivo. Celulele tubului proximal de soarece crescute in
25mM de D-glucoza si expuse ODN-sens ca un control (1pM) expus, miresc incorporarea de
3H leucind cu 120% si proteina totala TGF-beta(l) cu 50% fatd de cultura in 5,5 mM de
D-glucozd. ODN antisens scade semnificativ secretia de glucozd finalt stimulata de
TGF-beta(1) si incorporarea leucinei. Infuzia continua timp de 10 zile a ODN (100 ug/zi) a
fost obtinutd pe calea minipompelor osmotice in diabetul si nondiabetul de soarece. Tratarea
ODN-sens cu streptozocin diabetic de soarece a crescut greutatea rinichiului cu 15,3%, al
(IV) colagenul cu 70% si cu 46% nivelele de mRNA fibronectini fata de celulele de soarece
nondiabetice. Tratarea diabetului de soarece cu ODN antisens a scazut partial, dar
semnificativ nivelele de TGF-beta(1) din rinichi §i a atenuat cresterea in greutate a rinichiului,
a al (IV) colagenului 5i a mRNA fibronectinei. In concluzie, terapia cu ODN TGF-beta(1)
antisens scade productia de TGF-beta(l) si atenueazi hipertrofia celulelor tubului proximal
inductoare de glucozi in vitro si previne partial cresterea greutitii rinichiului si a expresiei
matricei extracelulare in diabetul de soarece. (30)

Ultrafiltrarea factorilor de crestere in nefropatia diabetici experimentala contribuie la
fibroza interstitiala.

Proteinuria glomerularad este un factor de risc pentru progresia insuficientei renale
cronice si contribuie la fibroza renald interstifiala. In scleroza diabetica glomerulara
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experimentala este o translocatie a factorilor de crestere cu greutate moleculard mare, numiti
factori de crestere hepatocitard (HGF) si a factorilor de crestere a transformarii (TGF)-beta
din plasma in lichidul tubular, ambele pe celulele tubulare prin membrana apicala a
receptorilor. In prezent se studiaza ipoteza ca HGF si TGF-beta ultrafiltrate induc cregterea
expresici proteinelor matricei extracelulare (ECM) direct in celulele tubulare sau induc
cresterea expresiei citokinelor care pot actiona pe miofibroblastele interstitiale. Incubarea
culturilor de celule tubulare cu TGF- beta uman recombinant (rh) dezvoltd modest expresia
colagenului tip III, dar doza dependenta de rh HGF blocheazi expresia acestor proteine ECM.
Ambii factori de crestere stimuleaza expresia fibronectinei pana la de 4 ori si cresc expresia
PDGF (Platelet Derivated Growth Factor)-BB pana la de 6 ori, dar nu si a GF-2 fibroblast. in
suspensie ultrafiltratul glomerular diluat care a fost colectat prin micropunctura nefronului de
la sobolan cu nefropatie diabetica (24-30 siptimani) creste, de asemenea, expresia
fibronectinei la fel ca PDGF-BB in celulele tubulare proximale. In prezenta anticorpilor
neutralizanti care blochezi actiunile HGF si TGF-beta, ultrafiltratul glomerular din diabetul
de sobolan nu mai creste expresia in celulele tubulare a PDGF-BB. In miofibroblastele renale
interstitiale NRK-49F, rh PDGF-BB creste pe rand expresia colagenului tip III, dar nu si tip I
sau fibronectinid. Evidenta data de descoperiri arata ca ultrafiltratul HGF si TGF-beta
contribuie la acumularea interstitiala a proteinelor ECM prin efecte directe pe celulele
tubulare, precum si prin mecanisme indirecte, pe calea PDGF-BB si actiunea sa pe
miofibroblaste. Aceste evenimente pot reprezenta importante mecanisme ale fibrozei renale
interstitiale cu inducerea proteinuriei $i progresia accelerata a insuficientei renale cronice in
nefropatia diabetica i probabil in alte boli glomerulare proteinurinice. (31)

Studiile au investigat efectul curcuminei pe nefropatia determinatad de adriamicind
(ADR) la sobolani. Rezultatele arata ca lezarea rinichiului indusd de ADR a fost prevenita
intr-un mod remarcabil de tratamentul cu curcumina. Tratamentul cu curcumind a realizat
protectia marcatd impotriva proteinuriei, albuminuriei, hipoalbuminemiei §i hiperlipidemiei
induse de ADR. De asemenea, curcumina a inhibat cresterea indusa de ADR a excretiei
urinare de N-acetil-beta-D-glucozaminidaze (un marker al lezarii tubilor renali), fibronectina
si glicozaminoglican, precum si colesterol plasmatic. Curcumina a restaurat functia renala in
soarecii ADR, judecand dupa cresterea in GFR. Datele au demonstrat, de asemenea, ca
aceasta (curcumina) a realizat protectia impotriva leziunilor renale induse de ADR prin
supresia oxidativa §i cresterea continutului de glutation renal, precum si a activitatii glutation
peroxidazei. Intr-o manierd aseminitoare, curcumina a abolit peroxidarea lipidelor
microsomale si mitocondriale din rinichi stimulata de ADR. Aceste date sugereazid ca
administrarea de curcumind reprezintd o cale promitatoare in tratamentul nefrozei cauzata de
ADR. (32)

Urechea internd de mamifere contine organe pentru detectarea sunetului §i acceleratiei,
respectiv cohleea si vestibulul. Celulele perilor mecanosenzoriali din neuroepiteliul acestor
organe transduc forta mecanicd generata de undele sonore sau miscarile capului in semnale
neuronale. Defectele in celulele perilor conduc la surditate si defecte de echilibru. Celulele
perilor au stereocili care sunt indispensabili pentru mecanosenzatie, dar mecanismele
moleculare care regleazd formarea stereocililor sunt putin cunoscute. Integrina
alpha(8)beta(l), un ligand al fibronectinei si reglatorul integrinei — kinaza de adeziune focala
(FAK) sunt colocalizate la suprafata apicala a celulelor perilor senzoriali, unde se formeaza
stereocilii. in soarecii homozigoti, printr-o mutatie tintita la Itga8 (care codifica subunitatea
alpha(8)beta(1)), aceastd colocalizare este perturbata, iar celulelor perilor din utriculd, un
subcompartiment vestibular, le lipsesc stereocilii sau contin stereocili malformati. Majoritatea
soarecilor deficienti in integrind alpha(8)beta(l) mor imediat dupd nastere din cauza
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defectelor la rinichi. Multi dintre supravietuitori au dificultati in mentinerea echilibrului in
concordanti cu defectele structurale ale urechii interne. Integrina alpha(8)beta(1), posibil si
alte integrine, regleaza diferentierea celulelor perilor i maturarea stereocililor. Mutatiile care
afecteaza moleculele matriceale cauzeaza forme mostenitoare ale disfunctiilor urechii interne,
iar integrinele pot media unele efecte asupra moleculelor matricei din ureche; astfel, mutatiile
in genele integrinelor pot conduce, de asemenea, la boli ale urechii interne. (33)

Au fost facute studii pentru identificarea potentialelor legaturi imunopatogenice dintre
fragmentarea fibronectinei (FN) si raspunsul inflamator in bolile articulare cronice. O serie de
fragmente de FN au fost identificate in lichidul sinovial (SF = synovial fluid) artritic. FN si
fragmente situate intre 30 si 200 kD sunt prezente in concentratii mari in SF inflamator.
Expunerea fragmentelor FN in SF a redus afinitatea pentru fibrina si colagen. Fragmentele
amino-terminale de 29 si 50 kD mediaza eliberarea proteoglicanilor din cartilajele articulare
prin mecanisme independente de RGD. Fragmentele de FN pot induce expresia in fibroblaste
a genelor metaloproteinazelor sau pot actiona ele insele ca proteinaze. Fragmentele mediaza
chemotaxia PMN si cresc proliferarea limfocitelor CD4+, ca si legarea la componenta Clq a
complementului, influentind astfel comportamentul complexelor imune.

in concluzie, fragmentele de FN pot fi caracterizate din punct de vedere functional si
biochimic in boli ale SF. Modificarea formei fragmentului si inhibitia functiei sale poate avea
valoare potential terapeutica in intreruperea inflamatiei sinoviale cronice. (34)

Fibronectina si cancerele

Fibronectinele, glicoproteine de adeziune exprimate mai ales in matricea extracelulara,
sunt molecule polimorfe ale caror izoforme variate sunt dependente de combinarea alternativa
a patternurilor. Izoformele care contin secventa ED-B §i care se gasesc in tesuturile fetale si
neoplazice (oncofetale sau B+FN) au fost recunoscute ca markeri de angiogeneza. Distributia
acestor izoforme a fost analizatd intr-o serie consecutivi de 134 de meningioame
intracraniene obtinute chirurgical, folosind anticorpi monoclonali specifici. FN oncofetala s-a
descoperit a fi distribuitd peste tot in vasele meningiomei anaplastice, expresia sa fiind
restrictionatd in vasele subtipurilor tipice §i absent in vecinitatea tesuturilor cerebrale.
Expresia vasculard ubiquitara a B+FN in malignitatile meningiomatoase ar putea furniza o
potentiala tinta pentru distributia in vivo a agentilor angiosupresori. (35)

Invazia celulelor tumorale in matricea extracelulard reprezintd un pas esential in
formarea §i metastazarea cancerului renal. Moleculele de adeziune celulara, precum
integrinele beta(1), care se leaga la secventa RGD (arginina-glicind-asparagind) si CD44, sunt
implicate In acest proces. A fost examinatid invazia celulelor liniei renale carcinomatoase
(CCF-RC1) in compusii matricei extracelulare, fibronectina, colagen IV si laminina, precum
si efectul TGF beta gi IFN gamma in acest proces. Efectul inhibitor al anticorpilor anti-
subunitatea beta(1) a integrinelor (CD29), ca si al unei pentapeptide ce contine secventa RGD,
a fost, de asemenea, evaluat. Aditia compusilor matricei extracelulare, fibronectina, laminind
si colagen IV creste in invazie. Aceastd invazie crescutd depinde strins de prezenta
integrinelor beta(1), fapt demonstrat prin utilizarea anticorpilor anti CD29 sau a unei peptide
cu secventa RGD care inhibd migrarea celulard cu aproximativ 88%. CD44 este mai putin
implicata in migrarea dependenta de colagen si aproape nici o influentd a CD44 nu a fost
observata in migrarea dependenta de fibronectina i laminina. TNF alpha §i IFN gamma nu au
influentat semnificativ expresia CD29 sau CD44 si nu s-a observat nici o alterare in migrarea
celulelor tumorale. Aceste rezultate arata ca invazia celulelor canceroase renale este reglata
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diferentiat de citre compusii matricei extracelulare §i ca fibronectina pare si fie factorul cel
mai critic. Interactiunile moleculare in acest proces sunt strins dependente de integrinele
beta(1) si de secventa de aminoacizi corespunzitoare RGD. (36)

A fost investigatid facilitarea invaziei de catre factorii de crestere §i factorii
chemotactici in liniile celulare tumorale, si in special in carcinomul hepatocelular. Celulele
hepatomului (PLC/PRF/5 si Hep G2) au aratat chemotaxie crescutd in legitura cu conditiile
mediilor lor respective, in timp ce celulele metastatice ale cancerului pancreatic (SU.86.86) si
celulele cancerului de colon (LS 174T) nu au migrat legat de conditiile mediilor lor
respective. Pe baza tehnicilor de imunoblotting s-a observat ca celulele PLC/PRF/S secreta
fibronectina, factor de crestere beta al transformirii (TGF beta) si catepsind D (o proteaza).
Fibronectina a indus un rdspuns migrator in celulele PLC/PRF/5, iar anticorpii
anti-fibronectind au anulat rispunsul acestor celule la conditiile lor de mediu. Anticorpii
anti-integrind beta(1) au impiedicat, de asemenea, migrarea acestor celule legat de conditiile
de mediu. Anticorpii policlonali anti-TGF beta si inhibitorii proteazici (alpha(2) -
macroglobulina §i leupeptina) adidugati in mediile de cultura au modulat secretia de
fibronectind a celulelor PLC/PRF/5. Cu toate cd TGF beta exogen a supresat celulele
SU.86.86, acesta a crescut aderarea celulelor PLC/PRF/5 la substrat, crescand astfel numarul
celulelor viabile. '

Aceste actiuni aratd ca acest carcinom hepatocelular poate poseda un mecanism
autocrin puternic care permite celulelor sid supravietuiasca §i sd prolifereze in conditii
cirotice. (37)

Pierderea contactului celuld-celuld este indusa de aderarea celulelor la substrat
mediata de integrine in celulele carcinomului hepatocelular cu inaltad motilitate §i metastazare.

Sistemul de adeziune celuld-celulda mediat de cadherine joacd un rol critic in
dezvoltarea si morfogeneza normalad. Inactivarea acestui sistem se crede cd ar fi
responsabild de invazia cancerului §i metastazare. O linie celularda de carcinom
hepatocelular uman (HCC), KYN-2, s-a observat a avea un potential mare de metastazare
intrahepatica atunci cand a fost implantata ortotopical in ficat de soareci SCID. Culturile in
vitro de celule KYN-2 au format structuri trabeculare in suspensie, dar au pierdut adeziunea
stransa celuld-celula i s-au imprastiat cadnd au fost atasate la un substrat, cum ar fi
colagenul sau fibronectina. Ca raspuns la aderarea la substrat, colocalizarea subcelulara a
filamentelor de cadherina E si actina s-a redus, si o cantitate insemnata de alpha-catenina a
fost disociata din complexul cadherina-E-catenina in celulele KYN-2. Aceste modificari ale
adeziunii celuld-celuld au fost blocate de citre anticorpi monoclonali inhibitorii
anti-integrine beta(1) si beta(5). S-a aflat ca c-Src a fost coimunoprecipitatd cu complexul
cadherina-E-catenina si a fost tirozin-defosforilatd si activata in celulele aderente. Tirozin-
defosforilarea c-Src este indusa de adeziunea celulelor la substrat si inhibati de aditia
anticorpilor monoclonali inhibitor anti-integrine beta(1) si beta(5).

Aceste descoperiri aratd ca adeziunea celule-substrat mediatd de integrine inhiba
adeziunea celuld-celuld mediata de cadherine, posibil pe calea activarii c-Src, §i sugereaza ca
aceasta mediaza inactivarea tranzitorie a sistemului cadherinelor si joacd un rol important in
metastazarea intrahepaticd a HCC uman. Modularea acestei interactiuni ar putea oferi o noua
cale de prevenire a metastazarii si recurentei HCC. (38)

Producerea autocrind de IL-6 de citre celulele carcinomatoase tranzitionale umane
supraregleza expresia receptorului alpha(S)beta(1) al fibronectinei.

Studiile au demonstrat cresterea expresiei §i secrefiei de IL-6 de catre celulele
carcinomatoase tranzitionale (TCC), care urmeazi terapiei impotriva bacilului Calmette-
Guerin (BCG). in prezent, rolul IL-6 asupra biologiei TCC este putin cunoscut. Studiile au
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evaluat influenta expresiei IL-6 asupra interactiunii critice variabile dintre tumorad si BCG
reglator, precum §i expresia tumorald a integrinei alpha(5)beta(1). O linie celularda umana
TCC (235]) a fost transfectata cu un vector ce contine secventa cDNA de lungimea [L-6.
mRNA atat pentru subunitatea alpha(5), cit si pentru subunitatea beta(1) ale receptorului FN
au fost crescute in medie de 9,4, respectiv 125,7 ori in supraexpresia IL-6 a celulelor
transfectate comparativ cu celulele 253J parentale. Cresterea mRNA a alpha(5) st beta(l) a
fost asociata cu cregterea expresiei pe suprafata celulara a ambelor proteine. Expresia crescuta
a proteinelor a rezultat intr-o mai mare afinitate de legare a fibronectinei substratului si a
crescut aderenta BCG la celulele tumorale. in concluzie, expresia autocrind a IL-6
supraregleaza expresia subunitatilor receptorului FN in TCC. Expresia crescutd a
alpha(5)beta(1) creste aderenta celulard la FN si aderenta BCG la celulele tumorale. Aceste
rezultate sugereazd un rol pentru IL-6 in medierea activitdtii antitumorale a BCG prin
influentarea aderentei BCG la TCC. (39)

Studiile recente au aratat ca atagarea bacilului Calmette-Guerin (BCG) la fibronectina
a fost necesara pentru medierea raspunsului antitumoral. Studii suplimentare au identificat
receptorul bacterian, proteina de atasare la fibronectind (FAP), ca un important mediator al
atagarii. BCG la fibronectina. Studiile in vitro au aritat ca o interactiune stabila
BCG/fibronectind a fost dependentd de legarea FAP la fibronectind; totusi, nu a fost
caracterizat nici un rol al FAP in atasarea BCG in vivo. Legarea stabila a BCG pe calea FAP
s-a demonstrat a fi necesard pentru expresia activitafii antitumorale indusi de BCG.

Rezultatele demonstreazd un rol biologic pentru FAP in medierea activitatii antitumorale
indusi de BCG. (40)

Fibronectina si microorganismele

Proteinele care leaga fibronectina la Staphylococcus aureus sunt implicate in aderenta
la epiteliul respirator uman.

A fost investigat mecanismul molecular al aderentei S. aureus la epiteliul respirator
uman, folosindu-se un model xenograf brongic umanizat la soarecii nuzi si culturi primare de
celule epiteliale respiratorii umane (HAEC) si s-a aratat ca S. aureus adera in principal la
celulele HAEC nediferentiate, in timp ce aderenta la celulele HAEC diferentiate este slaba
(P <0,01). O tulpina deficientd in FNBP (fibronectin binding protein) a prezentat un nivel de
aderentéd de cinci ori mai scazut in cazul celulelor HAEC nediferentiate decét tipul parental
(P < 0,005). Acest lucru sugereaza ca aderarea FN la S. aureus (tulpini clinice) este implicata
in aderarea bacteriei la HAEC. S-a demonstrat, de asemenea, ca 97% din cele 32 de tulpini de
S. aureus (tulpini clinice) izolate din secretiile tractului respirator de la pacientii cu fibroza
chisticd (n = 18) si pacientii cu pneumonie nosocomiald (n = 14) prezentau cele doui gene
fnb. Tulpinile de la pacientii cu pneumonie aveau o capacitate de legare a FN semnificativ
crescutd (P < 0,05) fata de tulpinile de la pacientii cu fibroza chistica. Aceste rezultate au fost
confirmate de expresia FNBPs in investigatiile de Western blotting cu afinitate la ligand.
Rezultatele au sugerat un rol major al FNBPs in colonizarea tractului respirator de citre S.
aureus, ceea ce coreleazd importanfa cdilor de reglare a adeziunii in procesul infectios
stafilococic. (41)

Multe bacterii patogene Gram-pozitive exprima proteine de suprafatd celulari care se
leagd la componentele matricei extracelulare. S-a studiat interactiunea dintre repeaturile de
legare (D3 si D1-D4) ale proteinei de legare la fibronectina din S. aureus cu o pereche de
module ((4)F1(5)F1) din regiunea N-terminald a fibronectinei. Cind D3 a fost adiugat la
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(4)F1(5)F1 marcat cu izotopi (1)H, (15)N si (13)C, modificarile chimice au arétat ca legarea
are loc in primul rand pe calea reziduurilor in (4)F1, desi cateva reziduuri din (5)F1 au fost, de
asemenea, afectate. Se pare cd sunt implicate atdt interactiunile hidrofobe, cat si cele
electrostatice. (42)

Proteinele care leaga fibronectina (FNBP) se crede ca sunt importante pentru atasarea
Staphylococcus aureus in timpul infectiei. Reglarea genelor fnbA si fnbB de catre locii
reglatori globali sar si agr a fost examinata folosind mutante reglatorii specifice de situs de S.
aureus. Introducerea sar pe un plasmid multicopiat a crescut transcrierea fnbA a mutantei agr
deja crescuta. FNBP nu a fost detectabila i astfel activitatea promotorului fnbB in incercarile
de fuziune a promotorilor nu a fost afectata nici de sar, nici de agr. Secventa ORF3 localizata
in amonte de sarA s-a considerat a fi esentiald pentru activarea transcrierii fnbA. S-a emis
ipoteza ci aceastd secven{d poate modula expresia SarA si/sau activitatea nivelului
post-transcriptional. SarA leaga fragmentele promotorului fnbA, probabil sub forma de dimer.
A fost, de asemenea, detectati o arie protejata de 102 bp in amonte de fnbA. (43)

Inducerea proteinelor de legare a fibronectinei §i cresterea adeziunii Staphylococcus
aureus rezistent la quinolon poate fi realizati cu nivele subinhibitorii de ciprofloxacin. (44)

Toxina B eritrogenica streptococica anuleaza internalizarea fibronectin-dependenta a
Streptococcus pyogenes de citre celulele mamaliene cultivate.

Streptococcus pyogenes secretd o serie de proteine care influenteaza interactiunile
gazda-agent patogen. Un model de cultura tisulara a fost utilizat pentru a studia influenta
toxinei B eritrogenica streptococica cistein proteazicd secretata (SPE B) asupra interactiunii
dintre subtipul NZ131 de S. Pyogenes (serotipul M49) si celulele mamaliene. Inactivarea
genei speB a marit dependenta de fibronectind a internalizirii patogenului de cétre celulele
ovariene de hamster chinezesc (CHO-K1) comparativ cu cele ale tipului izogenic silbatic.
Preincubarea genei mutante speB NZ131 cu proteaza SPE B purificata a inhibat semnificativ
internalizarea fibronectin-dependenta atit de cétre celulele CHO-KI1, cat si de celulele
CHO-pgs745. Efectul a fost atribuit anularii legarii fibronectinei la suprafata bacteriei, care nu
a implicat nici proteina M49, nici proteina streptococicd Sfbl de legare a fibronectinei. in
contrast, pretratarea mutantei NZ131 speB cu SPE nu a influentat internalizarea mediata de
polizaharide sulfatate de céatre celulele CHO-pgs745. Rezultatele arata ca proteaza SPE B
altereaza specific proteinele suprafetei celulare bacteriene si astfel influenteaza internalizarea
patogenului. (45)

Interactiunea streptococilor viridans cu componente ale matricei extracelulare (ECM)
joaca un rol important in patogeneza endocarditelor infectioase. A fost identificata o proteini
de suprafata la Streptococcus mutans care leagi constituientul ECM, fibronectina (FN). Initial
s-a aflat ca S. mutans poate adsorbi FN solubila in plasma, dar cu o eficientd mai mica decat
S. pyogenes. In plus, S. mutans ar putea lega FN imobilizata intr-o maniera dependenta de
doza folosind un imunosorbent legat de enzima. Extracte crude de proteine asociate la
peretele celular sau de proteine extracelulare din S. mutans MT8148 au legat specific FN prin
intermediul unei proteine cu masa moleculara de cca. 130 kD. Aceastd proteina de legare a
FN (FBP-130) a fost purificata folosind FN cuplati la Sefaroza 4B in coloane cromatografice.
Un anticorp policlonal d e i epure anti-FBP-130 a reactionat specific cu o proteind de masa
moleculara de cca. 130 kD atat in fractiunea peretelui celular, cét si in cea extracelulari, iar
abundenta FBP a fost mai mare in prima decét in a doua fractiune. FBP purificata a legat
specific la FN imobilizata, in timp ce legarea FN solubile la imbracimintea FBP a putut fi
detectata doar in prezenta unor concentatii mari de FN. FBP purificata, ca si imunoglobulina
G anti-FBP, a inhibat aderarea S. mutans la FN imobilizatd si la celulele endoteliale
(ECV304) intr-o manierd dependentd de dozi. Aceste rezultate au demonstrat cd FBP-130
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mediaza aderarea specifica a S. mutans la FN si celulele endoteliale in vitro. Caracteristicile
S. mutans si FBP-130 in legarea FN au confirmat ca streptococii viridans adopta strategii
diferite in interactiunea lor cu ECM. (46)

Domeniile fibronectinei umane mediazi legarea antigenului alpha, cel mai
imunopotent antigen al mycobacteriilor care induce imunitate protectiva impotriva infectiei
mycobacteriene.

S-a demonstrat cd antigenul alpha (alpha-Ag), antigenul imunodominant al
mycobacteriilor, are un nou motiv de legare a fibronectinei care este unic la mycobacterii.
S-au studiat domeniile fibronectinei umane care interactioneaza cu alpha-Ag. Fragmentele de
FN generate fie prin proteoliza, fie prin tehnici de splicing alternativ ADN au fost comparate
pentru abilitatea lor de a lega la alpha-Ag. Fragmentele care contin atat domeniul C-terminal
de legare a heparinei, cit si domeniul central de legare la celule au legat puternic la alpha-Ag.
Fragmentul cu domeniul C-terminal de legare a heparinei, in mutatia care a rezultat in
pierderea activitatii sale de legare a heparinei, nu poate lega la alpha-Ag. Aceste descoperniri
au sugerat ca locusul mutant al FN de legare a heparinei este in acelasi timp si principalul
locus de legare al alpha-Ag. Domeniile FN de legare a alpha-Ag ar putea lega toti bacilii
mycobacterieni, sugerdnd cd aceste doud domenii reprezintd importanti contribuabili la
infectia mycobacteriana. (47)

Fibronectina i virusurile

Oncoproteina E7 codificata de papilomavirusul uman (HPV) tipul 16 a represat
transcrierea fibronectinei, un component cheie al matricei extracelulare. Aceasta represare,
detectatd intr-o serie de linii celulare HPV-pozitive nontumorigene i tumorigene, a fost
eliminata cand repeaturile Cys-X-X-Cys din E7 au fost intrerupte. (48)

Interactiunile celule-matrice extracelulara, reglate in parte de catre integrinele beta(1),
joacd un rol cheie in recircularea limfocitelor T si infiltrarea fesutului in raspunsurile
inflamatorii §1 imune. Infecfia cu HIV poate afecta aderarea celulelor TCD4+, precum si
traficul si migrarea acestor celule, care sunt cruciale pentru recunoasterea antigenelor straine.

A fost studiata expresia lanturilor CD29 s1 CD49c, -d, -e si -f ale integrinelor beta(1)
in vitro pe celulele T primare infectate cu HIV. S-a urmirit si legarea fibronectinei si
productia de limfocite CD4+. Expresia integrinei beta(1) pe subpopulatiile T CD4+ si CD4- a
fost reglata prin activarea celulara cu fitohemaglutinind-P si interleukini-2, dar a fost
neafectata de infectia HIV, chiar la varful replicarii virale si depletia celulelor CD4+. Similar,
legarea fibronectinei la limfocitele CD4+ nu a fost afectatd de infectia HIV. Aceasta
sugereaza cd limfocitele infectate pot fi in masura sa extravazeze, sd migreze si sa recircule
prin organism pana la moartea lor. (49)

Superfibronectina, o forma multimericd de fibronectina, creste infectia cu HIV a
limfocitelor primare T CD4+.

Abilitatea virusurilor si a bacteriilor de a interactiona cu matricea extracelulara joaca
un rol important in infectiozitatea si patogenitatea lor. Fibronectina este un component major
al matricei extracelulare in tesutul limfatic nodal, principalul loc al depozitarii si replicarii
HIV in timpul fazei cronice a infectiei. De aceea, s-a pus intrebarea daca FN matriceala poate
afecta abilitatea HIV de a infecta limfocitele. Pentru a studia rolul FN matriceale in infectia
HIV, s-a folosit superfibronectina (sFN), o forma multimericd de FN care se aseamina mult in
vivo cu FN matriceala. HIV-111IB leaga eficient la sFN si astfel infectia cu HIV a limfocitelor
primare CD4+ este crescuta in prezenta sFN. Aceasta cregtere pare sa fie rezultatul cresterii
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adeziunii particulelor virale la suprafata celulara in prezenta sFN, urmatd de internalizarea
virusului. Modificarea enzimatica a proteoglicanilor de suprafata celulara a inhibat aderarea
complexelor HIV-11IIB/sFN la limfocite. Aceeasi actiune pe integrine nu a avut nici un efect
asupra aderarii complexelor HIV-111IB/sFN la limfocite. Peptida III1-C a legat singurd HIV-
1IIIB eficient si a crescut infectia HIV, dar nu asa de eficace ca sFN. Proteina de invelis
gp120 HIV-111IB se leaga la regiunea I1I11-C a sFN si poate fi importantd in interactiunea
virusului cu FN matriceala.

S-a concluzionat ca HIV-11IIB interactioneaza specific cu regiunea III1-C din FN

matriceald, §i aceasta interactiune poate juca un rol in facilitarea infectiei cu HIV in vivo, si
mai ales in tesutul limfatic nodal. (50)
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ICAM (MOLECULE DE ADEZIUNE INTERCELULARA)

Moleculele de adeziune pot fi definite drept complexe moleculare, exprimate pe unele
structuri biologice, cu densitate §i intensitate variabile, care prezintad afinitate particulara fata
de alte molecule, liganzi. La randul lor, liganzii pot fi constituiti tot din molecule de adeziune
sau din alti receptori celulari de suprafata sau aflati pe proteine circulante.

Superfamilia imunoglobulinica — cu numerosi reprezentanti: LFA-2 (Lymphocyte
Function Associated 2-molecule) sau CD 2+; LFA-3 (Lymphocyte Function Associated
3-molecule) sau CD 58+; subgrupul ICAM (Intercellular Cell Adhesion Molecule); VCAM
(Vascular Cell Adhesion Molecule), PECAM-1 sau CD 23+.

Acest subgrup de molecule de adeziune cuprinde, dupd cercetirile ultimilor ani, 5
membrii: ICAM-1, ICAM- 2, ICAM-3, ICAM-4, ICAM-5.

ICAM-1(CD 54)

ICAM-1 este o glicoproteind de suprafata de 90 kDa, care functioneazi ca molecula de
adeziune in diferite reactii imunologice inflamatorii. ICAM-1 este codificat de un ARNm de
3,3 kb, avand 7 exoni si 6 introni. Prezintd un domeniu extracelular cu 453 reziduun de
aminoacizi, confinand 5 domenii Ig-/ike, fiecare domeniu fiind codificat de cate un exon. (1)

ICAM-1 are omologii de secventd cu moleculele de adeziune neurale (NCAM) si cu
glicoproteinele asociate mielinei (MAG), structuri care contin tot 5 domenti Ig-like. NCAM si
MAG sunt molecule de adeziune ale sistemului nervos. (2)

Secventa upstream a ARNm a ICAM-1 prezinta situsuri de legare pentru factorii de
transcriere SP-1, AP-1 si NF-kB. Un scurt fragment confindnd un situs de legare pentru
NF-kB s-a dovedit ca funcfioneaza ca un activator. In secventa ARNm a moleculei ICAM
existd si un element ,,;silencer”. Expresia genica a ICAM-1 pare a fi modulata de multiple
elemente cis-acting. (3)

ICAM-1 este un ligand pentru LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1,
alfP,). Legarea ICAM-1 la LFA — 1 este indusi de citokine proinflamatorii precum IL-1,
TNF-a sau IFN-y. LFA-1 este o integrina foarte importantd in riaspunsul specific antigenic al
limfocitelor si, impreuna cu alte integrine B, in diapedeza monocitelor si neutrofilelor citre
situsurile inflamatorii.

LFA-1 recunoaste molecule de adeziune intercelulare (ICAM), membre ale
superfamiliel de molecule imunoglobulinice, dintre care, cea mai importantd, din punct de
vedere biologic, este molecula ICAM-1. Experimental, a fost introdusa o punte bisulfurica in
domeniul aL I pentru a stabiliza o conformatie extinsa. Astfel s-a descoperit ca acest lucru
creste afinitatea pentru ICAM-1 si s-a adus o noud argumentatie in sprijinul ideii ca afinitatea
este reglata de conformatie.

Prin studii cristalografice s-a demonstrat existenta interactiunii dimerice dintre o
integrina si un ligand (respectiv dintre domeniul aLB; si ICAM). (4).
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Molecula ICAM-1 sau CD 54 este exprimatd pe o serie de celule precum: celule
endoteliale activate (nivel crescut de ICAM-1), limfocite T activate (nivel moderat), limfocite
B activate (nivel moderat), monocite (nivel moderat), celule prezentatoare de antigen (APC),
unele celule ale tumorilor solide.

Citokinele inflamatoni precum TNF, IL-1, IFN-y cresc expresia CD 54.

Expresia CD 54 poate fi indusa pe celulele epiteliale, fibroblastice, endoteliale.

CD 54 este exprimata constitutiv in vivo pe anumite celule epiteliale §i endoteliale.
Forma solubila a CD 54 poate actiona ca un inhibitor al reactiilor imune dintre celulele
maligne si celulele T citotoxice sau NK, motiv pentru care poate fi utilizatda ca agent
terapeutic in bolile autoimune. (5).

Functia moleculei ICAM-1 este de a realiza adeziunea intre celulele endoteliale si cele
leucocitare. ICAM-1 se leagéd la LFA-1 sau la Mac-1 (Macrophage Antigen-1). ICAM este
receptor pentru rinovirusuri dar §i pentru parazitul Plasmodium falciparum, agentul etiologic
al malariei, agent care paraziteaza celulele sangvine. CD 54 reactioneazi cu CD 11a/CD 18
sau cu CD 11b/CD 18 in reactiile imune gi/sau inflamatii. Neutrofilele care prezinta CD
112/CD 18 se leaga la celulele endoteliale ale vaselor de sange prin ICAM-1. (6).

Mai multe studii au aratat ca, in ateroslerozi, celulele musculaturii netede ale vaselor
de sange exprimda ICAM-1 si VCAM. Studii in vitro au aratat ca existd factori stimulatori si
inhibitori care regleazi expresia ICAM-1 si VCAM fin culturile de celule musculare netede.
Se cunoaste rolul moleculelor de adeziune de pe celulele musculare netede ale vaselor de
sange in acumularea leucocitelor si activarea celulelor mononucleare. Expresia moleculelor de
adeziune pe celulele musculare netede este dependentd de fazele ciclului celular si
influenteaza proliferarea §i diferentierea celulelor musculare netede. Moleculele ICAM-1 si
VCAM din celulele musculare netede, pot contribui la reactia inflamatorie din peretele
vascular si pot fi implicate activ in progresia si stabilitatea placilor aterosclerotice. (7)

ICAM-2 (CD 102)

ICAM-2 este un membru al superfamiliei imunoglobulinice, al proteinelor de adeziune
la suprafata celulara si care mediaza legarea leucocitelor la LFA-1 (CD 11a/CD 18) si MAC-1
(CD 11b/CD 18). Fiind o proteind de adeziune la suprafata celulard implicatd in migrarea
tisulard a leucocitelor, ICAM-2 este exprimati pe urmatoarele celule: majoritatea leucocitelor,
limfocitele T, limfocitele B, monocite, plachete sangvine, progenitorii hematopoietici CD 34+,

Molecula ICAM-2 a fost identificatd, prin screen-ing genetic, ca un activator al ciii PI
3K /AKT care conduce la inhibarea apoptozei. ICAM-2 induce fosforilarea tirozinei din ezrin
§1 translocatia membranara a kinazei PI 3K, rezultidnd producerea de P1 3, PI 4, PI 5, activarea
PDK-1 si AKT, si fosforilarea subsegmentelor, respectiv BAD, GSK 3 si FKHR. ICAM-2
protejeazi celulele primare umane CD 19+ de TNF-a §i de apoptoza mediata prin Fas.

ICAM-2 are o functie de semnal prin care participa la comunicarea intracelulara si in
diferite cai imunologice.

S-a postulat ideea ca ICAM-2 ar fi implicata in recirculatia limfocitelor, traficul
limfocitar, extravazare. Studii efectuate pe soareci deficienti in ICAM-2 au demonstrat ci
traficul de eosinofile creste in raspunsul inflamator. S-a descoperit ca ICAM-2 este exprimata
in cantitate mare in limfoame §i pe celulele B CD 5+ de la pacientii cu leucemie cronica
limfocitara B (B- CLL) (8).

ICAM-2 este singura dintre cele 5 molecule ICAM care prezinta pe cromozomul 17q
23-25 un segment asociat cu instabilitate genomicd si care a fost recent identificat ca
prezentand forme aberante in diferite cancere. (9)
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Studiile genetice au demonstrat cd ICAM-2 este un mediator al semnalelor de
supraviefuire celulard initiate prin interactiunea cu LFA-1. ICAM-2 mediazd transmiterea
semnalelor de supravietuire care blocheaza apoptoza celulara, prin activarea cdii P1 3K/AKT,
prin activarea ezrin dupa fosforilarea tirozinei src si fosforilarea kinazei Rho, dependenté de
treonind. Activarea ezrin presupune prezenta, pe suprafata membranara a celulelor limfoide, a
PI 3K, lucru care conduce la activarea caii PI 3K/AKT. Semnalul de supravietuire poate fi
initiat cind celula B primara intalneste o celula T primara, in absenta unei recunoasteri a TCR
celular. (10)

ICAM-2 induce activarea ezrin. Domeniul ICAM-2 citoplasmatic interactioneaza cu
ezrin, membru al familiei ERM (Ezrin — Radixin — Moesin), familie de proteine ce apartine
citoscheletului membranar. Proteina ERM influenteazd morfologia celulard, adeziunea,
cresterea celulard prin interactiuni membrand — citoplasma. Supraexprimarea ezrin induce
cresterea exprimarii ICAM-2, ceea ce duce la fosforilarea ezrin — tirozinei §i a treoninei,
concomitent cu cresterea cantitatii de p 85 si asocierea PI 3K in celulele T Jurkat. Acest lucru
este suficient pentru a transloca PI 3K pe membrana plasmatica si pentru a initia producerea
de PIP 3. Acumularea de PIP 3 conduce la localizarea AKT pe membrana si la activarea
acestuia. (11)

A fost propus si un model de activare in doua etape pentru ezrin. Proteinele ERM se
pare ca prezintd o conformatie dormantd, inchisd, datoritd interactiunii capdtului — COOH
terminal cu portiunea — NH ; terminala. (12)

Rho GDI (Rho — GDP - Dissociation Inhibitor) leagd numai proteine ERM activate,
ceea ce demonstreaza ca disocierca Rho/Rho GDI este o precerinta pentru activarea Rho
kinazei (ROCK). Se sugereazi ca ROCK este implicatd in activarea ezrin, care conduce la
fosforilarea lui prin src/p 627, (13).

Activarea ICAM-2 poate conduce la un semnal antiapoptotic intr-o varietate de celule.
Desi ICAM-3, CD 43 si CD 44 induc activarea AKT in celulele primare, numai ICAM-2 si
ICAM-3 sunt capabile sa blocheze apoptoza prin Fas st TNF —a .

ICAM-2 si ICAM-3 poseda rolurni functionale specifice pentru fiziologia celulelor,
roluri distincte de ale moleculelor CD 43 si CD 44. Totusi, studii recente au demonstrat cd CD
44, in celulele sinoviale ale pacienfilor cu artritd reumatoida, pot conduce la apoptoza.
Functiile specifice ale moleculelor CD 43 si CD 44 de pe limfocite, nu sunt inci bine studiate.
Rolurile antiapoptotice ale ICAM-3 sunt similare cu cele ale ICAM-2, ambele molecule cresc
nivelul PIP 3. Prezenta pe suprafata membranard a ICAM-3 determina cresterea productiei
PIP 2, desi intdrzie activarea AKT, lucru care deosebeste molecula ICAM-3 de ICAM-2.
Studiile prezentate demonstreazi c&, in ciuda similaritafii structurale dintre unele molecule
ICAM, exista diferenfe semnificative intre cidile de semnalizare ale moleculelor ICAM
capabile sa lege aceleasi proteine ERM. Ciile implicate in reglarea ICAM-2 sau in expresia
altor molecule de adeziune pot constitui tinte alternative in dezvoltarea terapiilor antitumorale
si pot oferi noi tinte imunomodulatoare. (14).

ICAM-3 (CD 50)

ICAM-3 umand, cunoscutd ca CD 50, este o glicoproteind transmembranara de
120kDa. Ca si ceilalfi membrii ai familiei ICAM, ICAM-3 contine in segmentul extracelular
domeniul C-2 [g-like, apartinand superfamiliei de molecule imunoglobulinice.
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Celulele care exprimda ICAM-3 sunt: neutrofilele, monocitele, bazofilele, macrofagele,
celulele epidermale Langerhans, celulele dendritice, limfocitele T CD 4+, celulele endoteliale
din angiogeneza.

ICAM-3, in celulele normale, are valori detectabile prin ELISA cuprinse in intervalul
40-360 ng/ml.

Molecula matura ICAM-3 poseda 518 aminoacizi, 450 aminoacizi in segmentul
extracelular (organizat in 5 domenii C-2 Ig-like), 25 aminoacizi in porfiunea transmembranara
si 37 aminoacizi la nivelul cozii citoplasmatice care aparent nu are activitate kinazica dar se
poate asocia cu tirozin — kinazele citoplasmatice. h ICAM nu prezintd omologie de secventa
in portiunea transmembranara cu h ICAM-1 si h ICAM23. (15).

In ceea ce priveste identitatea structurala intre domeniile C-2 Ig-like din portiunea
extracelulard a ICAM-3 si ICAM-2, se pare cd existd o omologie de 31% a domeniului 5
intre ICAM-3 si ICAM-1, iar intre domeniul 2 al ICAM-3 si domeniul 2 al ICAM-1,
omologia este de 77%. ICAM-2 si ICAM-3 prezintd o omologie de secventd de 37% intre
domeniile C-2 Ig-like.

ICAM-3 este cunoscutd ca ligand pentru LFA-1 si aDp,. Atat LFA-1 cat si aDf;
apartin familiei de B,-integrine, subfamilie asociata cu leucocitele. Daca LFA-1 se afla pe
limfocitele T, B, monocite, molecula aDp, este exprimatd de monocitele si macrofagele
activate. Legarea LFA-1, prin intermediul moleculei CD 50, se realizeaza prin domeniul C-2
Ig like, mai precis prin 4 aminoacizi din domeniul 1. LFA-1 se leaga la ICAM-1, ICAM-2,
ICAM-3, desi identitatea aminoacizilor din domeniul 1 a celor trei molecule de adeziune nu
depaseste 45%.

Studii experimentale au aratat ca integrina leucocitara aDf,, care mediazd adeziunea
celulara intr-o varietate de evenimente esentiale pentru o functie imunitara normal3, se leaga
preferential la ICAM-3. (16).

ICAM-3 este un receptor specific pentru leucocite, implicat in raspunsul imun primar.
A fost investigata interactiunea dintre ICAM-3 si proteinele ERM (Ezrin — Radixin —
Moesin), rolul acestei molecule de adeziune in interactia celulara prin intermediul LFA-1, dar
si pozifia membranard a ICAM-3 in limfocitele polarizate care migreaza. S-a demonstrat ca
asocierea dintre ICAM-3 si capdtul — NH; terminal al proteinelor ERM este indusd de
fosfatidil inositol 4,5 bifosfat (PIP 4,5 ). Studiile de fluorescenta celulard au aratat cd moesin
si ICAM-3 se redistribuie pe membrana plasmatica in timpul migrarii limfocitelor. Un rol
foarte important in pozitionarea moleculelor ERM dar si in stabilirea polarizarii ICAM-3, 1l
au reziduurile serinice Ser 487, Ser 489, Ser 496 din regiunea citoplasmatica a ICAM-3. (17)

Din punct de vedere al activititii biologice, ICAM-3 este un receptor specific
leucocitar implicat in raspunsul imun primar. Functional, ICAM-3 pare a juca un rol
important in interactiunile dintre limfocitele T si celulele prezentatoare de antigen. Prin
prezenta ICAM-3 pe suprafata limfocitelor T, este facilitatd interactiunea celulelor T cu
antigenele prezentate de celulele prezentatoare de antigen.

ICAM-3 leaga molecula DC-SIGN, o lectina de tip C prezenta pe suprafata celulelor
dendritice. DC-SIGN si DC-SIGNR (un receptor descoperit pe endoteliul capilarelor
sinusoide, al capilarelor placentare, al vaselor limfatice), se leagd la oligozaharidele
prezente la nivelul anvelopei virusului imunodeficientei umane (HIV). Prin aceasta
interactiune, infectia virald este promovata catre celulele T. DC-SIGN si DC-SIGNR
recunosc oligozaharidele endogene, manoza, lucru care ar putea reprezenta un viitor in
profilaxia HIV. (18).

ICAM-3 are un rol important in proliferarea subseturilor de celule T. Si forma serica a
ICAM-3 este asociati celulelor T.
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ICAM-4

ICAM-4 este un membru al familiei [CAM exprimata de celulele eritroide. Au fost
identificati liganzi pentru ICAM-4, in urma studiilor efectuate pe linii de celule
hematopoietice si nonhematopoietice. Adeziunea liniilor celulare la fragmentul ICAM-4 Fc
este mediata de integrina LDV, pe celulele hematopoietice, §i de integrina RGD, pe celulele
nonhematopoietice. Integrina de pe celulele hematopoietice a fost identificata, prin studii cu
anticorpi monoclonali, ca fiind 41, iar integrina de pe celulele nonhematopoietice, V-integrina
(Vi 51 Vs). (19).

ICAM-4 functioneazi ca ligand pentru integrine §i prezintd §i situs de legare a
integrinelor.

ICAM-4 prezinta numeroase similitudini cu ICAM-2. Din punct de vedere structural,
ICAM-4 este o glicoproteinda de membrana eritrocitard de 42 kDa. Capatul - NH; terminal
al ICAM-4 este orientat extracelular. Domeniul extracelular al ICAM-4 constd, ca si cel al
ICAM-2, din doua domenii Ig like si din reziduurile de aminoacizi care leaga LFA-1. intre
structunle ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 si ICAM-4 existd omologie de secventa de 30%. S-a
reconstituit structura ICAM-4 pe baza structurii ICAM-2. Modelul ICAM-4, construit
experimental pe baza structurii ICAM-2, prezintd omologie in secventa aminoacizilor de 29%.
Regiunea-NH, terminalda a ICAM-4 prezinta 15 reziduuri de aminoacizi neincluse in structura
ICAM-2. (20)

ICAM-4 este 0 molecula de adeziune intercelulara care apartine grupului de celule
rosii Landsteiner-Wiener, care se leagd la integrinele specifice leucocitelor. ICAM-4 este
exprimata de celulele eritroide si placenta.

Principala functie a ICAM-4 este legatd de fiziologia hematiei. ICAM-4 este prima
moleculd exprimata in eritropoiezi. In maduva osoasd mamalian3, eritropoieza are loc in
unitati anatomice cunoscute sub numele de insule eritroblastice. Integritatea acestor structuri
este mentinutd in parte de interactia dintre integrina 41, exprimatd de eritroblaste, si
VCAM-1, exprimata de macrofagele centrale. Toate liniile de celule hematopoietice care se
leaga la ICAM-4 Fc exprima integrine din familia 1. (21).

ICAM-5 (Telencephalin-TLN)

Telencephalin este o glicoproteind de 130 kDa exprimatd de neuronii din
telencephalon, cel mai rostral segment al creierului. In neuroni, TLN este localizati la nivelul
membranei dendritice dar nu §i la nivelul membranet axonale. Telencephalin este o proteina
integrala de membrand, cu 9 domenii /g like in tandem in regiunea extracelulara, un domeniu
transmembranar §i o scurtd coada citoplasmatica. Cele 8 domenii distale Ig like, ale TLN
prezintd 1nalti omologie cu domeniile Ig like ale moleculelor de adeziune intercelulare
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 si ICAM-R. Similaritétile functionale intre TLN si ICAM arata o
legatura noud si puternica intre moleculele superfamiliei de imunoglobuline din sistemul
nervos si sistemul imunitar. TLN este un exemplu de moleculd de adeziune asociate
dendritelor, implicatd in organizarea segmentald a creierului, responsabild de interactiunea
celuld—celula din timpul dezvoltani dendritice dar si in mentinerea retelei neuronale. (22)

Telencephalin este o glicoproteina de tip 1 care a fost localizatd si in materia cenusie
telencefalicd, respectiv in cortexul cerebral si in ganglionii bazali. S-a studiat din punct de
vedere imunohistochimic rolul TLN in dezvoltarea creierului uman. In hipocamp,
imunoreactivitatea TLN apare la 29 de saptamani, in perioada de gestatie, se intensifica apoi
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in perioada de gestatie si persista pana la adult. In cortexul temporal, imunoreactivitatea TLN
a fost slaba, restransa la citoplasma neuronilor piramidali din a 35-a si a 39-a sdptaména de
gestatie, devenind apoi difuzi si intensa in straturile corticale, mai ales in stratul molecular, in
luna a 5-a postnatal. TLN a fost comparata ulterior cu synaptophysin §i cu proteina 2 asociata
microtubulilor, sugerandu-se implicarea ei in maturarea functionala a dendritelor neuronale si
in sinapse. (23)

Experimentele pe goareci au aratat cd gena murind a TLN are 6,3 kb si 11 exoni.
Situsurile de initiere a transcrierii sunt localizate upstream de codonul start ATG, la 92-95 bp.
Secventierea ADN la nivelul regiunii 5 a relevat prezenta unui element inifiator puternic
pentru regiunea TATA, doua cutii CAAT si patru secvente E-box, 2 secvente N-box. Gena
murind a TLN se gdseste in regiunea proximald a cromozomului 9, in vecindtatea genei
ICAM-1, ceea ce arata ci genele pentru TLN si pentru ICAM deriva dintr-o gena ancestrala
comuna, fiind rezultatul unui proces de duplicatie genica. (24)

TLN serveste ca ligand pentru integrina leucocitara CD 11a/CD 18. A fost studiat
situsul de legare al ICAM-5depeCD 11a/CD 18.S-a construit o proteind care continea
primul domeniu imunoglobulinic al ICAM-5 si care s-a dovedit capabila sa suporte interactia
CD 112/CD 18. Experimental s-a dovedit ca deletia domeniului sus-metionat conduce la
disparitia interactiei. Anticorpii monoclonali care reactioneaza cu primul domeniu al ICAM-5,
blocheaza interactia. Primul domeniu solubil al ICAM-5 inhibd legarea limfocitelor,
imobilizand ICAM-5 la concentratii de 50nM sau mai mari. Al saselea domeniu al ICAM-5 a
fost capabil sid suporte legarea leucocitelor dar aceastd activitate nu implicd integrinele
leucocitare. Pentru a testa implicarea ICAM-5 in interactiile leucocite—neuroni, s-a efectuat un
test utilizdnd celule T umane legate la neuronii hipocampici de sobolan. S-a constatat ca
ICAM-5 actioneazid ca o molecula de adeziune majora pentru leucocitele legate la neuronii
din sistemul nervos central.

S-a demonstrat cd proteina ICAM-5 umand interactioneaza homofilic la legarea
domeniului 1 imunoglobulinic 1a domeniul 4-5. In timpul dendritogenezei, in dezvoltarea
creierului de sobolan, ICAM-5 5 este exprimat sub formd monomerica, in timp ce in neuronii
maturi, se regiseste sub forma unui complex cu masa moleculard mare. Descoperirile indicd
ca activitatea de legare homofilica este reglatd de tranzitia nonmonomer/monomer. ICAM-5
mediazd doud tipuri de activitate de legare: legare homofilica, intre neuroni si legare
heterofilica, intre neuroni si celulele leucocitare. (25)

De TLN din creier se leaga si capetele — COOH terminale ale presenilin 1si presenilin
2 (PS 1 51 PS 2). Deficienta cu PS 1 conduce la acumularea de TLN intr-un compartiment
celular care nu a fost incd identificat. Primul domeniu transmembranar si domeniul - COOH
terminal al PS 1 formeaza un ,buzunar” de legare cu domeniul transmembranar al TLN.
Proteina precursoare mieloida (APP) se leagd de aceastd regiune si 1i confera un model
structural de inel. (26).

Rolul biologic al moleculelor de adeziune
Moleculele de adeziune au un rol foarte important in imunomodularea adaptativa.
a) moleculele de adeziune si receptorul TCR (T Cell Receptor)

Receptorul pentru antigen din membrana limfocitelor T (TCR) este modulat functional
de unele molecule de adeziune prin urmitoarele metode:
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interactiunea, prin complementaritate, intre moleculele de adeziune, unele
exprimate pe celula limfoida T purtitoare de receptor TCR, altele pe celulele
prezentatoare de antigen (APC), de tipul LFA-2 (CD2+)/LFA-3 sau ICAM/LFA-1
(CD 11at CD18+);

precum LFA-1 (CD 11a+ CD18+), LFA-3 si ICAM-1, prin consolidarea legiturii
limfocit—celula prezentatoare de antigen;

integrinele exprimate pe limfocitele T (LFA-1, VLA) sunt recunoscute de cétre
receptorii specifici de pe celula prezentatoare de antigen, ulterior deceldrii
semnalului antigenic de catre TCR, lucru care influenteza pozitiv activarea
intracelulara prin protein-tirozin—kinaze. (24)

b) moleculele de adeziune si receptorul BCR (B Cell Receptor)
Receptorul imunoglobulinic de la suprafata limfocitelor B este si el modulat de unele
molecule de adeziune pe mai multe cai:

exprimarea concomitenta pe acelasi limfocit B atat a receptorului BCR, cit st a
unor molecule de adeziune (LFA-1, ICAM-1) mareste sensibilitatea BCR fata de
semnalul antigenic (rol catalitic al moleculelor de adeziune);

L-selectinele, prezente pe limfocitele B, ca receptori distincti, coopereaza activ cu
receptorul BCR in recunoasterea antigenului, in sensul asigurarii unei mai fine
discriminari intre semnalele antigenice cu intensitati diferite. (41)

¢) moleculele de adeziune si celulele prezentatoare de antigen:
Celulele prezentatoare de antigene (APC) pot fi modulate de cdtre moleculele de
adeziune prin:

exprimarea diferitd a [ICAM-1, VCAM, VLA-3 pe celulele dendritice foliculare
,controleaza™ rata de prezentare a epitopilor antigenici de cétre receptorii TCR
sau BCR;

exprimarea [ CAM-1 pe keratinocitele tegumentare induce modularea functiei de

prezentare a antigenelor, in cazul antigenelor patrunse pe cale cutanata. (21)

d) moleculele de adeziune §i actiunea citokinelor

Unele molecule de adeziune reprezintd ele insele receptori pentru actiunea unor
citokine (de exemplu: receptorul moleculelor de adeziune este reprezentat de superfamilia
imunoglobulinica iar citokina-ligand este IL-1, IL-6, M-CSF, G-CSF). (35)

e) moleculele de adeziune si procesul inflamator

Moleculele de adeziune moduleaza unele procese inflamatorii precum:

activarea aderirii leucocitelor la peretele endotelial;
accelerarea diapedezei (transmigrarii) leucocitare;
stimularea proceselor tisulare reparatorii

Moleculele de adeziune moduleazd urmatoarele mecanisme ale inflamatiei:

accelerarea migrarii intravasculare a leucocitelor (in precapilare) prin potentarea
dependentei de moleculele de adeziune, in sensul exprimarii selectinelor pe diferite
structuri ( L-selectine p e 1eucocit, E-selectine p e endoteliu, P -selectine pe v asele
placentare);

aderarea ferma a leucocitelor la peretele endotelial, realizata tot prin relatia de tip
ligand — receptor, intre leucocit si celula endoteliala (integrine oy4f3;/VCAM-1;
integrine o47/VCAM-1);

diapedeza (transmigrarea leucocitara) este potentati, pe de o parte, prin relafia
ligand — receptor dintre leucocit si celula endoteliului (LFA-1/ICAM-1), iar pe de
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alta parte prin efectul stimulator al PECAM-1 (CD 31+), moleculd de adeziune
exprimata la nivelul jonctiunilor intercelulare din structura endoteliului capilar.
Intre moleculele de adeziune si inflamatie se pot stabili si alte relatii precum cele dintre:
— integrine a4p;/'VCAM-1;
— integnne a4f;/fibronecting;
— integrine a4B+/E-cadherine;
— p 150,95 (CD 11c+CD18+)/fibrinogen. (27, 28)

Expresia ICAM in patologie

Este bine stabilit ca interactiunile celulelor endoteliale si ale leucocitelor, prin
intermediul moleculelor de adeziune, joaca un rol important in aterogenezi. Pe langa selectine,
moleculele de adeziune din superfamilia imunoglobulinicd (ICAM-1), ca si VCAM-1 contribuie
la adeziunea leucocitelor la endoteliu. ICAM-1 se leaga la LFA-1 (CD 18/CD 11a) sau la Mac-1
(CD 18/CD 11 b) si mediazid adeziunea monocitelor, limfocitelor si a neutrofilelor la celulele
endoteliale. (27).

Pe langa rolul sdu in adeziunea celula—celula, ICAM-1 serveste ca receptor pentru
fibrinogenul solubil si pentru acidul hialuronic.

VCAM-1 se leagd la VLA-4. La pacientii cu ateroscleroza s-au masurat nivelele
moleculelor de adeziune solubile. Nivele ridicate de ICAM-1 solubil s-au observat in variatele
forme de angina §i au fost corelate cu riscul de infarct de miocard. in urma cu cativa ani,
expresia ICAM-1 si VCAM-1 a fost detectata si pe celulele intimei din peretele vascular
aterosclerotic. (28).

Ateroscleroza

Expresia moleculelor de adeziune de pe celulele musculare netede din artera aorta i
arterele coronare umane a fost evidentiata prin studii imunohistochimice, utilizind anticorpi
impotriva ICAM-1 sau VCAM-1, dar si antigene celulare specifice. In timp ce expresia
ICAM-1 nu a fost detectatad pe celulele musculare netede din aorta adultilor, expresia acestei
molecule de adeziune a fost observatd pe celulele musculare netede ale intimei din leziunile
aterosclerotice. ICAM-1 s-a regasit §i pe unele celule ale mediei, adiacente placilor
aterosclerotice.

Expresia VCAM-1 a fost detectati pe celulele musculare netede ale intimei din
arterele coronariene aterosclerotice, ca si din arterele aortice si carotide. Studiile
experimentale au demonstrat o corelatie intre expresia ICAM-1 si VCAM-] de pe celulele
musculare netede sangvine si infiltratul celular mononuclear, sugerandu-se cd mediatorii
derivati din celulele mononucleare pot sa contribuie la inducerea in vivo a moleculelor de
adeziune ,,vasculare”. Pe de alta parte, expresia moleculelor de adeziune de pe peretii vaselor
poate facilita acumularea leucocitelor. (29)

Expresia ICAM-1 si VCAM-1 de pe celulele musculare netede ale intimei $i mediei a
fost proeminenti in placile fibroase si in leziunile aterosclerotice avansate.

Expresia moleculelor de adeziune de pe celulele musculare netede din peretii vasculari
este controlata de citokine, factori de crestere, LDL (Low Density Lipoproteins), NO,
prostacicline, metaloproteinaze de matrice.

Corelatia dintre expresia moleculelor de adeziune de pe peretii vaselor aterosclerotice i
infiltratul celular mononuclear sugereaza un potential rol al mediatorilor derivati din celulele
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mononucleare in inducerea moleculelor de adeziune. Infiltratul de celule mononucleare din
peretii vaselor aterosclerotice este alcatuit din limfocite T i macrofage. in placile
aterosclerotice, limfocitele T sunt frecvent localizate la nivelul capului fibros, impreuna cu
celule musculare netede. Activarea limfocitelor T si a macrofagelor genereaza si eliberarea unor
citokine ce exercitd diferite efecte biologice asupra celulelor invecinate. Nivelele crescute de
TNF-a si IL-1p, substanfe secretate de macrofage, precum si IFN-y, o importantd citokina
derivata din celulele T, au fost detectate in peretii vaselor aterosclerotice. (30)

Unele studii in vitro au urmarit efectele citokinelor asupra expresiei ICAM-1 si
VCAM-1, in cuitun de celule musculare netede umane. IL-6, IL-8, TNF-B, IL-1a nu exercita
nici un efect asupra exprimarii moleculelor de adeziune. IL-4 nu exercita nici un efect asupra
expresiei [CAM-1 pe celulele musculare netede din arterele coronariene umane sau din vena
safena. In opozitie, IL-4 induce expresia VCAM-1 de pe celulele din vena safena, dar nu are
nici un efect pe celulele musculare netede coronariene. (31).

Anumite studii au urmaérit efectele factorilor de crestere asupra expresiei moleculelor
de adeziune de pe celulele musculare netede ale vaselor de sange. In celulele izolate din
sunturile arteriale, PDGF — BB si — AB, dar nu i —AA, induc expresia ICAM-1.

LDL (Low Density Lipoproteins) modificate cresc adeziunea monocitelor la celulele
musculare netede ale coronarelor umane, in timp ce LDL native nu au nici un efect asupra
acestor vase. Totusi, reglarea expresiei moleculelor de adeziune nu a fost indusi, pe celule
musculare netede, de LDL modificate. (32)

Inhibitorii expresiei moleculelor de adeziune de pe celulele musculare netede ale
vaselor de sange ar putea ofer noi tinte terapeutice.

S-a demonstrat recent, prin experimente de co-cultivare a celulelor musculare netede
si a celulelor endoteliale, ca aceste tipuri celulare inhiba expresia TNF-a. Un efect
asemandtor a fost obtinut prin addugarea exogenia de TGF-PB. Totusi, TGF-$, derivat din
endoteliu, pare a fi un mediator endotelial.

Donorii NO, SIN-1 si nitroprusiat de sodiu s-a demonstrat ca inhiba expresia IL-1,
indusd de ICAM-1, si expresia IFN-y, indusa de VCAM-1 de pe celulele musculare netede din
aorta umana §i din vena safena. Efectul NO se manifesta independent de stimularea guanilat
ciclazei solubile. Efectul donorilor NO se manifesta la nivelul transcriptional si implica
inhibarea activitatii IL-1 stimulate de NF-kB.

S-a demonstrat ca prostaciclina sau cicloprost inhiba expresia TNF-a si IL-1f indusa
de VCAM-1, restringe exprimarea ICAM-1 de pe celulele musculare netede din arterele
coronariene umane si venele safene. Acesta inhibitie are loc la nivelul transcriptional si a fost
mediata de cresterea nivelului de cAMP. In opozitie, nu s-au demonstrat efectele cicloprost,
sau ale altor substante, asupra expresiei IFN-y. Efectele cAMP-ului implici inhibarea unor cai
de semnalizare comune TNF-a si IL-1p, dar nu si IFN-y.

Aceste experimente sugereazi cad celulele endoteliale pot controla expresia
moleculelor de adeziune de pe celulele musculare netede, prin trei mediatori diferiti: TGF-,
prostaciclina, NO.

Actiunea modulatoare a mediatorilor endoteliali este imporatnta din punct de vedere
fiziologic. In conditii patofiziologice, precum in ateroscleroza, celulele endoteliale isi schimba
repertoriul activitafilor functionale, putdnd sa contribuie la expresia moleculelor de adeziune
de pe celulele musculare netede. (33)

Consecintele biologice ale adeziunii leucocitelor la celulele musculare netede nu sunt
bine definite. In vitro, producerea proteinei MIP-1 a fost activata in culturile monocitare, sub
actiunea ICAM-1. Recent a fost descrisa o cregtere a activitatii procoagulante a monocitelor,
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prin adeziune la celulele musculare netede. Acest efect a fost asociat cu o crestere a ARNm
tisular si o crestere a sintezei proteice a monocitelor, putand fi blocat specific cu anticorpi
anti-ICAM-1.

Moleculele ICAM-1 si VCAM-1 pot actiona, ca semnale costimulatorii asupra
limfocitelor T, in timpul prezentarii antigenului. Studiile au demonstrat ca celulele musculare
netede ale peretilor vaselor aterosclerotice pot exprima proteine CMH 11 si, de aceea, a fost
postulat rolul acestor celule in prezentarea antigenului de cétre celulele T.

S-a demonstrat cd expresia ICAM-1 si a VCAM-1 de pe celulele musculare netede,
poate fi indusa prin interactii CD 40/CD 40 ligand. (34).

ICAM-1 si VCAM-1 sunt exprimate de celulele musculare netede fetale imature, in
timpul embriogenezei. In embrionul de soarece, o expresie puternici a VCAM-1 a fost
observata mai ales in mezenchim, care reprezinta sursa dezvoltarii celulelor musculare netede.
Soarecii ,,deficienti” VCAM sau de ligandul sau, VLA-4, prezentau alterari ale dezvoltarii
miocardului, ale vaselor, o dezvoltare insuficienta a epicardului si a vaselor coronare.
Expresia moleculelor ICAM-1 si VCAM-1 scade in timpul ontogeniei, ambele molecule de
adeziune sunt absente de pe celulele diferentiate ale muscularei netede contractile din media
arterelor adultilor. (35).

ICAM si starile de hipersensibilitate

Moleculele de adeziune pot avea un rol esential in initierea si autointretinerea
imunofunctiilor, mai ales in starile de hipersensibilitate.

Atat eosinofilele, cat si neutrofilele, poarta pe suprafata moleculele de adeziune din
familia integrinelor LFA-1, CR 3 si p 150, 95, care interactioneazi cu structuri celulare
complementare (de tipul ICAM-1 pentru LFA-1), ceea ce duce la aderarea leucocitelor la
endoteliul vascular si la activarea diapedezei leucocitare.

Moleculele de adeziune se exprima mai putemic la nivelul ariilor tisulare implicate
in faza tardivd a reactiei atopice. Acest lucru determind accentuarea influxului celular
in infiltratul inflamator (prin cuplarea complementard a integrinelor de pe leucocite
cu moleculele de adeziune de pe alte celule, inclusiv de pe celulele endoteliale; spre exemplu
cu ELAM-1).

In unele boli atopice, moleculele de adeziune se exprimda mai puternic, sub
actiunea unor citokine eliberate in focarul inflamator local, ceea ce duce la agravarea
fenomenelor alergice.

in conjunctivita atopica, in dermatita atopic sau in astmul alergic, inflamatia locala
are drept urmare secretia in exces a unor citokine (IL-5, IL-1, TNF-a, TNF-B, IFN-y), care, la
randul lor, induc hiperexprimarea de ICAM-1 (CD 54) pe celulele epiteliale. Consecinta, in
cazul conjunctivitei sau dermatitei este acutizarea fenomenelor locale. Consecinta, in cazul
astmului bronsic constd in hiperreactiviatea bronsic3, factor esential in declansarea crizelor
astmatiforme. (38).

ICAM si afectiunile neurologice
in cazul unor afectiuni neurologice, precum encefalita, nivelul anumitor molecule de

adeziune se modifici. Astfel, in encefalita virala cregte nivelul ICAM-1 si ICAM-5 seric.
Encefalita este o afectiune acutd a parenchimului cerebral, caracterizata clinic prin febra,
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cefalee, scaderea statusului cognitiv. Boala are drept agenti etiologici virusuri precum: HIV,
HSV (Herpes Simplex Virus), poliomielitic, rabic. Aceste tipuri virale afecteaza anumite arii
anatomice sau subpopulatii celulare determinind fenomenul de ,tropism”. In timpul infectiei
virale, atat ICAM-1 cét si VCAM-1 sunt puternic exprimate in sistemul cerebrovascular. (39)

ICAM-proliferarea si migrarea celulara

Expresia VCAM-1 indusd de TNF-a este dependenta de ciclul celular. Ciclul celular
ramane in faza S, ceea ce duce la o sciadere semnificativa a expresiei VCAM-1.

Pentru ICAM-1 sunt diferiti liganzi, spre exemplu fibrinogenul care pare a media
proliferarea celulelor prin i ntermediul acestei m olecule d e adeziune. ICAM-1 are cel putin
doua domenii de legare pentru acidul hialuronic, acid care, alaturi de proteina lui de legare, a
fost implicat in cresterea celulard, migrarea si diferentierea celulard. Rolul specific al
interactiunii [CAM-1-acid hialuronic nu a fost inca clarificat. Totusi, asocierea ICAM-1 cu
citoscheletul sugereazi ca aceastd moleculd de adeziune poate media efectele acidului
hialuronic asupra adeziunii si migririi celulare. (36).

Studiile privind importanta ICAM-1, si nu numai in patofiziologie, cu precadere in
bolile vasculare, sunt in plind desfasurare. Studii cu anticorpi monoclonali au aratat ci in serul
pacientilor cu metastaze hepatice se regasesc nivele crescute de antigen ICAM-1. S-a sugerat
ca antigenul ICAM-1 ar putea fi un marker in monitorizarea tumorilor. Pornind de la
observatiile experimentale asupra moleculelor de adeziune, cea mai cunoscuta biologic fiind
ICAM-1, se incearca gasirea unor noi strategii terapeutice. (37)

Expresia ICAM in cancer

A fost studiat efectul moleculei ICAM-1 pe diferite linii de celule. Astfel, pe linia de
celule M CF-7, linie celulard implicata in cancerul mamar, s-a c onstatat, prin citometrie de
flux, o interactie intre IL-6 si TNF-a soldatad cu o inhibare a cresterii tumorale, concomitent
cu o crestere a expresiel moleculei ICAM-1. IL-6 si TNF-a, analizate separat, au efecte
neglijabile asupra ciclului celular. Efectul individual al IL-6 se concretizeazi in scdderea
expresiei moleculei ICAM-1, in timp ce TNF-a creste expresia moleculei ICAM-1. Efectul
combinat al IL-6 si TNF-a conduce la cresterea expresiei ICAM-1.

Au fost studiate pe liniile celulare umane BCC (Basal Cell Carcinoma) (T47-D,
ZR-75-1, MCF-7, HS 5 78-T) e fectele d iferitelor citokine asupra expresiei ICAM-1. IFN-y,
TNF-a, IL-1 si IL-6 amplifica expresia ICAM-1 in toate liniile celulare mentionate. (40)

Un ligand pentru ICAM-1 este MUC-1. O linie celulard de adenocarcinom mamar
murin, transfectata cu MUC-1 de la om, a indicat ci, pentru recunoasterea ICAM-1 sunt
necesare secvente de MUC-1 repetate in tandem.

Caracterele fenotipice exprimate de liniile de celule tumorale BC-H 1 si BC-K 1,
obtinute din maduva osoasa a pacientilor cu cancer mamar, au aritat prezenta moleculelor de
E-cadherind, vimentinia, ICAM-1, M/CAM, LFA-3, CD-44s. Linia celulara BC-H 1 exprimi
st Erb B 2, moleculi care nu se regaseste in linia celulard BC-K 1.

ICAM-1 prezinta o distributie alteratad si in cancerul mamar. Un studiu efectuat pe un
numadr de 274 de femei care prezentau cancer mamar, pe o perioada de 98 de luni, a aratat ca
50.3% dintre paciente prezentau molecula ICAM-1. La aceste paciente, s-a dovedit o corelatie
negativa intre ICAM-1 si dimensiunile tumorii, metastazarea ganglionard, invazia tumorala,
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polimorfismul nuclear. Pacientii la care corelatia a fost pozitiva au prezentat sanse mai mari
de supravietuire.

Expresia ICAM-1 a fost urmarita si in cancerul gastric, constatdndu-se ci o scadere a
nivelului ICAM-1 in celulele canceroase gastrice este corelatd cu aparitia metastazelor aparute
la nivelul nodulilor limfatici. in cancerul gastric, molecula ICAM-1 are un rol de mediator al
sistemului de supraveghere imunologica intre celulele tumorale si limfocitele citotoxice.

Nivele ndicate ale expresiei ICAM-1 au fost detectate si in cancerul colorectal. Un
studiu care a durat 5 ani, efectuat pe un numar de 126 de pacienti aflati in diferite stadii ale bolii
(de la I la IV) a aratat ca nivele crescute de ICAM-1 sunt detectate in stadiul IV, nivele de
ICAM-1 care scad dupa chemoterapie. S-a concluzionat ca nivelul seric al ICAM-1 poate servi
ca marker pentru cancerul colorectal dar §i pentru monitorizarea stadiilor evolutive ale boli.

S-a demonstrat ca celulele NK recunosc o moleculd de adeziune celulari normali,
denumita ICAM-2, la nivelul membranei celulare. Diferenta critica intre celulele rezistente NK
si cele sensibile NK este aceea cd, in celulele patologice, ICAM-2 este distribuita in
hot-spots, mod de distribuire controlat de o proteina a citoscheletului membranar, ezrin. in
celulele normale, ICAM-2 este distribuita in mod aleatoriu. Un studiu a urmarit modul prin care
ezrin, activata de celulele maligne si de unele virusuri, actioneaza asupra moleculei ICAM-2. A
fost analizat si rolul membrilor familiei ERM (Ezrin-Radixin-Moesin) in sensibilizarea celulelor
NK. S-a constatat ca anumite toxine din mancare pot conduce la distrugerea celulelor T de cétre
celulele NK. Concluzia acestui studiu a fost ci celulele NK pot afecta statusul imunologic iar
celulele endoteliale pot induce apoptoza in anumite celule hematopoietice.

In incercarea de a gasi noi strategii pentru combaterea cancerului, s-a descoperit
Phytomix-40 (PhM-40) care pare a fi un agent pentru prevenirea aparitiei cancerului. Au fost
studiate mecanismele imunitare in cazul pacientilor cu malignitdti orale (precancer oral
leukoplakia-OL), dar si efectul exercitat de PhM-40 asupra statusului imun. S-a constatat ca
tratamentul cu PhM-40 creste procentul de celule limfoide care exprima markeri ai celulelor T
(CD 3), celulelor Th (CD 4), receptorilor IL-2 (CD 25), ICAM-1 (CD 54), dar scade nivelul
celulelor T supresor (CD 8). Dupa tratamentul cu PhM-40 au mai fost observate nivele
crescute ale celulelor B (CD 20), ale macrofagelor si ale celulelor NK. S-a constatat un nivel

ridicat al ICAM-3 exprimat de limfocitele mature, corelat cu exprimarea markerului apoptotic
Fas/APO-1. (41)
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FAMILIA DE GTP-azele Rho (Rho, Rac si Cdc42)

Familia de GTP-aze Rho (ras homologous) cuprinde peste 20 de membri, cei mai
importanti fiind Rho (A, B si C), Rac (1, 2 si 3) si Cdcd42. Aceste proteine joacd un rol
central in asamblarea citoscheletului, controland astfel numeroase procese celulare: migrarea,
adeziunea si transformarea celulara, contractia si citokineza.

Initial, rolul GTP-azelor Rho in remodelarea actinei a fost elucidat studiindu-se
raspunsul fibroblastelor la stimularea cu factori de crestere. Modificanle aparute in urma
stimuldrii cu factori de crestere, includ producerea de protruziuni ale suprafetei celulare
(filopodii, lamelipodii, viluri membranare), formarea adeziunilor focale si a fibrelor de stres (1).
Microinjectarea celulelor cu mutanti ai diferitilor membrii ai familiei Rho a aritat ca Cdc42
induce formarea filopodiilor, Rac mediaza formarea lamelipodiilor §i a valurilor membranare,
iar Rho este responsabild de formarea adeziunilor focale si fibrelor de stres (2, 3).

Studii ulterioare au demonstrat ca activitatea membrilor familiei Rho nu se rezuma la
fibroblaste, ci au roluri similare in toate tipurile de celule eucariote, in ceea ce priveste
remodelarea actinei.

In neuroni, Rac, Cdc 42 §i Rho regleaza extensia si retractia axonilor in timpul
dezvoltarii sistemului nervos (8). In celulele musculare netede, Rho contribuie la reglarea
contractiei. in celulele epiteliale, membrii familiei Rho regleaza formarea jonctiunilor de
aderentd, care implica legarea caderinelor la actina citoscheletala.

in concluzie, GTP-azele Rho servesc ca reglatori universali ai asamblarii actinei
citoscheletale si ai expresiei genice, exercitindu-si functia ca rdspuns la semnalele
extracelulare (4, 5, 6, 7).

Rho, Rac si Cdc-42 interactioneazd cu un numar mare de proteine, multe din rolurile
acestora rimanand a fi elucidate. Experimentele au clarificat unele din ciile prin care membrii
familiei Rho regleaza asamblarea citoscheletului.

Modul de actiune al proteinelor Rho in reorganizarea citoscheletului

Proteinele Rho mamaliene sunt implicate in multe procese celulare dependente de
actina citoscheletala, precum: agregarea plachetara, adeziunea limfocitelor si fibroblastelor,
migrarea celulara, contractie §i citokineza.

La Saccharomyces cerevisiae, proteinele Rho (Rhol, Rho2, Rho3 si Rho4) regleaza
procesul de inmugurire §i citochineza, prin reorganizarea actinei citoscheletale (18, 19, 20).
Modul de actiune al proteinelor Rho a fost initial clarificat pentru Rhol, in procesul de
inmugurire la drojdii. PKC 1 de la drojdii, un omolog al protein kinazei C de la mamifere, s-a
dovedit a fi un efector al Rhol (20, 21).

PCK 1 regleaza expresia genelor prin intermediul cascadei MAP-kinazei, care consta
din: BCK1 (MAP kinase kinase kinase), MKK 1/MKK 2 (MAP kinase kinase) si Mpkl
(MAP kinase). Aceastd cascadd regleazd expresia genelor necesare pentru integritatea
peretelui celular (22).
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Bni 1, un alt efector al Rhol, interactioneazd si cu GTP-Rho3, GTP-Rho4 si
GTP-Cdc42 (23). Bni are doud domenii numite domenii formin homology (FH) 1 si 2,
intalnite intr-o varietate de proteine implicate in reorganizarea citoscheletului (24).

1,3-B-Glucan sintaza este al 3-lea efector al Rhol. Aceastd enzima sintetizeazi
1,3-B-glucan, un component major al peretelui celular. Experimentele au stabilit ca proteinele
Rho regleazi functiile celulare prin efectori multipli , intr-o maniera cooperanta (25, 26).

O alta proteina cu domenii FH a fost descoperita tot la drojdii §i numita Bnr 1. Aceasta
proteina este un efector al lui Rho4 si leaga atat profilina cat si Aip3 (27).

Rho2 are 53% omologie cu Rhol, avand functii redundante cu Rhol dar si functii
specifice (28).

Rho3 si Rho4 sunt implicate in cresterea polarizata, probabil, prin reglarea
citoscheletului via Bnil si Bnrl. Rho 3 interactioneaza cu Myo2 (tipul V de miozina) si cu
Ex070 (un complex multiproteic implicat in exocitozi), sugerand astfel implicarea Rho3 in
secretia polarizata.

Au fost identificafi numerosi efectori ai proteinelor Rho mamaliene. Un efector al
GTP-azei Rho este protein-serin/treonin kinaza, numitd Rho kinaza sau ROCK. ROCK
activat determina fosforilarea lanfului usor al miozinei, dupa ce in prealabil fosforileazi si
inhiba fosfataza miozinei (9,17).

Fosforilarea lantului ugor al miozinei determina activarea miozinei, ceea ce conduce la
asamblarea filamentelor de actina i miozina. Se produc modificari ale citoscheletului, precum
formarea fibrelor de stres, adeziunilor focale i jonctiunilor de aderenta.

Rho-kinaza mai activeazd si o altd protein-kinaza, LIM-kinaza, care fosforileaza
proteina de legare a actinei, cofilina. Cofilina are activitate de depolimerizare a actinei,
capacitate inhibata in urma fosforilarii de citre LIM-kinaza. Astfel, fosforilarea LIM-kinazei
de citre ROCK si ulterior fosforilarea cofilinei de LIM-kinaza contribuie la asamblarea
actinel citoscheletale (10, 11).

A B C
Rho Rac Cdc42
mDia ROCK Y N-WASP
l /\ PAK ||POR || Arf6
/
Profilina | [Fosfataza| |y 1M _kinaza Arp2/3
miozinei

o

Miozini Cofilina

Y

Y Polimerizarea
Polimerizarea Asamblarea Inhibarea actinei
actinei filamentelor de || depolimerizirii
nel actinii §i mioza actinei
AN v ~ / \
Fibre de Lamelipodii Viluri Filopodii
stres membranare

Fig. I: Modul de actiune al proteinelor Rho, Rac §i Cdc42 in reorganizarea citoscheletului. 4: modul de actiune
al proteinelor Rho. B: modul de actiune al proteinelor Rac. C: modul de actiune al Cdc42 (47).
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P140 mDia, un omolog mamalian al Bnil si Bnrl de la drojdii (12, 13) este, de
asemenea, un efector al proteinelor Rho (14).

mDia are domenii FH1 si FH2 si, asemenea lui Bnil si Bnrl leaga profilina prin
intermediul domeniului FH1, regland reorganizarea actinei. Supraexpresia mDia afecteaza
formarea fibrelor de stres, insa nu si a adeziunilor focale (15, 16).

Un efector al Rac si Cdc42 este protein-serin/treonin kinaza numitd PAK. Ca i Rho-
kinaza, PAK afecteazi fosforilarea lantului usor al miozinei dar in directie opusa, fosforiland
st inhiband kinaza lantului usor al miozinei, ceea ce conduce la scaderea fosforilarii.

Acest lucru are ca rezultat inactivarea miozinei II, scaderea interactiei actind-miozind,
ceea ce influenteaza abilitatea Rac si Cdc42 de a stimula formarea de protruziuni
ale suprafetei celulare (filopodii si lamelipodii) mai mult decat a fibrelor de stres si a
adeziunilor focale. De asemenea, activarea Rac conduce la stimularea LIM-kinazei si
fosforilarea cofilinei.

A fost descoperita si o alta categorie de efectori ai proteinelor Rho, céreia apartin:
serin/treonin protein kinaza, citronul, rhotekina, rhofilina (43,44).

GTP-aza Rac

Rac este unul din membrii familiei de GTP-aze Rho §i al superfamiliei Ras. Este
implicat in reglarea multor procese biologice: remodelarea actinei, transformarea celulara,
progresia in faza G1 a ciclului celular si in expresia genica.

GTP-azele Rho au numeroase efecte asupra actinei din citoschelet. Rho, Rac §i Cdc-24
actioneaza diferit determinind heterogenitatea actinei (29).

Reglarea de catre Rac a transformarii, expresiei genice i organizirii actinei se face pe
cdl multiple, independente de PAK.

Analiza genetica pentru investigarea rolului Racl in dezvoltarea embrionara la goareci,
a demonstrat cd, in embrionii deficienti in aceastd proteind, in stadiul primitiv, celulele dintre
ectoderm si endoderm sunt moarte.

Investigarea culturilor de celule izolate din epiblastul embrionilor deficienti in Rac-1
aratd cd, in vivo, proteina este implicatd in formarea de lamelipodii ca si in adeziunea si
migrarea celulelor. Aceasta sugereazéd ca adeziunea celulara mediata de Racl este esentiala
pentru formarea celor 3 straturi germinale in timpul gastrulatiei (32).

Prin transferul mediat adenoviral, a doua izoforme ale Racl dintre care una constitutiv
activa (V 12 Racl) si cealaltd dominant negativa (N17 Racl), s-a urmarit valoarea GTP-azei
Rac in ciclul celular.

Expresia V12 Rac-1 in miocitele neonatale conduce la cresterea dimensiunii celulelor,
aspecte care nu se deosebesc de hipertrofia stimulatd prin ligand. Expresia acestei izoforme
conduce la cresterea secretiei peptidului ANP (Atrial Natriuretic Peptide).

Dimpotriva, expresia N17 Rac 1, dar nu si a formei trunchiate a Raf-1, atenueaza
hipertrofia morfologicd asociatd cu stimularea cu phenilefrind. Deci, Racl este esentiala
pentru calea de semnalizare ce conduce la hipertrofia miocitelor cardiace (57).

In celulele mamaliene, Rac induce activarea NADPH oxidazei, conducind la
productia de superoxid. La plante, rezistenta la agentii patogeni depinde de superoxidul
generat via enzimelor NADPH oxidaze-like. La Zea mays s-au identificat 4 gene ce prezinta
omologie cu gena Rac umana.

S-a emis ipoteza ca, proteina Rac de la plante ar putea functiona precum omologii
mamalieni, activind un complex enzimatic care conduce la productia de superoxid. In urma
studiilor s-a dovedit ca proteinele Rac de la Zea mays pot induce productia de superoxid in
celulele mamaliene (48).

93

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



Rac si semnalizarea celulara

Interferdnd pe diverse cdi de semnalizare, proteina Rac poate modifica activitatea
diferitilor factori.

Rac este o componenta esentiala a cailor de transductie a semnalelor care controleaza
proliferarea, diferentierea si supravietuirea celulelor. S-au urmaérit raspunsurile celulare la
semnalizarea de inaltd intensitate prin Ras.

Expresia unei cantitati ridicate a formelor oncogenice ale Ras — HaRasV12 rezulta in
apoptoza (dependenta de doza) celulelor primare imortalizate.

Inducerea apoptozei de citre HaRasV12 este blocatd de proteina Rac activata.
Abilitatea acesteia de a supresa apoptoza indusd de Ras, este dependenta de ciile efectoare
controlate de regiunile de insertie §i este legatd de activarea NF-kB. Efectul apoptotic al
HaRasV 12 necesita activarea kinazelor, la randul lor activate de mitogenii ERK si JNK si este
independent de p53. Aceasta demonstreaza un rol al lui Rac in controlul semnalelor necesare
supravietuirti celulare si sugereazi un mecanism prin care activitatea Rac poate conferi un
avantaj de crestere a celulelor transformate de catre oncogena Ras (41).

Ciclina D1 este un factor limitant in progresia normala a ciclului celular (faza G1), iar
abundenta ei este indusa prin activare mutationald atat de Ras, cat si de Rac 1.

Proteinele NF-kB sunt proteine citoplasmatice hetero- sau homodimerice inrudite cu
Rel, complexate cu un membru al familiei de proteine inhibitoare Ikappa B.

Activarea mutantelor Racl, Racl(Leu-61) si Rac1(Val-12) induce in celulele NIH3T3
expresia ciclinei D1 via promotorului acesteia, inductie care necesitd prezenta situsurilor de
legare pentru NF-kB sau ATF-2.

Inhibarea NF-kB prin supraexpresia unui inhibitor NF-kB trans-dominant (o forma
nefosforilatd a lkappa alfa) reduce activarea promotorului ciclinei D1 de cétre mutantele
Racl, plasand astfel NF-kB in calea de activare a ciclinei D1 de catre Racl.

O mutatie specifica in aminoacizii din capitul aminoterminal al Rac (Leu-61), care
este domeniul efector al proteinei, are efecte comparabile cu activitatea transcriptionald si
activarea promotorului ciclinei D1 de catre NF-kB.

Factorii Rel A (p65) si NF-kB(1) (p50) induc promotorul ciclinei D1 necesitand
domeniile de legare atat pentru NF-kB cat si pentru ATF-2.

Supraexpresia stabila a Rac (Leu-61) creste legarea Rel A si NF-kB(1) la situsul NF-
kB din promotorul ciclinei D1.

Activarea Racl in celulele NIH 3T3 induce atat legarea NF-kB cét si activarea sa si
creste expresia ciclinei D1 via situsurilor NF-kB si ATF in promotorul proximal, sugerdnd un
rol critic pentru NF-kB in reglarea ciclului celular via ciclinei D1 si Rac1(42).

Expresia tranzitorie a dominantei negative a genei Racl (N17 racl) folosind un vector
adenoviral, arata ca nivelul de expresie a acesteia este proportional cu multiplicitatea infectiei.
Expresia NI7 racl in fibroblastele Rat-2 rezulta in arestul citostatic al cresterii.

Analizele ciclului celular demonstreaza cad celulele care exprima N17 Racl s-au
acumulat in fazele G2/M de unde concluzia cd, pe de o parte, Racl este necesar pentru
proliferare si pe de alta parte, dovedeste pentru prima data rolul GTP-azelor Rac in tranzitia
G2/M in celulele mamaliene (50).

Rac si sistemul nervos

Studii recente sugereaza ca Racl si alti membrii ai familiei de GTP-aze Rho joacd un
rol important in formarea prelungirilor neuronale.
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S-a comparat cregterea spontana a conului de crestere al axonilor cu evolutia indusa de
tensiunea asupra axonilor celulelor PC12 cu mutante care exprima o formd dominant negativa
a proteinei Rac.

Celulele PC 12 expuse la NGF, spre deosebire de cele de control, au initiat un proces
de novo (bogat in microtubuli) ca raspuns la tensiunea aplicata celulelor.

Alungirea proceselor este proportionald cu tensiunea aplicatd pe acestea. Adaugarea
c-AMP amplifica cresterea neuritelor indusa de NGF in celulele PC12. Expresia unei dominante
negative a lui Rac inhibd elongarea spontand a neuritelor, dar nu afecteaza substantial pe cea
indusa de tensiune. Astfel, celulele deficiente in Rac arati o relativa elongare atat in conditii
normale cat si sub tensiunea creatd de NGF, prelungirile contindnd o densitate normala de
microtubuli axiali. Se conclude cd, Racl este mai necesard pentru functia de adeziune si
motilitate a conurilor de crestere, mai curdnd decét pentru asamblarea neuritelor (31).

La sobolani, in neuronii piramidali din hipocamp, expresia formei dominant negativa a
Racl are ca rezultat eliminarea progresiva a prelungirilor dendritice, in timp ce hiperactivarea
RhoA determina simplificarea drasticd a ramificatiilor neuronale, activitate dependenta de
Rho-kinaza. Rezultatele experimentelor sugereaza ca Rac si Rho au roluri distincte in
formarea prelungirilor neuronale §i sunt vitale pentru mentinerea si reorganizarea structurilor
dendritice in neuronii maturi (38, 39).

Rac si transformarea tumorali

Activarea constitutivd a genei Racl si RhoA cauzeaza transformarea tumorigenica a
celulelor NIH3T3 si functionarea lor apare necesara pentru transformarea acestor celule via Ras.

Racl se distinge de Rho A prin abilitatea de a lega si activa serin/treonin kinaza, p65
PAK, de a induce formarea de lamelipodii si ,,falduri” membranare si de a activa kinaza JNK
(c-Jun NH-2 terminal kinazi).

Pentru a investiga rolul lui PAK in functionarea lui Racl, s-a experimentat un
domeniu efector mutant a lui Racl si o himera Racl-Rho A care nu pot lega PAK.

Legarea PAK s-a dovedit a fi dispensabild pentru transformarea §i formarea
lamelipodiilor induse de Racl, precum si pentru activarea JNK p38 si a factorului de raspuns
la ser (SRF). Totusi, abilitatea Racl de a se lega si de a activa PAK se coreleaza cu abilitatea
sa de a stimula transcrierea la promotorul ciclinei D1. Mai mult chiar, activarea JNK si SRF
sau inducerea formarii lamelipodiilor nu sunt nici necesare, nici suficiente pentru activitatea
transformanta a Racl.

Ciile de semnalizare care mediaza activarea SRF si JNK de catre proteina Racl sunt
distincte de cele care mediaza formarea lamelipodiilor de cétre aceasta proteina.

Luate impreund, aceste observatii sugereaza cd Racl regleazi cel putin 4 functii
mediate de efectori §i ca sunt multiple ci prin care ea contribuie la transformarea celulara in
care intervine §i citoscheletul (30).

Hipertransformarea celulelor tumorale epiteliale poate fi dobandita prin adiugarea in
celulele care exprima tipul sdlbatec de E1A si Ras, a unei forme de Rac, sugerandu-se astfel
ca reorganizarea actinei poate fi importantd pentru aparitia fenotipului hipertransformant.
Celulele epiteliale primare care exprimd mutantele hipertransformante E1A sau V12 Racl
arata o pierdere a filamentelor de actini corticale. in aceste celule jonctiunile de aderare nu
incorporeaza catenina-alfa, neexistind astfel o asociere a citoscheletului cu membrana
plasmaticd, ceea ce conduce la destabilizarea componentelor jonctiunilor de aderare si
pierderea functiei acestora.
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Pierderea caracteristicilor de epiteliu, predispune aceste celule la cresterea malignitatii
prin pierderea adezivitatii celula-celula.

Se sugereazi astfel, un nou mecanism de reglare a functiei jonctiunilor de aderare in
progresia tumorilor, mecanism ce implica o tintire a componentelor jonctionale care sunt
afectate de statutul actinei corticale si care poate fi diferentiat afectat de E1A si Rac (33).

S-a stabilit ca RhoB este suficient pentru a media efectele antitransformante ale
inhibitorilor farnezil-transferazei (FTIs) in fibroblastele transformate. Celulele epiteliale
intestinale transformate, In urma activirii de citre K-ras sau Racl, sunt sensibile la FTI, fiind
indusd remodelarea actinei §i inhibarea cregterii, in ciuda incapacitdtii FTI de a bloca
prenilarea K-Ras sau Rac (55).

Autotaxin (ATX) este un putemnic mitogen, avand capacitatea de a spori invazivitatea
s1 angiogeneza tumorilor. Studii facute pe celule de melanom, linia A2058, au aratat cd ATX
activeaza Cdcd42 si Racl si amplifica formarea complexelor intre proteinele G mici 51 PAK
(p21-activated kinase). Mai mult, autotaxin fosforileazi FAK (focal adhesion kinase), lucru
care nu se intdmpla in celulele care exprimda mutantele dominant negative ale Cdc42 sau
Racl. In concluzie se poate spune ca Cdc42 si Racl sunt esentiale pentru motilitatea celulelor
tumorale, indusa de ATX (52).

Factorul tisular (FIH), unul din factorii plasmatici ai coagularii, este principalul
reglator al angiogenezei embrionare §i neoangiogenezei tumorale. De asemenea, influenteaza
procesul inflamator, diapedeza leucocitelor §i progresia tumorala.

Domeniul intracelular al factorului tisular nu are omologie cu alte clase de receptori,
iar mecanismul de semnalizare este putin infeles. S-a demonstrat ca factorul VlIla, ligandul
natural pentru FIII, induce activarea membrilor familiei Src: ¢-Src, Lyn, Zes si a fosfatidil
inozitol 3-kinazei (PI3K), urmata de stimularea c-Act/proteinkinazei B si GTP-azelor Rac si
Cdc42. S-a sugerat astfel ca, Rac are rol important in patofiziologie, mediind efectele
factorului VIla si a factorului tisular (49).

Rolul Rac este multiplu intervenind in cdile de semnalizare a diferitilor factori.
Activitatea GTP-azei Rac este esentiala pentru mitogeneza indusa de EGF.

Pentru a verifica daca activitatea Rac GTP-aza este necesara pentru mitogeneza indusa
de EGF, s-au transplantat celule Rat-2 care exprimau o mutanta dominant negativa a Racl si
anume Rac N17.

Expunerea la EGF a acestor celule (Rat-2 — Rac N17) a condus la o semnificativa
restrictie a cresterii, comparativ cu Rat-2 parentale, sugerandu-se astfel rolul esential al
proteinei Rac in mitogeneza indusi de EGF.

EGF induce sinteza de DNA si aceasta este semnificativ blocatd prin microinjectatrea
proteinei Rac N17 recombinata.

Studii ulterioare au demonstrat cd mediatorul lui Rac in aval de aceastd cale de
semnalizare mitogenicd indusa de EGF, este PLA 2 (fosfolipaza A2 activata de Rac) care are
un rol critic in dezvoltarea acestui proces.

Luate impreund, aceste rezultate sugereaza ca Rac si PLA 2 formeazi o cascada
majora in calea mitogenica indusa de EGF (34).

in calea de semnalizare Rac, EGF induce promotorul c-jun. Protooncogena c-jun care
codifica un factor de transcriere, este activatd de mitogeni atit la nivel transcriptional, cat si
prin fosforilarea de catre JNK ( Jun N-terminal kinaza).

Formele Ras, Racl, Cdc 42 Hs si MEKK activate cresc expresia promotorului
c-jun, in timp ce formele lor dominant negative inhibd inductia acestuia in conditiile
inductiei de catre EGF. Aceste date sugereaza ca EGF activeaza promotorul c-jun via
Ras—Rac—MEKK (35).
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Celulele MM1, provenite de la sobolan, din lichid ascitic, necesitd atat prezenta
acidului lisofosfatidic (LPA) cét si a fibronectinei (FN) pentru migrarea celulara si pentru a-gi
desfasura activitatea fagocitard, procese reglate prin calea de semnalizare RhoA-ROCK si
prin fosforilarea FAK (focal adhesion kinase) la nivelul tirozine.

Pal-cPA (palmitoyl-cyclic phosphatidic acid), un analog structural al LPA, inhiba
migrarea celulelor MM1 indusa de LPA si metastazarea celulelor B16 de melanom murin. In
celulele MM1, activarea RhoA prin intermediul LPA a fost complet stopata de Pal-cPA. Mai
mult, s-a demonstrat ca autofosforilarea FAK la nivelul Tyr-397, contribuie la formarea
adeziunilor focale si e un factor decisiv in migrarea celulelor MM1. De asemenea, Pal-cPA
inhiba (independent de LPA) activarea RhoA in celulele HT-1080 provenite din fibrosarcom
uman. Aceste observatii conduc la ideea cd Pal-cPA poate constitui 0 noud terapie in
tratamentul metastazelor (53, 54).

Rac si fosfatidil inozitol 3-kinaza (PI-3 kinaza) intervin in semnalizarea nucleara via
TNF-alfa. PI-3 kinaza si Rac sunt implicate in cascada de semnalizare declansatda de TNF-
alfa, care induce in fibroblastele Rat-2, activarea c-fos i c-jun.

Inhibarea PI-3 kinazei blocheaza, in functie de dozi, stimularea c-fos de catre TNF-
alfa. Semnalizarea nucleara prin TNF-alfa este dependenta si de Rac, asa cum o demonstreazi
cotransfectia tranzitorie a unei mutante Rac dominant negativa (Rac N17), care are un efect
inhibitor. Se apreciaza ca PI-3 kinaza si Rac joacad fiecare un rol de pivot in cascada de
semnalizare nucleara declangata de TNF-alfa (36).

Tratarea cu HGF (Hepatocyte Growth Factor) a celulelor HepG2 provenite din carcinom
hepatocelular uman, induce migrarea acestora, concomitent cu cresterea nivelului p27. GTP-aza
Rac este necesara pentru migrarea dependentd de p27, dar singurd este insuficientd pentru
migrarea celulelor HepG2, fibroblastele deficiente in p27 neavand aceasta capacitate (56).

Mutante constitutive active Rac si Cdc 42 dar nu si Rho, sunt inductori ai E2F in
fibroblastele NIH3T3.

Rac si Cdc 42 activate pot induce acumularea ciclinei D1 si hiperfosforilarea Rb,
subliniind astfel o cale ce conduce la transcrierea E2F.

in celulele Rat-1 R12 cresterea activititii transcriptionale a lui E2F via Rac si cdc 42
este suficientd pentru intrarea in faza S si pentru sinteza ADN. Pe langa acestea insa, pentru
celulele NIH3T3 sunt necesari si factori aditionali (37).

in fibroblastele Rat-2 H202 activeazi elementul c-fos ca raspuns la ser (SRE).
Examinandu-se rolul GTP-azei Rac indusa de H202 s-a constatat ca transfectia unei plasmide
mutantd a Rac (Rac N17) céat si pretratamentul cu mepacrind (un inhibitor al PLA 2)
blocheaza dramatic activarea de catre H202 a SRE. Aceasta sugereazi un rol critic al lui Rac
si al activarii ulterioare a fosfolipazei A2 (PLA 2) in activarea SRE de catre H202 (40).

Fenotipul celulelor hematopoietice transformate de oncoproteina bcr/abl de pe
cromosomul Philadelphia este caracterizat prin proliferare independentd de factorii de
crestere, susceptibilitate redusa la apoptoza, motilitate §i adeziune alterate.

Unele din proprietdtile celulelor care exprima bcr/abl sunt dependente de activarea
unor molecule efector din aval, precum Ras, PI-3K si bcl-2.

Se sustine ca proteina Rac (care leaga GTP-ul) este activata de bcr/abl intr-o maniera
tirozin-kinazica.

in urma transfectiei cu un vector ce contine dominanta negativa, N17 Rac, celulele
precursoare mieloide 32Dc13 care exprima bcr/abl capdtad rezistentd la apoptoza indusid de
deprivarea de factori de crestere, §i relevi un potential proliferativ redus in absenta
interleukinei-3 (IL-3), ca si o reducere marcata a proprietétilor invazive.

97

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



fn acord cu aceste aspecte, supravietuirea soarecilor SCID infectati cu ber/abl si dublu
transfectati N17 rac, apare prelungitd comparativ cu cei la care s-au injectat numai celule ce
exprima bcr/abl.

Aceste date sustin rolul important al cailor dependente de Rac in controlul motilitatii
in leucemogeneza mediata de bcr/abl (45).

Racl activata, regleaza pozitiv si selectiv expresia integrinei alfabbeta4 si induce adeziune
celulara si falduri membranare in celulele neaderente de carcinom de colon — COLO 201.

S-a investigat astfel, functia unei GTP-aze mici in expresia unor integrine, cand
celulele COLO 201 interactioneaza cu matricea extracelulara.

Transfectarea unor forme constitutiv active ale Racl si Rac V12 in celule, a condus la
adeziunea acestora la matrixul extracelular concomitent cu formarea de prelungini (faldun
membranare). Aceleasi reactii au fost induse si de formele activate de Cdc42 si CdcV12, dar
nu de RhoA tip-silbatec.

Adeziunea este dependentd de integrina beta4, deoarece anticorpii directionati
impotriva acestei integrine inhiba Rac V12 de care depinde adeziunea si induce un numar
crescut de celule care au aderat pe placi cu laminind, comparativ cu cele care au aderat pe
placi cu colagen sau fibronectina.

Prin imunofluorescentda s-a demonstrat ca, pe langa o grupare a moleculelor de
integrind, celulele in care s-au exprimat Rac V12 si Cdc V12 aratd ca expresia integrinei
alfabbetad a fost reglata in sens pozitiv, fara a se observa o crestere in biosinteza sa.

Se conclude astfel ca, reglarea expresiei acestei integrine indusa de catre Racl si
Cdc42 poate juca un rol important in adeziunea celulard si tumorigeneza celulelor de
carcinom de colon (46). i

Rac3 difera de Racl si Rac2 la capatul COOH- terminal printr-un domeniu asociat cu
localizarea subcelulara si legarea la reglatori celulari specifici.

Rac3 mRNA difera de mRNA Rac-2 prin modul de expresie, care este specific
hematopoietic dar difera, de asemenea, si de Racl.

Gena Rac3 a fost cartatd in cromosomul 17q23-25, o regiune frecvent deletata in
cancerul mamar.

Nivelele Rac3 nu sunt afectate de cétre organizarea actinei din citoschelet, dar sunt
inductibile de citre ser.

Cand gena Rac3 este activatd constitutiv, ea poate stimula eficient calea de
semnalizare a c-jun aminoterminal-kinazei (51).
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INTERLEUKINA-10, CITOKINA ANTIINFLAMATOARE

Interleukina-10 (IL-10) a fost citata pentru prima data in 1989 de catre Mossman ca un
factor produs de catre limfocitele Th,, la soareci, un factor capabil si inhibe citokinele
produse de limfocitele Th. Initial ea a fost denumita ,,factor inhibitor al citokinelor. Ulterior
s-a semnalat faptul ca IL-10 este produsa si de alte tipuri celulare, cum ar fi: celulele B,
monocitele si keratinocitele §i cid are numeroase actiuni biologice in afard de inhibitia
citokinelor eliberate de limfocitele Th;. IL-10 este cunoscuti drept o citokini
imunomodulatoare.

hIL-10 difera de omologul sau viral detectat la virusul Epstein Barr (vIL-10) prin
numai 16% la nivelul secventei de aminoacizi. cIL-10 — IL-10 celulard — termen colectiv
pentru IL-10 umana si murind, are atit efecte pro-stimulatorii cat si inhibitorii pe diverse
tipuri celulare, inclusiv co-stimularea proliferarii limfocitele T, chemoatractie pentru celulele
Tcpst §i stimularea proliferdrii celulelor NK. Se pare cd vIL-10 imparte, in principal, cu
cIL-10 efectele inhibitorii.(1)

Prin hibridizare s-a izolat din celulele T transformate cu Herpesvirus saimiri, o noua
gend, Ak 155, care este omoloaga cu gena IL-10. Aceste celule T supraexprima Ak 155 si
secreta in supernatant IL-10. In alte linii celulare T, Ak 155 este transcrisa in cantitate redusa.
Ak 155, formeaza homodimeri, similar cu IL-10. Ca limfokind, ar putea contribui la
transformarea celulelor T umane dupa infectia cu Herpesvirus saimiri. (2)

S-a observat céd receptorul orfan CRF,4, membru al familiei receptorilor citokinici
clasa Il (clasa alcatuita din receptorul pentru interferon, receptorul lui IL-10 si al factorului
tisular CRFB,) este esenfial in medierea efectelor lui IL-10 si este, de fapt, o subunitate a
receptorului lui IL-10. Gena care codifica CRF,4 este localizatd pe o gena ,.cluster”, pe
cromosomul 21 care cuprinde 3 subunitti ale receptorului interferonic. Pentru a se elucida
rolul lui CRF,4 s-a fragmentat CRFB4 la soareci. Soarecii deficienti in CRF,4 nu au aratat
malformatii evidente, au crescut normal si au fost fertili. Celulele deficiente in CRF,4 au
responsivitate normala la interferoni de tip I si II, dar nu au responsivitate la IL-10. La varsta
de aproximativ 12 saptamani, majoritatea soarecilor mutanti au dezvoltat colitd cronicd sau
splenomegalie, concluzionandu-se astfel ca, CRF,.4 este o subunitate a receptorului lui IL-10.

Celulele implicate in producerea interleukinei-10. Factori care influenteaza
producerea citokinei

Citokina IL-10 apartine tipului 2 de citokine (antiinflamatoare) impreuni cu IL-4,
IL-13. IL-10 este o proteina de 33kD si de 157 aminoacizi §i cu doud punti disulfurice
intramoleculare, cu rol de pivot in reglarea raspunsului imun mediat celular. Sursele majore
de IL-10 sunt: fagocitele mononucleare, limfocitele CD4+, celulele B, keratinocitele,
mastocitele. (3)

IL-10 s-a izolat din frunzele de tabac de Rima menassa.
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S-a raportat existenta, in vitro, a unei noi populatii de celule T generata ca raspuns la
infectia cronica cu Borrelia burgdorferi, populatie celulara capabila sa produca atat IL-10, cat
si IFNy. Nu se cunoaste existenta in vivo a unei astfel de linii celulare.

in 1998 s-a observat ca celulele NK proaspete (celule care stimulate cu IL-12 sau IL-2
sunt capabile s produca IFN-y, TNF-a, GM-CSF) stimulate cu IL-2 prolifereaza si produc
IL-10 in functie de doza. ARNm IL-10 se exprimi la concentratie maxima la 24 de ore. S-au
decelat concentratii detectabile ale proteinei IL-10 in ziua a 2-a de culturd, care continud sa
creasca intre zilele 3 si 6. Stimularea celulelor NK numai cu IL-12 nu determina proliferare
substantiala si nici concentratii detectabile de IL-10, dar IL-12 sinergizeaza cu
IL-2 in inducerea ARNm IL-10 si sintezei proteice.

Unele celule tumorale au, de asemenea, capacitatea de a produce IL-10. Producerea
acestel citokine este indusa de unele microorganisme, cdteva citokine (TNF- a, IL-6, IL-12),
si hormoni (glucocorticoizi, epinefrina).

Mecanismele de reglare a producerii IL-10 in monocite sunt putin cunoscute la nivel
celular si biochimic. Se stie ca expresia IL-10, IL-15, GM-CSF si IFN vy de catre limfocitele T
este dependenta de activarea caii MAP-kinazelor.(4)

Sinteza IL-10 de catre monocitele umane este inegal dependenta de citokinele
proinflamatorii endogene IL-1 si/sau TNF-a. Transductia semnalului lipopolizaharidelor
implica activarea p38 si p42 MAP-kinazelor. Inhibarea lui p38 MAP-kinazei ar inhiba
productia de IL-10, IL-1p si TNF-a, in schimb, blocarea p42/p44 MAP-kinazei inhiba partial
producerea de TNF-a si IL-1P, dar nu are efect asupra secretiei monocitare de IL-10.
Eliberarea de IL-10 impreuna cu alte citokine (IL-6, PG E2, IL-12, IL-1R si stromalizina) este
stimulata gi de [L-17. '

Stimulate cu endotoxina, celulele Kupfter primare secreta IL-10. S-a aritat ca ARNm
IL-10 creste de 450 de ori in celulele Kupffer dupa stimulare cu endotoxina. Celulele Kupffer
sintetizeaza de novo proteina IL-10. Expresia genei IL-10 de citre endotoxind a fost inhibata
de proteina IL-10 endo- sau exogena scade ARNm IL-10 > sau = 350 de ori), aparand astfel
un feed-back negativ autoreglator.

IL-10R se exprima constitutional si functional in celulele Kupffer. Exprimarea precoce
a lui IL-10 in aceste celule ar putea avea relevantd functionala in stoparea raspunsului imun si
reactiei inflamatorii in sinusoidele hepatice. Autoreglarea negativa a expresiei IL-10 ar putea
reprezenta un mecanism de raspuns functional al micromediului impotriva unor noi stimuli
proinflamatori.

De asemenea, in reglarea secretiei de IL-10 in celulele B intervine si TIMP-1 care
mediaza diferentierea specifica si inhiba apoptoza celulelor B. In schimb, IL-10 stimuleaza
expresia TIMP-1 in macrofagele tisulare, monocite si in unele linii celulare ale carcinomului
de prostata (5). Exista studii care aratd ca TIMP-1 se coreleazi strians cu IL-10 in limfocitele
B din limfomul non-Hodgkin de grad histologic avansat. Se pare ca prognosticul negativ al
acestei boli pentru care a fost incriminata IL-10 ar fi dat, de fapt, de expresia crescuta a lui
TIMP-1. (6)

Toate regimurile alimentare bogate in grisimi cresc semnificativ concentrafia de
ARNm IL-10. Rolipramul si cicaprostul (agenti ce determinid cresterea AMPc) exercitd o
functie reglatorie duala prin stimularea formarii lui IL-10 si inhibarea sintezei de TNF, functii
reglatorii mediate de activarea protein-kinazei A. Dexametazona nu influenteaza producerea
de IL-10. Corticosteroizii au capacitatea de a inhiba citokinele proinflamatorii si de a stimula
citokinele antiinflamatorii precum IL-10. Acest efect sugereaza ca IL-10 ar juca un rol in
actiunea terapeutica a corticosteroizilor in astm.
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La soarecii endotoxemici, isoproterenolul, agonist neselectiv al receptorilor 8
adrenergici, scade producerea de mediatori proinflamatori: TNF-a §i oxid nitric (NO) si
stimuleaza formarea de citokine anti-inflamatoare ca IL-10.

Efectele biologice ale interleukinei 10

IL-10 este cunoscutd drept o citokind imunosupresivd pentru cd dezactiveaza
macrofagele si inhiba inductia si fazele efectoare ale raspunsului T celular. Inhiba functia de
APC (celula prezentatoare de antigen) a monocitelor/macrofagelor prin scaderea expresiei
CMH clasa Il si a moleculelor co-stimulatoare, inclusiv co-factorul B; in molecula 1 de
adeziune intercelulari. Mai mult, IL-10 inhiba sinteza de IL-12 de catre APC. (3) Functia
anti-inflamatoare a IL-10 este mediata prin inhibarea citokinelor pro-inflamatoare cum ar fi
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF si a chemokinelor, inclusiv MIP-1a, §i prin
inducerea eliberarii antagonistului receptorului IL-1 (IL-1Ra). IL-10 previne, d e a semenea,
eliberaea de radicali liberi de oxigen st activitatea bactericida a macrofagelor si neutrofilelor
dependente de NO si scade capacitatea macrofagelor de a genera prostaglandine. (3)

In acelasi context, IL-10 moduleaza functia de prezentare antigenici a celulelor
Langerhans umane de la nivelul epidermului.

Dupéd cum s-a afimmat anterior, IL-10 limiteaza raspunsul inflamator prin inhibarea
activarii macrofagelor. In macrofage activeaza STAT-1 si STAT-3. Efectele anti- proliferative
si anti-activatoare ale citokinei asupra macrofagelor necesita prezenta celor doua reziduuri de
Tyr membranare ale IL-10R. STAT-3 pare a fi implicat numai in transmiterea semnalului
anti-proliferativ.

Monocitele umane in prezenta lui IL-10 nu dezvolta morfologie de celule dendritice,
nu exprimd CD]1a si se caracterizeazi prin nivele scazute de CMH clasa II. Se pare totusi ca
IL-10 promoveaza diferentierea unui numar mare de celule din punct de vedere morfologic,
citokinic §i al fenotipului membranar spre macrofage, inclusiv coloratie pozitivi pentru
esteraza nespecificad si nivele crescute de CD14, CD16 si CDI8, numai daca citokina
actioneaza in stadiile timpurii ale dezvoltarii, la nivel de precursori. Efectul lui IL-10 in
cultura de monocite a fost doza — dependent si a fost apreciabil cand citokina s-a adaugat de la
inceput in culturd, in comparatie cu adaugarea ei dupa primele 3 zile de cultura, cand efectul
ei i nhibitor e ste mai redus. Cand IL-10 actioneazi in a 6-a zi de diferentiere spre celulele
dendritice, determina numai o expresie scazutd de CMH clasa II si CDla si neachizitionarea
markerilor macrofagici: CD14, CD16 si CD18. O incubare prelungiti, mai mult de 5 zile, cu
IL-10 nu induce diferentierea celulelor dendritice in macrofage. Pe de alta parte, macrofagele
obfinute in cultura dupa incubarea monocitelor cu GM-CSF + IL-13 + IL-10 timp de 7 zile
nu se transforma in celule dendritice dupé suplimentarea cu IL-10 timp de inca 3 zile. Deci,
IL-10 inhiba diferentierea monocitelor in celule dendritice si promoveaza evolutia lor, in
proportie mare, in macrofage mature. IL-10 inhiba capacitatea de prezentare antigenici a
macrofagelor, dar stimuleaza activitatea de endocitoza.

De asemenea, IL-10 are efect reglator asupra secretiei de CSF de catre monocite.
La fel ca si IL-4 i IL-13, are efect inhibitor asupra secretiei de GM-CSF si G-CSF. IL-10 si
IL-4 au efect inhibitor mai puternic decat IL-13. IL-10 exogend are efect inhibitor mai
puternic asupra producerii de GM-CSF, decat G-CSF. Monocitele produc IL-10 cu efect
autocrin inhibitor in concentratie care afecteazd semnificativ numai producerea de
GM-CSF (nu st de G-CSF). Se postuleaza astfel ca, efectele inhibitorii ale citokinei IL-10
secretatd de monocite asupra celor 2 factori, reflecta functiile lor fiziologice (GM-CSF este in
principal o citokind pro-inflamatoare si G-CSF este mai mult un factor de recrutare celulara).
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Intr-un studiu al efectului lipopolizaharidelor asupra monocitelor s-a observat ca acestea
induc stimularea celulelor prin activarea indirecta a STAT-S, pe calea GM-CSF. Activarea lui
STAT-5 a fost inhibatd de IL-10 si dexametazond, IL-10 blocand activitatea factorului
transcriptional prin supresia lui GM-CSF, dupa cum s-a aratat anterior. Se dovedeste astfel ca,
STAT-5 ar putea fi o tinta pentru IL-10 si dexametazona pentru inhibarea lui Cox-2.

S-a observat ca IL-10 stimuleaza si expresia receptorilor de inaltd afinitate pentru Ig
G (FcyRI/ CD64) in monocitele umane.

S-a determinat ca IL-10 si IFNy inhiba independent expresia proteinei inhibitoare
macrofagicd (MIP-1a, MIP-1pB) indusé de hialuronat, la nivel d¢ ARNm i de proteina. Acest
efect nu necesita prestimulare si apare chiar daca citokina s-a adaugat in cultura dupa 3 ore de
la stimularea cu hialuronat. IL-10 scade pregnant stabilitatea ARNm MIP-la si inhiba
expresia macrofagici a ARNm MIP-1p la nivel transcriptional. Se sugereazi astfel, un
potential rol al IL-10 si IFNy ca reglatori ai expresiei citokinelor pro-inflamatoare induse de
matricea extracelulara.

Stimularea limfocitelor B pe calea CD27 prin ligandul CD27 (CD70) a aratat o
crestere a plasmocitelor in prezenta IL-10. Diferentierea celulelor B in plasmocite prin
asocierea cu IL-10 si CD70 apare numai la limfocitelor CD27+, nu si la limfocitelor CD27-.
Adausul de IL-2 1a IL-10 si CD70 induce o diferentiere mai accentuata in plasmocite, dar
acest efect nu apare numai in prezenta de IL-2, IL-4, IL-6 st CD70. Se pare cd CD70 este o
molecula cheie in preventia initierii procesului de apoptoza indus de IL-10 si in directionarea
celulelor BCD27+ spre diferentierea in plasmocite, in cooperare cu IL-10.

IL-10 intervine in procesul de diferentiere a limfocitelor B in limfocite B cu memorie
sau plasmocite impreuna cu CD40-ligand, IL-4 si IL-6. IL-10 la nivelul limfocitelor B are rol
in ,,switching*-ul de clasa (modificarea clasei de Ig secretatd de limfocitele B: E - G, M, A).
Are efect diferit in acest proces in functie de factorii aditionali ce actioneaza asupra limfocitelor
B. Sub actiunea lui 1L-4, IL-10 scade expresia transcriptului epsilon si producerea de Ig E,
atunci cind este adaugati in cultura in primele 3 zile si creste producerea de Ig Gs. In schimb,
dacda IL-10 se adauga in culturd dupa 3 zile, cand celulele B sunt deja programate pe
,,switching““-ul Ig E, citokina potenteaza producerea de Ig E.

IL-10 inhiba raspunsul inflamator intr-o maniera independentd Ty, / Tr. Ea inifiaza
dezvoltarea limfocitelor Tcps+ (limfocitelor Ty;). Are efecte diferite asupra celulelor Tepgt, in
functie de starea lor de activare, observiandu-se atat efecte stimulatorii cét si inhibitorii asupra
limfocitelor Tcpgt, pe modele experimentale in vivo. IL-10 este un binecunoscut
imunosupresor care inhibad macrofagele si limfocitelor Tcpat, in vitro. De asemenea, inhiba
raspunsul proliferativ specific alloantigenic §i induce un status anergic pe celulele Tcpgt
purificate, cAnd se adauga concomitent cu antigenul in prezenta APC.(7)

IL-10 inhiba generarea citotoxicad allospecificd. Aceste efecte sunt indirecte fiind
mediate prin intermediul inhibarii functiilor co-stimulatorii ale APC. In schimb, nu are efecte
directe inhibitorii asupra proliferdrii celulelor Tcpst purificate activate de anticorpi
monoclonali anti-CD3. Determina si cregterea limfocitelor Tcps+ activate, in combinatie cu
doze mici de IL-2.

S-a analizat efectul lui IL-10 asupra functiilor celulelor Langerhans purificate umane, de
la nivelul epidermului normal. Aditionarea de IL-10 la inceputul unei culturi mixte limfo-
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epidermica determina inhibarea proliferirii limfocitelor. Acest efect este dependent de doza si
s-a observat o scddere a raspunsului allogenic de circa 50% la doze de 1 ng/ml. O inhibitie
totald a raspunsului s-a obtinut la doze de 5 — 10 ng / ml. Inhibarea in acest mod a limfocitelor T
este legatd de o activitate specificd a IL-10, pentru cé acest efect a putut fi inhibat cu anticorpi
monoclonali anti-IL-10. IL-10 actioneazi intr-un stadiu precoce de activare limfocitard; nu s-a
obtinut nici o modificare daci citokina s-a adaugat in ziua a 2-a/ a 3-a de cultura.

S-a observat ca IL-10 este produsa la nivelul epidermului sub actiunea radiatiilor
ultraviolete B astfel ca, ar putea avea rol in imunosupresia indusa de radiatii.

TGFp1 si IL-10 impreuni cu PGE, are abilitatea de a dezactiva puternic macrofagele
periferice si microgliile. Ambele citokine inhiba secretia de NO indusa de LPS, iar IL-10 are
efect inhibitor asupra secretiei de PGE,; indusa de LPS.

S-a aratat ca celulele hepatice stelate (HSC), cu rol in remodelarea hepaticd si in
fibroza hepatica, exprima IL-10 dupa activare in vivo §i in vitro §i se pare ca aceastd citokina
are efecte autocrine, cum ar fi inhibarea producerii de colagen. Tratarea culturilor de HSC cu
TNF-a, TGF-p sau LPS determina o crestere a IL-10 de douad ori si eliberarea de proteina
IL-10 in mediu. HSG izolate de la sobolani cu ligatura ductelor biliare au aritat o crestere
marcatd a ARNm IL-10 (x100) si a proteinei (x30) dupa 7 zile de la ligaturd, dar acestd
inductie dispare in fibroza hepaticd avansata. Expresia IL-10 se coreleaza pozitiv cu expresia
ARNm al colagenazei interstitiale §i invers proportional cu cea a colagenului-a. Deci, IL-10
are un efect autoreglator negativ asupra producerii de colagen, efect mediat, in parte, de
inhibarea transcriptionald a colagenului-a §i stimuleazi exprimarea colagenazelor. Aceste
date sugereaza un posibil rol al IL-10 in remodelarea matricei si un posibil esec al HSC in
sustinerea secretiei de IL-10 in aparitia cirozei hepatice.(8)

IL-10, la fel ca alte citokine anti-inflamatoare, 1L-4 sau TGF-B1, inhiba producerea de
IL-8 de catre celulele microgliale umane ca raspuns la citokinele inflamatoare (IL-1, TNF-a)
in meningite, encefalite, leziuni traumatice ale SNC i alte injurii care determina inflamatie.
Aceste rezultate sugereaza o posibila implicare terapeutica a IL-10 intr-o astfel de patologie.
La fel ca IL-4, IL-13 si dexametazona, IL-10 inhiba partial eliberarea de IL-8 indusd de TNFa
st IFNy in culturi de celule musculare din tractul respirator uman.

IL-10 induce o scadere a urokinazei (PA) si CD11b dupa 18 ore de incubatie in culturi
de monocite si o scddere intarziata a receptorului urokinazei (uPAR), semnificativa, doar dupa
48 de ore. uPA si uPAR sunt implicati in migrarea monocitelor si inducerea degradarii
proteinelor matriciale. uPAR este implicat in adeziunea celulelor la peretele vascular. Functia
de adeziune a uPAR este dependenta de interactiunea directa cu fibronectina (care e crescuta
de uPA) si de modificarea integrinelor celulare de suprafatd (CD11b, CD18). Aceste rezultate
explicd scaderea adeziunii monocitelor dupi 18 ore de incubatie cu IL-10 si imobilizarea
fibronectinei §i fibrinogenului. IL-10 ar putea avea efect protectiv asupra degradarii matricei
proteice, prin scaderea uPA.

Citokina anti-inflamatoare i imunosupresiva IL-10 stimuleaza expresia receptorilor
chemochimici CC, CCRS, CCR2 si CCR1, in monocitele umane prin prelungirea t1/2 al
ARNm acestor receptori. Stimuleazi monocitele prin cresterea numarului de receptori de
suprafatd pentru agonistii care controleazi aceste celule si prin cresterea responsivititii la
actiunea chemotactici a acestora.
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In concluzie:

Desi este cunoscutd ca o citokina antiinflamatoare, IL-10 exercitd efecte biologice
multiple §i variate asupra sistemului imun ce pot fi grupate astfel:

> Efecte imunosupresoare: — actioneazd asupra limfocitelor Thy stimuland
diferentierea acestora spre limfocite Th,

— inhiba subpopulatiile Th; prin mecanism indirect, mediat pe doua cii: inhiba sinteza
de citokine accesornii pentru acest proces (IL-1, IL-12, TNF-a, IFN-y) si inhiba functia de
celule prezentatoare de antigen (APC) a macrofagelor, proces obligatoriu pentru initierea
diferentierii. Se pare ca activarea §i diferentierea limfocitelor Th; induse de ,,antigenul
prezentat* de limfocitele B nu sunt afectate.

IL-10 scade producerea de citokine de cétre subpopulatiilor Th,, mai ales prin IFN-y,
printr-un mecanism direct de inhibitie a transcriptiei genelor care codifica aceste citokine si
inhiba capacitatea macrofagelor de a prezenta antigenul limfocitelor T prin sciderea expresiei
moleculelor CMH clasa II.
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» Efecte antiinflamatoare: se datoreaza inhibdrii altor functii ale macrofagelor, cum
ar fi sinteza citokinelor IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, TNF-«a - citokine proinflamatoare, precum
si sinteza de radicali liberi de oxigen si derivati nitrici. Efectul antiinflamator este sinergic cu
al altor ,,mediatori supresivi“: TGF-B, IL-1R si PGE,. Efectul inhibitor al IL-10 asupra
citokinelor pro-inflamatoare are loc la nivel posttranscriptional §i necesita, probabil,
stimularea unei ribonucleaze.

» Efecte imunomodulatoare: pe limfocitele T citotoxice si limfocitele B; creste
viabilitatea limfocitelor B mature, stimuleazd expresia moleculelor MHC clasa II,
proliferarea, diferentierea si productia de Ig M, G si A; stimuleazé raspunsul proliferativ si
functia citotoxicd a limfocitelor T citotoxice; stimuleaza proliferarea mastocitelor printr-un
efect sinergic cu IL-3 si IL-4.(9)

lg G,M A proliferare \
\ IL-2

g
E o IL-1,IL-6, .
Z .( GM-CSF, %
2 aclivare G-CSF, TNF-a E
E IL-1Ra, e
3 TGEP 5
= E
B 3
+) &

\proli erare
<
4
o
2
L
=
l 2
IL-1, TNF,IFNy }g
3
1L-2, E
—- =
/T"Z IFNY v
T 51
Thocoet &
[43]
\THI

Efecte biologice ale interleukinei 10

Interleukina-10 in patologie

IL-10 in infectii: Concentratii crescute de IL-10 se asociaza cu diferite tipuri de
infectii cum ar fi yocul meningococic, bacteriemiile cu germeni Gram + si Gram —, malaria,
etc., hepatita virala cu virus C si infectii fungice. Concentratiile crescute de citokini se leaga,
in principal, de severitatea complicatiilor ulterioare si chiar de mortalitatea pacientilor febrili
si cu sepsis sever. (3)

Pentru diagnosticul diferential intre febra neoplazica si infectii sau bacteriemii, IL-10,
singurd, nu are valoare de marker mai buna ca neopterin sau VSH (viteza de sedimentare a
hematiilor).

Datorita efectelor antagoniste ale IL-10 si IL-12 in reglarea retelei de citokine, balanta
exprimarii acestora a atras interesul in diverse afectiuni patologice cum ar fi bolile autoimune,
rejectia allogrefei, artrite, aterosclerozi, afectiuni ginecologice si oftalmologice. (3) Intr-un
model experimental, cantitatile crescute de ARNm IL-10 si scizute de ARNm IL-12 au expus
soarecii la un risc mai mare de pneumonie cu Klebsiella. S-a utilizat acest antagonism la om,
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in strategii terapeutice, cum ar fi, spre exemplu, administrarea de IL-10 in diferite boli
infectioase §i inflamatorii. Ar putea fi utilizata in tratamentul socului septic determinat de
germeni Gram + si/sau Gram —. Studii recente au aritat cd administrarea de anticorpi
anti-IL-10 ar putea fi utild in prevenirea unor dezechilibre imune determinate de injurii
diverse si pare a imbunatatii supravietuirea in socul polimicrobian experimental.

Cum nici una dintre aceste citokine nu are valoare in diagnosticul infectiilor la
pacientii neoplazici, s-a luat in calcul valoarea simultana a IL-10 si IL-12 observandu-se ca
raportul IL-10/IL-12 are o valoare mai buna de diagnostic. Acest raport s-a dovedit net
superior altor markeri deja consacrati cum ar fi neopterinul §1 VSH si se utilizeaza impreuna
cu raportul dintre neopterin si IL-12 (sensibilitatea: neopterin/IL-12 = 82%, specificitatea:
IL-10/IL-12 = 90%).

IL-10 creste in timpul raspunsului septic in socul septic actionand, probabil, impreuna
cu TGF-B, cortizolul, IL-1Ra, TNFRs, pentru scaderea reactiei imune.

In meningita, concentratia de IL-10 in lichidul cerebrospinal depaseste de 100 — 1000 de
ori pe cea din plasma. Pacientii cu meningococemii fulminante au, de obicei, concentratii crescute
atét de citokine pro-inflamatoare cét si de cele anti-inflamatoare (IL-10, TNFRs, IL-1Ra.

Parazitismul splenic cu Leishmania donovani se asociazd cu un raspuns precoce a
IL-4, o crestere marcatd a IL-10, o expresie minima a IL-12 si o expresie intarziata a iNOS.
De asemenea, IL-10 ar putea avea rol in diagnosticul precoce al leshmaniozei cutanata care se
manifestd dupa leshmanioza sistemica (viscerald), corect tratatd. Unii pacienti dupa
tratamentul infectiei sistemice Kala-Azar (leishmanioza viscerald) dezvolta leishmanioza
cutanatd post-Kala-Azar (PKDL). S-a raportat cd dezvoltarea PKDL ar putea fi prevdzuta
inaintea inceperii tratamentului leishmaniozei viscerale §i cad IL-10 are implicatii in
patogeneza. Inaintea inceperii tratamentului leishmaniozei viscerale, parazitul este prezent in
tegument care aparent pare normal la toti pacientii. La pacientii care au dezvoltat mai tarziu
PKDL, si nu in celelalte cazuri, s-au decelat concentratii crescute de IL-10 la nivelul
keratinocitelor si/sau glandelor sudoripare, ca gi in plasma. Mai mult, la acestia, concentratiile
de IL-10 din plasma, ca si cele din supernatantul culturilor de mononucleare sangvine, au fost
mai mari decat la grupul de control.

S-au masurat concentratiile de ARNm al citokinelor in aspirate splenice seriate de la
pacienti cu leishmaniozd viscerald in timpul monoterapiei cu IFN-y, gluconat de sodiu
antimonic (SAG) sau amfotericind B (ABLC). ARNm pentru IL-10 s-a detectat la 100% din
pacienti la nivel bazal. Dupa tratament cu IFN-y s-au mentinut nivele inalte de ARNm IL-10
pe toati perioada tratamentului. In grupurile tratate cu SAG si ABLC, nivelele d¢ ARNm
IL-10 au scdzut semnificativ. Dupd un tratament corect i vindecarea infectiei, ambele
componenete ale rdspunsului imun (IL-10 si IFN-y) par a involua.

in malarie, la gravide, scade concentratia de IL-10 si creste concentratia de IFN-y, IL-2
si TNF-a la nivelul placentei, schimband balanta citokinelor de tip I. Aceste schimbari ale
citokinelor placentare se pare ci se asociazi cu o ratd mica de supravietuire a fatului la nastere.

S-a demonstrat cd in peritonitele fecaloide, pe model murin, efectul benefic al terapiei
cu inhibitor de oxid nitric este mediat, in parte, de cresterea concentratiei de IL-10 si MCP-1
(proteind chemoatractanta pentru monocite). Imunoneutralizarea lui IL-10 sau IL-10 + MCP,
cu anticorpi monoclonali inainte de operatie, la soareci, a redus semnificativ rata de
supravietuire.

Studii pe candidoze murine sugereazi ca rezistenta la infectie este legatd de raspunsul
Tw s1 producerea de IFNy, in timp ce esecul in protectia fata de Candida albicans se asociazi
cu raspunsul Ty, si producerea de 1L-4 si IL-10. (10)

La soarecii cu toxoplasmozd cronica, la exacerbarea hipofagiei §i statusului
hipermetabolic participa si hiperreactivitatea la secretia de TNF-a si IL-10.
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Infectia keratinocitelor in vivo cu herpes simplex stimuleaza productia de chemokine,
urmata de 1L-12, apoi IL-10, indicdnd un potential rol al acestor evenimente in recrutarea
precoce, activarea §i producerea de IFNy in leziunile herpetice.

Celulele mononucleare din singele periferic al pacientilor cu hepatitd cronica cu
HVB prolifereazi si produc IFNy si IL-10 dupa stimularea cu Ag Hbe, dar nu si dupa
stimularea cu Ag HBs.

S-a observat ca polimorfismul promotorului genei IL-10 se asociazd cu suscepti-
bilitatea de infectie primara cu EBV (Epstein Barr virus). Promotorul genei IL-10 are 3
subunititi de bazi cunoscute (G/A la —1082, C/T la -819, C/A la -592), care formeaza 3
haplotipuri GCC, ACC si ATA. Prezenta haplotipului ATA, in studiul de fata, protejeaza fata
de infectia precoce cu EBV. Concentratiile de IL-10 sunt semnificativ mai mari la purtitorii
haplotipului ATA, astfel, se pare ca protectia fatd de infectia primara cu EBV este mediata
de IL-10. (11)

IL-10 in bolile cardio-pulmonare: By-pass-ul cardio-pulmonar (CPB) este
caracterizat prin eliberarea sistemica de citokine atat pro-imflamatoare, cum ar fi TNFa, IL-1,
IL-6, cét si anti-inflamatoare endogene, inclusiv IL-10. Dupa CPB, glucocorticoizii scad
concentratiile plasmatice de TNFa, in timp ce cresc concentratiile de IL-10. Aprotinin — o
serin-proteaza inhibitoare — scade eliberarea de citokine pro-inflamatoare, TNF, induse de
CPB, similar cu glucocorticoizii §i determinad cresterea raspunsului anti-inflamator prin
eliberarea de IL-10, cu posibil rasunet terapeutic.

La pacientii cu by-pass aorto-coronarian (CABG) s-au giasit valori crescute ale
concentratiilor IL-10 si IL-6 dupa operatia interventionald, dar nu si de TNFa sau de IL-1p.

S-a demonstrat pe soareci ca factorii patogeni induc ateroslerozi (ATS) daca IL-10
este absentd. Sinteza de IL-10 este sub control genetic. La om, 50-60% din populatie este
capabila sa produci cantitati crescute de IL-10, 40-50% produc concentratii intermediare, iar
5-10% nu pot sintetiza decdt cantititi mici. Experimente efectuate pe soareci deficienfi in
IL-10 si crescuti in atmosfera cu aer filtrat si cu regim alimentar ce determini aparitia placilor
de aterom au demonstrat formarea unor placi de aterom de 3 ori mai extinse decit la cei cu
concentratii normale de IL-10. Expunerea acestora §i la agentii patogeni din atmosferd a
determinat formarea de placi de aterom de 30 ori mai extinse fatd de soarecii care exprima
normal IL-10. Placile de aterom in astfel de cazuri contin de 4 ori mai putine fibre de colagen
decét la soarecii IL-10 pozitivi, ceea ce favorizeaza ruperea placii de aterom. Administrarea
de IL-10 a redus semnificativ placa, deschizind astfel perspectiva unui tratament cu rIL-10 in
ateroscleroza. (12)

Celulele T reglatoare cu implicatii in protectia fata de dezvoltarea astmului bronsic,
par a avea rol in secretia de IL.-10. S-a observat ca daca este blocatd calea de semnalizare
pentru IL-10 sau ICOS (moleculd celulard de suprafata cu rol protectiv), celula T nu mai
poate proteja soarecii cu susceptibilitate de a dezvolta astm bronsic.

La soarecii cu reactie inflamatorie pulmonard indusid de instilatii intratraheale cu
siliciu, concentratia de IL-10 a celulelor din lavajul bronho-alveolar si din omogenatele de
tesut pulmonar au fost semnificativ crescute in comparatie cu controlul. Sinteza crescutd de
IL-10 in silicozd ar putea limita reactia inflamatorie, dar contribuie la amplificarea
raspunsului fibrotic pulmonar. S-a determinat amplitudinea raspunsului inflamator la soarecii
deficienti in IL-10 care a fost semnificativ mai mare decat la cei cu IL-10 normal, deci
raspunsul fibrotic a fost semnificativ mai putin important la cei cu deficit de IL-10. (13)

De asemenea, IL-10 are importanti in instalarea tolerantei imune la antigene
respiratorii. Expunerea la antigene, pe cale respiratorie, induce toleranta celulelor T si
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protejeaza impotriva dezvoltarii hiperreactivitatii brongice §i astmului brongic. S-a observat ca
celulele dendritice la goarecii cu o astfel de expunere au produs tranzitoriu IL-10. Aceste
celule, pe langa secretia de 1L-10, stimuleaza si dezvoltarea limfocitelor Tcpst, care produc,
de asemenea, concentratii crescute de IL-10.

Expresia IL-10 in alte afectiuni: Se pare ca IL-10 este o citokina cheie in psoriazis.
Este o citokind de tip 2 cu impact major asupra imunoreglarii, intrucit inhiba formarea
citokinelor de tip 1/pro-inflamatoare. in psoriazis a fost demonstrata supraexpresia citokinelor
de tip 1 si se crede ci acestea au importanta in fiziopatologia bolii. In psoriazis s-a decelat o
deficienta relativd in ARNm IL10 la nivelul epidermului fata de alte dermatoze inflamatonii.
Interesant este faptul cd pacientii, in timpul tratamentului antipsoriazic, au aritat o expresie
mai crescuta a ARNm IL-10 la nivelul celulelor mononucleare din sangele periferic, fatad de
pacientii fara tratament, ceea ce demonstrezi ca IL-10 poate avea rol protectiv fatd de
psoniazis. S-au administrat subcutan 8 pg/kg/zi IL-10, 24 de ore, la 3 pacienti. S-a observat
eficienta administrarii prin parametrii clinici obiectivi §i subiectivi. S-au gasit astfel efecte
imunosupresive ale tratamentului (scaderea expresiei monocitare de HLA-DR, scaderea
capacitatii de secrefie a TNFa si IL-12, scdderea concentratiei de IL-12 si scdderea
responsivitatii la restimulare antigenica), precum §i o schimbare a modelului citokinelor de tip
2 (creste proportia de IL-4, IL-5 si IL-10 produse de celulele T, cresterea selectiva a
concentratiei serice de Ig E). De asemenea, administrarea de IL-10 a intensificat expresia
cutanatd de ARNm IL-10. Astfel, administrarea de IL-10 ar putea constitui o noua linie de
tratament in psoriazis.

S-a observat ca IL-10 se asociazd cu galectin-3 in protectia celulelor hepatice de
efectul de ,ischemie-reperfuzie®.(14)

Prezenta unei alele A In pozitia —-627 a promotorului genei IL-10 se pare ca se
asociaza cu hepatopatia alcoolicd avansata, ipotezi sustinuta si de observatia ca purtitorii de
alela —627A asociaza concentratii reduse de 1L-10, ceea ce favorizeaza aparitia inflamatiei la
nivel hepatic si a mecanismelor implicate in fibroza hepatica.

Indivizii purtatori de genotipuri specifice ale bcl-2 gi IL-10 au risc mare de a dezvolta
lupus eritematos sistemic (SLE). Analizele finale aratd un efect sinergic al alelelor
susceptibile ale lui bcl-2 §i IL-10 in determinarea bolii. Prezenta individualad a uneia dintre
aceste alele s-a asociat cu o crestere moderata a riscului de SLE, in timp ce exprimarea lor
impreuna creste riscul dezvoltarii SLE cu mai mult de 40%. (15)

in artrita reumatoida exista o balanta dezechilibrati a citokinelor pro- sau anti-
inflamatoare in cartilajele articulare. Gena IL-10 se exprima crescut in tesutul sinovial la
pacientii cu artritd reumatoid3, ceea ce ar putea avea rol in scdderea invaziei cartilajului si
expresiei metaloproteinazelor. La pacientii cu artritd reumatoida, la nivelul cartilajelor, s-a
decelat exclusiv ARNm pentru IL-6, IL-6R IL-7, IL-8, IL-10 si IL-12, iar la cei cu osteoartritd
s-a exprimat doar ARNm pentru IL-10 i IL-8. Datorita faptului c IL-10 si IL-4 supreseaza
Lf Ty, si IL-10 poate, de asemenea, stimula IL-1Ra, s-a ridicat problema utilizarii acestei
citokine in tratamentul artritei reumatoide.

La copiii cu artritd reumatoida juvenild sistemica, monocitele din singele periferic au
o secretie crescutd de IL-10 si IL-4, in vitro, constitutiv sau dupa stimulare cu diferite
antigene, i deficientd de IL-2 si IFN-y. Acest model al citokinelor este reprezentativ pentru
un raspuns celular mixt Ty)/Th; In aceastd afectiune. Moleculele co-stimulatoare au fost
identificate ca un indicator potent al secretiei de IL-10 si IL-4.

S-a evidentiat ca si in scleroza multipla apare o crestere a citokinelor pro-inflamatoare
si a celor inhibitoare ale raspunsului imun (IL-10, TGF-B).
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IL-10 ar putea avea implicatii terapeutice in granulomatoza Wegener, citokina exogena
inhiband in functie de doza secretia de IFN-y a monocitelor din sangele periferic, in vitro.

La pacientele cu tiroiditd autoimuna si sterilitate s-a decelat o crestere a numarului de
celule T la nivel endometrial, cu scaderea secretiei de IL-4 si IL-10 in comparatie cu pacientii
normali. Sursele de IL-4, IL-10 si IFN-y sunt leucocitele endometriale.

Encefalomielita autoimuna indusd experimental la sobolanii Lewis este o boala
autoimund mediatad de celulele T din SNC. S-a detectat un varf al expresiei ARNm IL-10 intre
zilele 11 — 13 ale fazei acute a boalii, varf insotit de o crestere a proteinei IL-10. Au fost
identificate drept surse majore de IL-10, in vivo, limfocitelor T, macrofagele/microglia si
osteocitele. Nu se stie dacd 1L-10 endogena contribuie la remisia clinica rapida caracteristica
pentru encefalomielitele autoimune induse experimental la sobolanii Lewis, sau joaci alte
roluri incé neelucidate in autoimunitatea SNC.

IL-10 sinergizeaza cu IL-4 si IL-13 in inhibarea secretiei lizosomale a monocitelor si
mononuclearelor din lamina propria umand, la pacientii cu boald inflamatorie de colon.
Injuria tisulara si inflamatia in aceasta afectiune se asociazi cu cresterea enzimelor lizosomale
monocitare, IL-10 si IL-4 scazdnd puternic aceastd secretie. S-a observat cd tratamentul
combinat cu IL-10 si IL-13 sau IL-10 si IL-4 inhibd puternic eliberarea de enzime a
mononuclearelor din lamina propria. in acelasi timp, IL-13 scade forma precursoare a
catepsinei D, iar IL-4 si IL-10 afecteaza ambele forme ale acestei enzime (maturd si
precursoare). Catepsina D, sub ambele forme, este crescuti in colita inflamatorie. Se
evidentiaza astfel un nou posibil tratament efectiv pentru aceastd boala si utilitatea unui
tratament citokinic combinat. (16)

La pacientii cu nefropatie Ig A s-a observat o crestere a IL-10 in culturile de celule
sangvine stimulate cu lipopolizaharide si fitohemaglutinina. Cresterea secretiei de I1L-10 poate
apare datoritd unui numir crescut de limfocite B producitoare de Ig A la nivel medular. in
plus, concentratiile crescute ar putea determina, in general, functiile efectoare ale monocitelor
si, posibil, APC-urilor si raspunsul Ig A la nivelul mucoaselor.

S-a studiat posibilitatea utilizarii [L-10 ca potential antiinflamator in caz de nastere
prematurd, deces fetal perinatal, deficienta de dezvoltare fetala, afectiuni ce se asociazi cu
indicii inflamaton sau cu infectie uteroplacentara. S-au administrat doze mici de endotoxina
(LPS, 100 pg/kg i.p.) in trimestrul I1I de sarcina, la sobolani (zilele 14-20 de gestatie); lotul de
control a primit solutii saline, iar al 3-lea lot a primit IL-10 (100 pg/kg s.c.) concomitent cu
LPS, 7 zile prenatal. Expunerea la LPS a determinat o rata a decesului fetal de 43% sinua
modificat greutatea placentei; IL-10 a atenuat rata de deces fetal (la 22%). La sobolanii cu
gestatie normala, IL-10 nu a afectat dimensiunile fatului, chiar dacd dimensiunile placentei au
fost mai mici. IL-10 a determinat si normalizarea concentratiei uterine a TNF-a, NO si a
apoptozei epitelului uterin induse de LPS. Deci, IL-10 ar putea reprezenta o noud optiune
terapeutica a diferitelor complicatii perinatale; beneficiul ar putea rezulta datoritd supresiei
TNF-a sau apoptozei celulare determinata de NO.

Interleukina 10 in infectia HIV. S-a observat ca IL-10 inhiba replicarea HIV in
macrofagele si monocitele infectate acut, prin blocarea retelei de citokine inductoare ale
replicarii virale (TNF-a, IL-6). De asemenea, stimuleazd expresia CXCR4 si inhibd
expresia CCRs.

Indivizii purtatori ai alelei IL-10-5' 529A a promotorului genei IL-10 au risc crescut
de infectie HIV, iar o datd contactata boala, aceasta are o evolutie mult mai rapida decit in
celelalte cazuri.

Monocitele stimulate cu IL-10 sunt infectate cu HIV mult mai eficient, efect ce s-ar
putea datora cresterii patrunderii virusului la nivelul lui CCRs.
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HIV determina dereglarea modelului citokinic al limfocitelor Tcpst, prin cresterea
secretiei de IL-6 si inhibarea secretiei IL-10, fapt ce pare a fi implicat in inducerea defectelor
limfocitelor Tcpat §1 ar putea induce formarea de autoanticorpi anti-celuld Tepgt. (17)

Pacientii cu infectii HIV avansate, au susceptibilitate crescuta la infectii cu
Mycobacterium avium complex (MAC). Cele mai mari concentratii de IL-10 s-au detectat in
culturile celulare de la pacientii cu boala foarte avansati SIDA. Monocitele sunt sursa
principala de IL-10, in timp ce o cantitate mica este secretata de limfocitele Tp,. Secretia
crescutd de IL-10 derivat din monocite/macrofage ar putea contribui la susceptibilitatea inalta
la infectii MAC observata la pacientii cu boala avansata SIDA.

Interleukina 10 in transplantul de organe. S-a demonstrat ca disfunctia intragrefa
a ARNm ce codificA molecula de atac citotoxic — granzyma B - si citokinele
imunoreglatoare 1L-10 sau IL-2 se coreleaza cu rejectul acut de grefa, iar expresia ARNm
TGF-1 cu cel cronic. (18)

S-au detectat cantitéti crescute de ARNm IL-10, la nivelul monocitelor periferice, la
pacientii cu reject grefa-contra gazda (GVHD), chiar pana la 29 de ori mai mari, fata de
indivizii sandtogi. Purtatorii de alele G/G (-1082) aurisc crescut de a dezvolta boala post-
transplant. Recipientii purtatori ai alelelor satelite mai lungi (-1064) dezvolta o reactie GVHD
mai severa, cu mortalitate precoce (19). Polimorfismul regiunii promotoare IL-10 ar putea
explica diferentele de susceptibilitate a pacientilor cu GVHD autolog. De asemenea,
IL-10 ar putea fi utilizata in cresterea efectului grefa-contra tumora dupa transplant.

Tratamentul cu IL-10 s-a dovedit benefic in transplantul hepatic ortotopic, scizand
producerea de citokine chemoatractante pentru neutrofile, riscul de aparitie a leziunilor
hepatice si frecventa rejectului acut i crescand supravietuirea allogrefelor. (20)

IL-10 pare a avea o importantd foarte mare in controlul dezvoltdni brongiolitei
obstructiva post-transplant (considerata o forma de reject cronic al grefei).

IL-10 in neoplazii. 1L-10 este o citokina importantd in tumorigeneza. Polimorfismul
genic se coreleaza cu un efect diferit in dezvoltarea neoplaziilor. (21)

Exprimarea anumitor alele ale promotorului genei IL-10 determind o crestere a

> Frecventa crescutd semnificativ a genotipurilor IL-10G (136/136) si IL-10R
(112/114) impreuna cu scaderea genotipului IL-10R (114/116) s-au constatat la pacientii cu
mielom multiplu. (22)

» Exprimarea genotipului IL-10-1082 AA creste incidenta melanomului malign
cutanat. (23)

» Genotipul IL-10 G/G arata un efect protectiv fatd de raspunsul slab la tratamentul
cu prednison la copiii cu leucemie acuta limfoblastica. (24)

Numeroase studii au evidentiat secreatia crescuta de IL-10, atat la nivel local, cat i in
serul pacientilor neoplazici.

S-a evidentiat ca macrofagele tumorale produc o cantitate crescuta de IL-10 si arata o
secretie defectuoasa de IL-12 ce se asociazd cu lipsa activarii NF-kB p50/p65. Anticorpii
anti-IL-10 au restabilit capacitatea macrofagelor tumorale de a produce IL-12. S-a sugerat ca
in timpul cresterii tumorale ar putea fi activate diverse functii ale macrofagelor pe o cale
dependenta de IL-10 in micromediul tumoral determinidnd aparifia macrofagelor cu fenotip
IL-10+/IL12-. Blocarea IL-10 sau a altor citokine imunosupresive, cum ar fi TGF-p, ar putea
completa strategia terapeutica antitumorala. (25)

Recent s-a semnalat faptul ca IL-10 are semnificatie prognostica independentad pentru
evolutia tumorilor solide avansate si ar putea fi utild pentru monitorizarea progresiei bolii. O
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scadere semnificativa a concentratiei serice a IL-10 a fost observata in grupul de pacienti
,responder“-i, in timp ce la ,,non-responder-i s-a semnalat o crestere semnificativa a
concentratiei (26).

O valoare prognostica a concentratiei IL-10 s-a evidentiat in cancerul gastric si
pulmonar cu celule mari (28), in leucemia limfatica cronica (29), in limfomul Hodgkin (30).

Desi IL-10 este cunoscuta ca o citokind imunosupresiva, s-au gasit evidente ca IL-10
exercitd actiuni antitumorale §i antimetastazice, actiuni determinate de inhibarea
angiogenezei. Efectul antiangiogenic se datoreazi capacititii ei de a inhiba sinteza VEGF, IL-
1B, TNFa, IL-6 si MMP-9 in macrofagele tumorale. (5) Alte studii au evidentiat ca IL-10
inhibd metastazarea tumorala printr-un mecanism dependent de celulele NK. (31). Se pare ca,
citokina se coreleaza cu expresia genei trombospondin | §i 2 la pacientii cu cancer de colon,
exercitand astfel efect antiangiogenic. (32)

In unele tumori, IL-10 se coreleaza cu expresia angiopoietinei/TIE2 avand rol in
angiogeneza tumorala, ca spre exemplu in cancerul pulmonar cu celule mari (33).

De asemenea, s-a observat ca soarecii deficienti in IL-10 au nsc crescut pentru
dezvoltarea anumitor tumori, cum este cancerul de colon (34).

S-a sugerat un posibil rol functional in progresia unor tumori, ca de exemplu,
glioblastomul (35) si mielomul multiplu (22).

IL-10 in cancerul cutanat. Concentratii crescute de IL-10 s-au decelat in
supernatantul de celule bazale ale carcinomului cutanat. Este foarte posibil ca prezenta
acestei citokine in celulele neoplazice sd fie responsabild direct/indirect de absenta
completa a HLA-DR, ICAM 1, CD40 si CD80 in aceste celule dar si de eludarea
sistemului imunitar (36).

Genotipurile i haplotipurile I1L-10 sunt diferit distribuite la recipientii de transplant
renal care dezvoltd carcinom cutanat, in special carcinomul scuamo-celular (SCSC), cu o
crestere a exprimarii haplotipului GCC si o scadere a celui ATA. Secretia IL-10 se coreleaza
stans cu producerea fenotipului prezis si tinde sa fie mai mare la pacientii care dezvoltd SCSC
decdt la ceilalti. Polimorfismul genei IL-10 §i capacitatea de secretie a citokinel ar putea
contribui la dezvoltarea SCSC dupa transplant renal. (21)

In schimb, keratoacantomul a aratat o crestere semnificativi a ARNm IL-10 si
GM-CSF in comparatie cu SCSC, explicindu-se astfel ca, prin supresia raspunsului imun
determinatd de aceastd citokind §i prin imposibilitatea opririi cresterii celulare, celulele
keratoacantomului ating limita de diviziune celulara si apoi mor. (37)

In micosys fungoides s-a constatat expresia imunohistochimici a IL-10 in infiltratul
tegumentar si in liniile celulare T. Reactia pozitiva pentru IL-10 intr-o biopsie dintr-o leziune
cutanata activa de micosis fungoides indica posibilitatea progresiei bolii.

IL-10 in carcinomul naso- §i orofaringian. Numairul celulelor IL-10+ st concentratia
de IL-10 1n ser au fost crescute semnificativ la pacientii cu carcinom nasofaringian tip III i cu
stadii clinice tardive (p < 0,05), sugerdnd faptul ca citokina ar purea avea rol crucial in
progresia acestei tumori. (38) De asemenea, IL-8 si IL-10 sunt citokine ce se asociazd cu
virusul Epstein Barr care este implicat in dezvoltarea carcinomului nasofaringian.

Potentialul oncogenic al lui IL-10 a fost investigat in carcinomul bronhogenic,
nasofaringian, de inel Waldeyer si in supernatantul seric al pacientilor cu carcinom cu celule
scuoamoase al capului si gatului. Folosindu-se tehnici specifice imunohistochimice (tesuturile
au fost puse impreund cu anticorpi policlonali anti-IL-10) s-a gasit localizarea specifica a
antigenului IL-10 in celulele tumorale la 65% din tumorile studiate. Intensitatea reactiei a fost
semnificativd, dar invers proportionala cu gradul tumorii si stadiul N; de asemenea, a existat o
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predispozitie pentru o reactie semnificativa pentru leziunile orale, cind probele de la acest
nivel s-au comparat cu tesuturi derivate din alte regiuni ale faringelui. Mai mult, IL-10 nu s-a
localizat la nivelul keratinocitelor epiteliale normale sau celulelor inflamatorii normale,
concluzionandu-se cd ea ar putea fi localizatd specific la nivelul celulelor carcinomului
orofaringian uman. (39)

S-a observat ca expresia lui CD95 - fas-ligand — se coreleaza cu expresia lui IL-10 si
G-CSF in celulele carcinomulut cu celule scuamoase oral sau orofaringian (calea fas/fas-
ligand este importanta in apoptoza). (40)

IL-10 in melanomul malign. S-au comparat concentratiile citokinei IL-10 intre
subiecfli sanatogi §i pacienfii cu melanom malign avansat, constatandu-se la normali
concentratii sub 3,0 pg/ml, iar la cei neoplazici concentratii mai mari. Mai mult,
supravietuirea la pacientii cu concentratii ale IL-10 > 10,0 pg/ml a fost de 365 de zile in
comparatie cu cei cu concentratii sub 10,0 pg/ml. Cresterea concentratiei de IL-10 s-a corelat
cu o ratd scazutd de supravietuire. (41) Concentratii crescute s-au detectat mai frecvent la
pacientii ce au dezvoltat in evolutia bolii metastaze si prognosticul celor cu concentratii
detectabile a fost semnificativ mai sumbru decét la cei cu nivele de IL-10 nedetectabile. (42)

S-au transfectat celulele melanomului uman A 375P care exprima IL-10, cu gena
murind [1-10 si s-au analizat ulterior modificarile aparute in cresterea tumorala i metastazare.
Surprinzitor, transfectia genei IL-10 a determinat o pierdere a metastazirii §i inhibarea
semnificativa a cresterii tumorale. S-au gasit evidente ca IL-10 exercitd actiuni antitumorale i
antimetastazice, actiuni determinate de inhibarea angiogenezei. Efectul antiangiogenic se
datoreazi capacititii citokinei de a inhiba sinteza VEGF, IL-1B, TNFa, IL-6 si MMP-9 in
macrofagele tumorale. Alte studii au evidentiat ca IL-10 inhibd metastazarea tumorala printr-
un mecanism dependent de celulele NK. Capacitatea de inhibare a cresterii tumorale si
metastazarii s-a observat si in alte tipuri de tumori, cum ar fi neoplasmul mamar.
Administrarea de rIL-10 la soareci a determinat inhibarea metastazirii tumorale. Deoarece
aceasta citokina are toxicitate redusa la administrarea sistemica pe subicti umani, ar trebui
explorata eficacitatea sa ca agent antimetastatic. (31)

Exprimarea genotipului IL-10 - -1082 AA a crescut in timpul evolutiei melanomului
malign. De asemenea, genotipul IL-10 a aratat asocieri semnificative cu 3/4 indicatori
prognostici cunoscuti ai acestei tumori. Genotipurile IL-10 - -1082 GG si —1082, -819 si —592
cu expresie inaltd s-au asociat cu dezvoltarea orizontald a tumorii (neinvaziva), iar expresia
joasd a IL-10 - -1082 AA s-a asociat cu neoplazie avansata (stadiile II — III). Genotipurile
asociate cu concentratii crescute de IL-10, in vitro, sunt protectoare in melanomul malign, in
timp ce expresia joasd este un factor de risc pentru prognosticul sumbru al bolii si ar putea
conferi susceptibilitate la dezvoltarea tumorii. Recente studii aratd ca IL-10 are efect
antitumoral in melanom, posibil pe calea inhibarii angiogenezei. (23)

IL-10 in cancerul pulmonar. Stimularea cu IL-12 si IL-2 a mononuclearelor pleurale
de la pacientii cu cancer pulmonar determina cresterea secretiei de IL-10 in comparatie cu
mononuclearele din sdngele periferic. Mononuclearele din pleurezia malignd pot produce
ambele tipuri de citokine dupa expunerea la IL-12 gi IL-2: tipul 1 (IFN-y) si tipul 2 (IL-10).
Este posibil ca secrefia de IL-10 de la nivelul micromediului sd@ fie importanta pentru
eficacitatea imunoterapiei cu IL-12 in cancerul pulmonar. (43) IL-10 ar putea avea rol in lipsa
de raspuns la doze mari de IL-12, prin determinarea rezistentei celulelor tumorale la actiunea
limfocitelor T citotoxice. (44)

Expresia IL-10 se coreleazi cu prognosticul clinic al cancerului pulmonar cu celule
mari (NSCLC). Dintre tumorile examinate, 82,1% si 97,9% au fost pozitive pentru I1L-10,
respectiv, IL-10R.(28) Recent s-a corelat cresterea secretiei de IL-10 imunosupresiva din
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celulele NSCLC si concentratia plasmatica de IL-10, cu sciderea ratei de supravietuire. In
culturile celulare sangvine de la indivizii sanatosi, secretia de IL-2 a fost inhibata in functie
doza, de adausul de IL-10. Astfel secretia de IL-2 este predictivi pentru supravietuirea
pacientilor cu NSCLC si ar putea fi mediata de IL-10 derivata din tumora. (45)

Administrarea de IL-10 murind la 12 ore dupa virusul vaccinia recombinat (rVV)
contindnd gena Lac 2 la goarecii cu metastaze pulmonare exprimind p-galactozidaza, creste
semnificativ eficienta tratamentului. IL-10 ar putea actiona prin scaderea eliminarii rVV, ceea
ce prelungeste expunerea la antigenul experimental. IL-10 nu altereaza concentratia de
anticorpi anti-vaccinia sau activarea celulelor NK iar titrurile de rVV la soarecii imunizati au
fost mai scazute. Astfel, IL-10 creste functia antitumorala a vaccinului poxvirus recombinat
si ar putea fi un potential adjuvant in vaccinarea antitumorald umani cu acest vaccin (46).

IL-10 in leucemii §i limfoame. Concentratia de 1L-10 a fost mai mare la pacientii cu
LLC decat la voluntarii normali. Pacientii cu concentratii serice crescute de IL-10 sau IL-6
sau ambele au avut cea mai slaba supravietuire medie la 3 ani (P < 0,001) si caracteristici
nefavorabile (B-2-microglobulina si lactat dehidrogenaza crescute, sau stadiul Rai sau IV).
Concentratiile de IL-10 sau IL-6 sunt factori de prognostic independenti de supravietuire la
pacientii cu LLC. De asemenea, IL-10, IL-4 si TNF-a sunt importante pentru cresterea si
supravietuirea celulelor leucemice in B-LLC. Deficientele observate in unele cazuri de
B-LLC ale celulelor T din sangele periferic in secretia acestor citokine, sugereazi un
mecanism de supravietuire pentru celulele leucemice la acesti pacienti. (47)

Recent s-a descris faptul ca IL-10 inhiba functiile celulelor B-LLC, in vitro, prin
inducerea apoptozei i inhibarea expresiei bcl-2. Scade proliferarea i sinteza ARN indusa de
PMA si PMA/anti-Ig in 50-80% si, respectiv, 15-40%. Citokina nu inhiba secretia de IgM si
are doar efecte minime pe viabilitatea celulelor activate. Inhiba insa, celulele leucemice CD5+
printr-un mecanism diferit de inducere a apoptozei ridicind problema utilizérii IL-10 in
tratamentul B-LLC. (48)

in LAM, IL-10 impreuna cu IL-4 si IL-13 moduleaza proliferarea blastilor, dar efectele
finale depind de diferentele dintre pacienti ca si de prezenta altor citokine exogene. Toate aceste
citokine inhiba constitutiv secretia de alte citokine de catre blastii leucemici, in vitro.

Reglarea efectelor acestor citokine, actionand direct (tratament cu IL-4, IL-10 sau IL-
13 exogene) sau indirect (cresterea eliberarii lor endogene) asupra celulelor imunocom-
petente, ar putea deveni o abordare clinicd in cresterea eficientei imune antileucemice. O
astfel de modulare a raspunsului imun ar putea fi folosita in vivo, in tratamentul grefei inainte
de transplant, sau ca manipulare a celulelor stem (49).

Serurile pacientilor adulti cu leucemie cu celule T (ATL) au prezentat concentratii
crescute de IL-10 in comparatie cu controlul. IL-10 este produsa constitutiv de celulele ATL
si de liniile celulare infectate cu HTLV-1. Se crede ca infectia cu HTLV induce expresia
genei sale (50).

IL-10 a avut efect inhibitor puternic, dependent de dozi, asupra cresterii celulelor din
LMC, in vitro. IL-10 inhibd semnificativ cresterea spontand a coloniilor mieloide in
metilceluloza la 10 din 11 pacienti §i inhiba cresterea autonoma a celulelor din LMC in
suspensie la 5 din 5 pacienti. Efectul inhibitor al acesteia se produce, in mare parte, prin
inhibarea eliberdrii endogene de GM-CSF de unde ar putea avea o posibila eficienta in
tratamentul LMC.

IL-10 este o citokina pleiotropa care creste concentratia de bcl-2 i protejeaza celulele
de apoptoza indusa de steroizi i doxorubicina in limfomul Hodgkin. (51) Celulele Hodgkin si
Reed-Sterberg prezintda IL-10R functfionali. Astfel IL-10 seric ar putea inhiba apoptoza
acestor celule indusid de chemoterapie sau prin mutilarea genelor imunoglobulinelor.
Concentratii mari de IL-10 (= 10 pg / ml) s-au detectat la 45% din pacienti, ceea ce se
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coreleazd cu stadiile avansate de boala si cu concentratii crescute de B-2-microglobulina.
Analize variate au aratat ca IL-10 este un predictor puternic, independent, al supravietuirii
pacientilor cu limfom Hodgkin. (30)

Intr-o analiza univariabila in boala Hodgkin cei mai puternici indici predictivi pentru
ratd mica de supravietuire au fost: concentratia mare de IL-10, cresterea sCD30 si CRP,
anemia, concentratia scazuta de albumini, stadiul IV de boald, virsta peste 45 de ani,
cresterea concentratiei serice a sSCD25 si numar mic de limfocite (52).

Clonele celulare EBV pozitive AKATA si MUTU exprima la nivel transcriptional,
nivele mai mari de IL-10 decat cele EBV negative. Transfectia unei gene latente EBV in
celulele EBV negative demonstreaza ci EBERs (RNAs ce codificda EBV) au fost responsabile
de inductia de IL-10. Pe de alta parte, dezvoltarea celulelor AKATA EBV+ a fost blocata prin
tratament cu anticorpi anti-IL-10 sau oligonucleotide antisens impotriva IL-10. Deci, IL-10
indusd de EBERs actioneazi ca un factor de crestere autocrin pentru celulele din limfomul
Burkitt. (53) De asemenea, s-a observat ca pentru initierea activitatii lui IL-10 in celulele
limfomului Burkitt este importanta regiunea —54-66 bogata in AT. (54)

La pacientii care au dezvoltat limfom in primele luni posttransplant si prezinta o forma
agresiva de boald, s-a detectat IL-10 la 14 din 19 cazun luate in studiu, dintre care 11 au avut
tumoni EBV +. Deci, IL-10 joacd un rol in dezvoltarea unor forme severe de limfoame
posttransplant si ar putea fi secretat de celulele tumorale. (55)

73% din limfoamele cu celule anaplazice (ALCLs), 18% din limfoamele cu celule T
pleiomorfe si 43% din limfoamele cu celule NK aratd un numar mare de celule ce exprima
IL-10. (56)

in ALCLs modelul celulelor ce exprima ARNm IL-10 arati supraexpresia CD30 si
localizare preferentiala in ariile sinusale si perifoliculare, sugerdndu-se ca celulele care
exprima IL-10 sunt celule tumorale. Mai mult, transcripte de IL-10 s-au determinat in linia
celulara a limfomului anaplazic SU-DHL-1. IL-10 ar putea avea un rol in patogeneza acestor
limfoame prin progresia proprietatilor imunosupresive si stimularea proliferarii si diferentierii
celulelor T citotoxice si NK. (56)

Linia celulara HUT78 provenind din limfomul Sezary produce cantitdti semnificative
de 1L-10 in comparatie cu linia celulara JURKAT. S-a observat cd membrii familiei de factori
transcriptionali nucleari NF-kB/Rel pot recunoaste specific 3 secvente identice localizate in
regiunea reglatoare 5’ a genei IL-10 in celulele HUT78, in timp ce celulele JURKAT exprima
concentratii mari de NF-kB (p65 si p50) numai dupa activarea TNFa, NF-kB avand rol in
expresia genei IL-10 in celulele HUT78 si nu necesita TNF-a. (50)

IL-10 in mielomul multiplu. Tmpreuna cu IL-6, IL-10 este considerati una dintre cele
mai importante citokine reglatoare ale proliferdrii §i caracteristicilor ale celulelor
mielomatoase. Mai mult, studiile au raportat ca IL-10 afecteaza celulele mielomatoase prin
stimulare secundard a semnalului pentru proliferare celulara prin OSM (oncostatin) si IL-11.
IL-10 pare a fi exprimata in jumitate din mieloame simultan cu OSM si pare a se corela cu c-
maf (cunoscut ca fiind supraexprimat in mieloamele cu t (14; 16) (q32; q23)). Mai mult, IL-10
inactiveaza acidul all-transretinoic care inhiba cresterea celulelor mielomatoase. Expresia si
producerea IL-10 la pacientii cu mieloame ar putea fi importanta pentru subclasificarea si
stabilirea tratamentului, in functie de caz. (57)

S-a identificat IL-10 ca un factor de crestere a celulelor din mielom si s-a observat o
relatie stransa intre IL-10 si gp 130 (58). IL-10 S-a identificat in 3 din 7 linii celulare de
mielom si 5 dintre ele prezintau expresie exacerbata a ARNm IL-10, expresie crescutd, de
asemenea, in 1/3 din mostrele de tesuturi analizate, in conditii in care expresia IL-10R nu a
fost modificatd fatd de control (59). Adausul de anticorpi monoclonali anti-IL-10 determina
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stimularea expresiei unor gene, cum ar fi IL-11, LIFR si syndecan — 1, in liniile celulare care
exprimd IL-10R. IL-10 ar putea modifica reteaua de citokine din mielom si proprietitile
biologice celulare, cum ar fi proliferarea celulara.

Concentratii crescute de IL-10 s-au detectat la pacientii cu boala lanturilor usoare si
hipercalcemie si s-au corelat cu cresterea CRP (proteina C reactiva). S-a gasit o corelatie
pozitivd Intre concentratia de 1L-10 serica si IL-6 serica la pacientii cu mielom multiplu.
Legatura dintre IL-10 si IL-11 la acesti pacienti nu a fost semnificativa, dar a fost
semnificativa intre IL-10 si OSM. IL-10 impreuna cu IL-6, OSM si IL-6Rs, ar putea fi un
marker util pentru aprecierea bolii. (29)

La pacientii cu mielom multiplu s-a observat o frecventa crescutd a genotipurilor
IL-10 G 136/136 si IL-10R 112/114, impreuna cu scidderea frecventei genotipului IL-10R
114/116. Secretia crescutd de IL-10 s-a detectat in supermnatantul PBMC din mielom multiplu
stimulate cu LPS care prezintd homozigotism (136/136) si heterozigotism (136/non-136),
pentru alela G IL-10 136, in comparatie cu alte genotipuri IL-10 G (non-136/non-136).
Variatia genica a regiunii promotoare poate avea rol in dezvoltarea mielomului. (22)

IL-10 in cancerul gastric §i colorectal. Concentratii serice mari de IL-10 si IL-6
s-au raportat la pacientii cu cancer gastric avansat. (7, 60) IL-10 si IL-18 cresc cu progresia
tumorii, iar abilitatea celulelor din exsudatul peritoneal de a secreta IFN ca raspuns la IL-18
(care creste cu progresia tumorii) ar putea fi influentatd de concentratiile locale de IL-10. De
asemenea, IL-10 creste intr-o maniera dependentd de stadiu. Concentratiile crescute ale
citokinei se coreleata cu raspunsul nefavorabil la tratament. (61)

IL-10 si IL-6 sunt capabile sd prevada posibilitatea unei interventii chirurgicale
radicala performante in cancerul gastric. IL-10 revine la concentratii normale dupa operatie,
iar la pacientii la care se mentine in concentrafii man s-a diagnosticat recurenta tumorii. S-a
observat ca nivelul bazal al IL-10 face parte din variabilele semnificative ce afecteaza rata de
supravietuire. Nivele preoperatorii anormal de mari ale citokinei, afecteazi negativ rata de
supravietuire §i recurenta tumorii (60).

Soarecii deficienti in IL-10 dezvolta colita sau cancer colorectal, similar cu colita
inflamatorie (34). Toate celulele carcinomului de colon stimuleazd monocitele periferice sa
produca concentratii crescute de IL-10. Celulele tumorale secreta cantitdti neglijabile de
citokina, dar secreta cantititi crescute de TGF-B, si PGE; cu rol in stimularea secretiei de IL-
10 de catre monocite in vitro, iar stimularea monocitelor cu cantitati, in picograme, de TGF-f,
s1 PGE; determina secretia crescutd de IL-10 (62).

in anumite celule tumorale, secretia de IL-10 produsi de carcinomul de colon este reglata,
in mod direct, de citokine pro-inflamatoare sistemice/locale, cum ar fi I1-6 sau IFN-y (63).

S-a demonstrat ca numarul de vase sangvine in cancerele de colon care exprima gena
IL-10 este semnificativ mai mic dacat in cele fard gena IL-10 (p < 0,001), stiindu-se ca
citokina este un stimulator al expresiei genei factorului angiostatic si are rol in supresia
implicarii venoase (32).

in ciuda evidentelor ca IL-10 are efect antiinflamator §i imunosupresiv, s-a observat
ca, in cancerul calorectal ea poate reduce capacitatea tumorigenica.

Transferul genet IL-10 in celulele CT 26 nu a avut efect pe cresterea celulelor
tumorale pe suprafete de plastic, dar a inhibat capacitatea de ancorare a celulelor tumorale i
potentialul lor metastazic, afectindu-le capacitatea invaziva si de migrare. Expresia 1L-10
creste, de asemenea, raspunsul imun antitumoral care implica atat celule Tcps+ cét §i celule
Tcpst+. Astfel, IL-10 afecteazi cresterea celulelor tumorale CT 26 prin inhibarea fenotipului
lor malign si prin activarea unui raspuns antitumoral mediat de celulele T (64).
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IL-10 in cancerul uterin §i ovarian. Cancerul de col uterin ar putea fi semnificativ
asociat cu polimorfismul genei codificanta pentru cresterea secretiet de 1L-10.

Concentratia ARNm IL-10 in leziuni precanceroase ale cervixului uterin (CIN) este
semnificativ mai mare (p = 0,005) decat in cervixul normal (inainte de microdisectie). S-a
identificat ca IL-10 creste semnificativ la nivel subepitelial in CIN 2 (0.08) si CIN 3 (0,26)
decat normalul si nu au fost diferente semnificative intre concentratiile subepiteliale de 1L-10
la normali §1 CIN 1 (p = 0,96). Cresterea sintezei subepiteliald a 1L-10, ca si scdderea
epiteliald si subepitelialda a IFN-y, ar putea juca un rol in dezvoltarea si progresia leziunilor
precanceroase asociate cu HPV-16.

S-a pus problema cid un rispuns imun inadecvat ar putea contribui la progresia
leziunilor preneoplazice asociate cu HPV. S-a determinat o perturbare a secretiei citokinelor
IL-10 si IL-12 la pacientii cu CIN, la care raportul dintre IL-12/IL-10 a fost semnificativ mai
mic fata de control (65).

IL-10, una dintre cele mai potente citokine anti-inflamatoare, se exprima, in vivo,
in cancerul ovarian. In contrast cu concentratiile crescute de IL-10 in ascita si fesutul
tumoral, expresia acesteia pare a fi un eveniment rar in liniile celulare ale cancerului
ovarian, in vitro.

S-a studiat expreisa IL-10 in liniile carcinomului ovarian OVCAR-3, SKOV-3,
CAOV-3 st OAW-42. S-a detectat ARNm IL-10 in OVCAR-3 si numai aceasta linie celulara
produce IL-10 constitutiv in conditii lipsite de ser, la fel ca si in serul care contine mediul de
crestere. Studiile asupra reglarii secretiei IL-10 iIn OVCAR-3 au aratat ca:

— secretia de IL-10 este crescuta de citokine pro-inflamatoare IL-1f3 si TNFa, dar

nu si de LPS,

— IL-6 nu are influenta asupra eliberarii de IL-10,

— PGE2 nu influenteaza secretia de IL-10, nici spontand, nici stimulatd de TNFa

si IL-1f,

— IFNy inhiba secretia de IL-10.

Numai o mici parte din celulele cancerului ovarian isi mentin abilitatea de a produce
IL-10, in vitro. Datele privind reglarea producerii de IL-10 in OVCAR-3 indica faptul ca
celulele carcinomului ovarian impart cateva, dar nu toate, dintre caracteristicile reglatorii
tipice ale secretiei 1L-10 de catre monocite (66).
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VCAMI1, MOLECULE DE ADEZIUNE
A CELULELOR VASCULARE

Comunicarea dintre celulele sistemului imun si dintre acestea §i celulele barierei
hemato-tisulara sau celulele tintd este o cerintd obligatorie pentru un raspuns imun eficient si
bine organizat. De asemenea, interactiunile celuld-celuld sunt esentiale pentru asamblarea
corecta a tesuturilor in timpul dezvoltarii. Este cunoscut faptul ca celulele poseda un sistem de
recunoastere moleculard pe suprafata lor, ceea ce le permite sa interactioneze specific cu
tipuri celulare similare sau diferite §i sa transducd semnale specifice transmembranar, spre
interiorul celulei. Aceste proteine celulare de suprafata care sunt implicate in recunoastere §i
adeziune sunt cunoscute sub denumirea de molecule de adeziune.

Doud mecanisme principale sunt implicate in aceastad interactiune celululd — celula.
Primul sistem eficient este asigurat de facton solubili, spre exemplu, citokinele. Al doilea
mecanism este interactiunea celulard ,,via“ contactului intim celula — celula, care se realizeaza
prin intermediul moleculelor de adeziune. (1)

in functie de structura lor, moleculele de adeziune se clasifica in diferite familii:

o superfamilia imunoglobulinelor,

e familia caderinelor (N-caderina - se exprima in creier, muschi scheletici, mugchi cardiac,
E-caderina - in ficat si alte tesuturi epiteliale - si P-caderina - in placenta i mezotelii),

e selectine (trei membri: E selectina - molecule de adeziune a leucocitelor la endoteliu, P
selectina CD62, pe plachete si celule endoteliale si L selectina - receptorul leucocitelor homing,

e integrine,

® CD44.

Superfamilia imunoglobulinelor este compusa din mai mult de 70 de membrii,
inclusiv, receptorul celulelor T, imunoglobulinele, antigenul MHC, CD,, CDs, CD4, CDsg,
NCAM si ICAM,;. Criteriul de includere a moleculelor de adeziune in aceastd familie este
prezenta unuia sau mai multor domenii imunoglobulinice (D), in regiunea extracelulara.(2)
Aceste secvente se crede ci iau nagstere prin duplicare genici. Se presupune ca aceste domenii
reprezinta locul realizirii legaturilor homofilice si heterofilice. Fiecare domeniu Ig — like are o
lungime de 75-100 aminoacizi, structural este format din doud lanfuri beta antiparalele
stabilizate prin punti disulfurice intre reziduurile de cisteind si poate fi impartit in
subgrupurile V, C1 si C2 pe baza secventelelor lor similare cu regiunile variabile sau
constante. Toate imunoglobulinele din superfamilia CAMs decelate in creier contin, de
asemenea, domenii cu secvente similare cu fibronectina. Spre deosebire de cadherine ele
functioneaza printr-un mecanism calciu-independent. (3)

Membrii familiei imunoglobulinelor au structuri tertiare extrem de consecvente, dar
structurile primare prezintd variatie foarte mare. Se speculeaza cad aceste structuri primare
servesc drept ,,schelet®, care au rol in recunoagsterea ligandului, chiar dacd determinantii unici
lipsesc din structura moleculei. O astfel de structurd este rezistentd la actiunea proteazelor
determinand supravietuirea moleculei in mediu ostil, extracelular.
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Membrii acestei familii leaga la: alti membrii ai aceleiasi familii, integrine, la un
numdr divers de receptori aditionali.

Adeziunea celulara este importanta pentru numeroase reactii imune, inclusiv atagarea
leucocitelor de celulele endoteliale, migrarea leucocitelor la locul inflamatiei, aderarea
leucocitelor la celulele prezentatoare de antigen sau la celulele tinta.

Principalele molecule de adeziune si receptorii lor sunt prezentati in tabelul de mai jos (1):

Molecule importante de adeziune

Molecule de

adeziune Exprimare Receptori
Superfamilia imunoglobulinelor
celule endoteliale,
monocite; induse pe multe tipuri celulare cum ar fi, ]
ICAM-1 limfocitele T si B, fibroblaste, celule dendritice, celule LFA-1; Mac-1
epiteliale
ICAM-2 Celule endoteliale, limfocite, monocite, celule dendritice LFA-1
ICAM-3 Leucocite, celule dendritice LFA-1

Celule vasculare, trombocite, monocite, neutrofile, celule T
PECAM-1 CD8+, celulele stem din méaduva spindrii, celulele liniilor
mieloide §i megacariocite, linii celulare tumorale

Hormotipic; heterotipic
ligand necunoscut

Celule endoteliale activate, macrofage, celule dendritice,

VCAM-1 fibroblastele din maduva osoasa, mioblaste, miotubuli VLA-4

. Familia selectinelor

E-selectina Endoteliul activat Antigen sialil-Lewis
HEV: glicoproteine

L-selectina Granulocite, monocite, limfocite fucozilate i sialilate

antigen sialil-Lewis,

P-selectina Trombocite, endoteliul activat lacto-N-fucopentoza 11

beta2-Integrine
LFA-1 Limfocite, neutrofile, monocite, macrofage ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
Monocite, macrofage, granulocite, celule NK, celulele liniei

Mac-1 mieloide induse de PMA ICAM-1, C3b, factor X, LPS
Macrofage, monocite, celule NK, celule dendritice, unele . e
p150,95 celule tumorale fibrinogen, iC3b;
Altele
CD44 Limfocite, monocite, neutrofile, celule epiteliale, celule Acid hialuronic

gliale, fibroblaste, miocite

Caracteristica  structuraldi a moleculelor de adeziune din superfamilia
imunoglobulinelor este prezenta, In numadr variabil, in regiunea extracelulara, a domeniilor
imunoglobulin-like (C2) realizate prin punti disulfurice. Structura este schematizati in figura
urmatoare, unde se poate observa cad ICAM-1 are 5 astfel de domenii, ICAM-2 are 2, iar
VCAM-1 prezintd 6 sau 7 domenii imunoglobulin-like. Aceastd categorie de molecule
cuprinde moleculele de adeziune celulara numite CAMs.

Cele 5 molecule CAM functionale descrise pana in prezent, cu implicare importanta in
interactiunea leucocite — tesut conjunctiv / celule endoteliale sunt molecule de adeziune celulara
vasculara (VCAM-1, CD-106 sau INCAM-110), molecule de adeziune celulard endoteliala —
trombocitara (PECAM-1 / CD-31) si moleculele de adeziune intercelulara 1, 2 si 3.
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Suprafata celulei

ICAM-1

ICAM-2

YCAM-1

Exprimate in primul rdnd pe celulele endoteliale, aceste molecule regleaza in general,
migrarea leucocitelor la nivelul peretilor vaselor sangvine si determina punctele de plecare
(fixare) pentru dezvoltarea endoteliului in timpul angiogenezei.

Gena moleculei VCAM-1

Clonele genomice care codifica VCAM-1 au fost izolate si s-a stabilit organizarea
genei umane §i murine.

Gena umanad este prezenta intr-o singura copie in genomul uman, are 9 exoni separati
de fragmente de ADN de aproximativ 25 Kbaze. Exonii 2-8 contin domeniile
imunoglobulinice tip C2/H. Prin ,,splicing* alternativ al ARNm, gena umana poate genera cel
putin 2 precursori diferitt VCAM-1, prin includerea sau excluderea exonului 5. Un element
TATAA este localizat Tnaintea locusului transcriptional de start. Promotorul VCAM-1 contine
locusul de legare pentru NF-Kappa B, factorilor transcriptionali ai familiei GATA, ca si
locusul pentru AP-1.

Gena umana VCAM-1 este localizata pe cromozomul 1, in regiunea p31-32. (4)

Gena murind VCAM-1 este formata din 10 exoni separati de aproximativ 20 Kbaze.
Exonul 1 codifica regiunea 5, exonii 2—4 si 6-9 codifica domeniile imunoglobulinice tip C2/H i
exonul 10 domeniile transmembranar si citoplasmatic. Toate domeniile Ig — like sunt separate de
exoni separati. (5) Exonul 5 codificd un domeniu nou, existent doar la VCAM-1 murnn.
Promotorul VCAM-1 murin are omologie crescuti cu cel uman, inclusiv conservarea locusurilor
de legare pentru NF-kB, familia Ets si factorii transcriptionali din familia GATA, sugerand faptul
ca genele VCAM-1 murina si umana pot fi sub control similar al transcriptiei. (6)

Informatii structurale

VCAM-1 uman are 100-110 KDa, 715 reziduuri de aminoacizi i este o glicoproteina
transmembranara din superfamilia imunoglobulinelor de tip 1 (N-terminal extracelular)
caracterizatd de prezenta a 7 domenii imunoglobulinice tip C,. Segmentul extracelular este
format din 674 reziduuri de aminoacizi, cel transmembranar — 22 reziduuri de aminoacizi, iar
cel citoplasmatic din 19 reziduuri de aminoacizi. (7)
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Initial, s-au raportat numai 6 domenii imunoglobulinice extracelulare (6D VCAM-1).
Aceste 6D VCAM-1 dau nastere prin splicing alternativ celui de-al 7-lea domeniu Ig-like (7D
VCAM-1). 7D VCAM-1 este forma dominantd, exprimata in culturile celulare endoteliale
umane. Domeniile 1-3 au omologie inaltd cu domeniile 4-6, ceea ce sugereaza ca iau nastere
prin duplicare genicd. ADNc al 7D VCAM-1 determind o proteina de aproximativ 81 KDa, cu
7 situsuri cu potential de N-glicozilare. Dupa glicozilare completa, proteina matura are o
greutate moleculara de ~ 102 KDa. Fiecare domeniu C, se asociaza cu un cuplu de cisteine
intre care se formeaza punti disulfurice, stabilizand structura primara.

VCAM-1 murin si de sobolan par a fi inalt conservate in timpul evolutiei, avand o
identitate de 75% cu molecula umana, spre deosebire de ICAM-1 care prezinta o identitate de
numai 50%.

VCAM-1 este implicat in adeziunea limfocitelor, monocitelor, celulelor NK,
eozinofilelor §i bazofilelor, prin interactiune cu VLA-4 (leukocyte adhesion late antigen).
Interactiunea dintre VCAM-1 si VLA-4 moduleaza adeziunea ferma a leucocitelor circulante
la endoteliu. VCAM-1 participa, de asemenea, la adeziunea leucocitelor in afara vaselor
sangvine, mediind adeziunea precursorilor limfocitari la celulele stromale din maduva spinarii
si a celulelor B la celulele dendritice din foliculii limfatici. VCAM-1 nu este exprimat
constitutiv pe endoteliu, dar expresia lui este stimulata, in vitro, sub actiunea LPS, TNF-a si
IL-1, ca si la IFN y si IL-4. VCAM-1 este prezent si pe macrofagele tisulare, celulele
dendritice, fibroblastele din maduva osoasa, mioblaste. (1)

Celulele cunoscute ca exprimand VCAM-1 sunt: neuronii activati, celulele endoteliale,
celulele musculare netede, fibroblastele, celulele Kupffer, celulele dendntice, oocitele,
celulele S ertoli.(1) Liniile c elulare c unoscute c a-exprimand V CAM-1 includ linia celulelor
stromale din maduva osoasa HS20 si celulele neuroblastomului LAN-1. Forme solubile ale
moleculei VCAM-1 s-au decelat in supernatantul de culturi tisulare si in sange. Concentratii
sangvine crescute apar in diverse maladii, cum ar fi leucemia mielomonocitara acuta, astmul
brongic, scleroza multipla in faza acuta.

Co - Receptorii lui VCAM-1

Liganzii (co-receptorii) pentru VCAM-1 sunt asf3; (VLA-4) si asf37 integnnele.

Integrinele sunt heterodimeri legati necovalent, formati dintr-o subunitate a mare (120
—~180 KDa ) si o subunitate B mica (90 — 120 KDa). Exista cel putin 8 subfamilii de integrine
cunoscute, fiecare deosebindu-se prin prezenta subunititilor f1-8 diferite. Dintre cele mai
bine cunoscute integrine, 3, integrinele sunt citate pentru legarea lor de ICAM si asocierea lor
cu proteinele legate prin intermediul guanozinfosfatidilinozitol, in timp ce, P, integrinele
(VLA-4) se leagd de matricea extracelulara si VCAM-1.

Principalul ligand pentru VCAM-1 este asB;/VLA-4. Subunitatea a4 umana este o
glicoproteina transmembranari tip I, de 150 Kda, 999 reziduuri de aminoacizi. Ea contine 944
reziduuri de aminoacizi in segmentul extracelular, 23 de aminoacizi in domeniul
transmembranar §i 32 reziduuri de aminoacizi intracitoplasmatic. Segmentul extracelular este
caracterizat de 7 domenii repetitive omoloage, fiecare domeniu de aproximativ 30-40
aminoacizi, separate de secvente peptidice de 30 aminoacizi. (2)

Clasic, complexele VLA-4 posedd lanturi o care au o secventd de 180 aminoacizi
inseratd intre domeniile 2 §i 3 sau un procesor proteolitic in capitul C-terminal al regiunii
transmembranare ce determina clivarea in doud subunitéti, de 130 si 30 KDa, ce sunt legate
impreunad prin punti disulfurice. Lanful a4 aratd ocazional clivarea regiunii mijlocii cu aparitia
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a 2 echivalenti (80 si 70 KDa), nelegate covalent intre ele. Semnificatia acestui lucru nu este
incd cunoscutd, dar poate fi un mecanism de reglare a VLA-4 functional. a4 murin are o
identitate de 84% cu os uman (exista diferente numai la nivelul unei secvente de 32 reziduuri
de aminoacizi, din domeniul citoplasmatic).

Molecula B, este, de asemenea, o proteina transmembranara de tip I, de 130-140 KDa
st 778 reziduuri de aminoacizi. Are 47 de reziduuri de aminoacizi in domeniul
intracitoplasmatic, 23 aminoacizi in segmentul transmembranar si 708 reziduuri de aminoacizi
in domeniul extracelular. La nivelul regiunii extracitoplasmatice exista 4 secvente repetitive
bogate in reziduuri de cisteind. B; murin prezintd o identitate de 92% cu cel uman.
Comparadu-se cele doud molecule, B; murin cu cel uman, s-a observat ci se pistreaza toate
situsurile de glicofosforilare de la capatul N-terminal si reziduurile de cisteina.

in afara de VCAM-1 (de care se leagd prin intermediul domeniilor Ig-like 1 si 4),
VLA-4 se leagi si la fibronectina si cu el insusi prin legatura homotipica. Celulele cunoscute
ca exprimand VLA-4 sunt eozinofilele, bazofilele, celulele NK, monocitele, celulele T,
celulele B, timocitele si celulele mielomatoase. Neutrofilele nu par a exprima VLA-4 .

De asemenea, s-a decelat ca si asf7 leagad la VCAM-1. Receptorii primari pentru ouf;
sunt Mad CAM-1 si fibronectina. (8)

Dupa activarea atat a eozinofilelor, cit si a celulelor NK, legarea de VCAM este
augmentata si o437 probabil are rol in migrarea acestor celule.

a4 si a4P7 joacd un rol cheie in recrutarea leucocitelor la locul inflamatiei si in
recircularea limfocitelor, iar asB; este necesar in timpul hematopoezei din maduva osoasa.

O caracteristica a integrinel a4 este cd activitatea ei adeziva poate fi amplificata de
stimuli externi, determinand atasarea ferma. Cateva chemokine, prin legarea la receptorii lor
cuplati cu proteina G, la fel ca si citokinele ai caror receptori au activitate tirozin-kinazica,
determina o crestere rapida §i tranzitorie a adeziunii celulare dependenta de integrina o4. Spre
exemplu, SDF-1 (factorul-1 chemokinic derivat din celulele stromale) determina stimularea
limfocitelor, progenitorilor hematopoetici §i adeziunea celulelor mielomatoase mediate de
integrina a4. S-a ardtat cad aceastd crestere a adeziunii este independenta de schimbarile
expresiei de suprafata a a4 §i se pare ca se datoreaza variatiei aviditatii si/sau afinitatii acestor
integrine fata de ligandul lor.

S-a studiat efectul concentratiei cationilor asupra adeziunii celulelor care exprima of3,
sau af integrine la VCAM-1 sau MadCAM .-1. S-a observat ca Mg®* si Mn>* ajuti legarea
fiecarei integrine cu oricare dintre cele doua molecule de adeziune Ig-like, pe cand Ca®*
sustine numai legarea a4PB1 integrinei la VCAM-1. Concentratia de cationi necesara pentru
realizarea a 50% din legaturile maximale (EC50) este de 0,8—-280 microM pentru Mn®" si de
0,8-30 microM pentru Mg®*, adici de 2-3 ori mai mica dect pentru Mn®*, indiferent de
concentratia liganzilor. Valoarea lui EC50 pentru legarea lui 043, la VCAM-1 este de 3540
de ori mai mica comparativ cu MadCAM-1, in timp ce a4f; aratd o selectivitate de 3—15 oni
mai mare pentru MadCAM-1 fata de VCAM-1. Densitatea ligandului necesard pentru
adeziune via o4P; a fost marcat mai mici cu Mn®>* versus Mg®* si cu VCAM-1 versus
MAdCAM-1. Se pare ca prin legarea cationilor se stabilizeaza integrinele activate. Se crede
ca Mn®* 5i Mg®* se leaga la un situs reglator comun, cu afinitate diferita, determinind o stare
de activare similara a integrinelor. In urma activarii ap, se leaga mai puteric (x30 —40) la
VCAM-1 comparativ cu MadCAM-1, in timp ce a4 se leagda de 3 — 15 ori mai puternic la
MAACAM-1, comparativ cu VCAM-1. De asemenea, §i Ca’* se leaga la situsul reglator al
ambelor integrine, dar statusul de activare a o3, determinat de acest cation este diferit de cel
determinat de Mn”* si Mg?*, prin cresterea selectivitatii de legare la VCAM-1, comparativ cu
MAdCAM-1. (9)
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Functiile biologice ale VCAM-1

VCAM-1 are un numar modest de actiuni. Toate acestea par a se relationa la expresia
lui ca molecula de adeziune membranara. Cele mai multe actiuni studiate pentru VCAM se
raporteaza la extravazarea leucocitard (1). VCAM-1 nu este exprimat pe celulele endoteliale
in repaus, dar dupa stimulare cu IL-1, TNF-a, endotoxind sau complexul imun Clgq, celulele
endoteliale sintetizeaza si exprimda VCAM-1 pe suprafata lor. Expresia maximala a acestei
molecule s-a observat la 48 de ore dupa stimulul initial (10).

Pentru evidentierea implicariit moleculelor de adeziune, in particular VCAM-1 si
liganzii sdi, vom lua in discutie modelul migrarii neutrofilelor in timpul inflamatiei.

Inflamatia este caracterizatd din punct de vedere histologic prin acumularea de
leucocite la locul inflamatiei, datorita migrarii directionata a leucocitelor circulante. Migrarea
in afara vasului este initiatd prin contactul dintre leucocite si endoteliul vascular inflamat.

Este cunoscut faptul ca atat leucocitele, cat si celulele endoteliale, exprima o varietate
de molecule de adeziune de suprafata care ajuta la medierea traficului.Toate aceste molecule
de adeziune joacda un rol in recrutarea leucocitelor st in forta legaturii de adeziune.
Interactiunea initiald dintre leucocite si celulele endoteliale este mediata de L-selectine.
Legarea reversibila a acesteia cu ligandul specific de pe endoteliu mediaza rularea
leucocitelor in vasele mici. La nivelul ariilor de inflamatie, rularea de-a lungul peretilor
vasculari le permite leucocitelor s se lege mai strans si sa activeze endoteliul prin intermediul
interactiunii cu P-selectina si E-selectina, exprimate pe endoteliul stimulat. In schimb,
adeziunea mediata de P- si E-selecine determina foarte rapid (secunde sau minute) activarea
leucocitelor §i adeziunea mediatd de integrind -ICAM-1. Interactiunea tardiva este chiar
puternicd. Stimularea legiturii integrindi -ICAM-1 este determinata si de factori
chemoatractanti, cum ar fi IL-8 si C5a, complexe imune, factorul activator al trombocitelor
(exprimat pe suprafata celulelor endoteliale activate). Toti acesti factori activeaza leucocitele.
in final, leucocitele migreazi printre celulele endoteliale in spatiul extravascular, cu ajutorul
beta 2 integrinelor.

Atat leucocitele, cat si celulele endoteliale, sunt activate de o varietate de factori
eliberati de la locul inflamatiei. Factori chemoatractanti, liganzii selectinelor, complexele
imune, componente ale complementului activat pot activa leucocitele si pot determina beta 2
integrinele si devina adezive pentru ICAM-1 (LFA-1 si Mac-1) si ICAM-2 (LFA-1). In acelasi
timp, trombina, histamina, citokinele (IL-1 si TNFa), endotoxina si complexul imun Clq
stimuleazi celulele endoteliale ce exprima moleculele lor de adeziune (P-, E-selectinele, ICAM-
1 si VCAM-1) si care sustin mai departe recrutarea celulari la locul inflamatiei sau infectiei.

Recrutarea monocitelor circulante de cétre moleculele de adeziune celulare endoteliale
este schematizata in figura urmatoare:

Monocite Rularea Adiatiraa Lumenul vascular

- T

E- Selectina VCAM-1 Endoteliul
s MCP-1

Intima
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in mod normal, VCAM-1 are exprimare scizuta pe endoteliul nestimulat. Expresia lui
este inductibila de citokine: IL-1, TNF-a, IL-4 si IL-13. Cand este indus, VCAM-1 are rol
semnificativ in migrarea leucocitelor care exprima VLA-4 (ex. limfocite, monocite,
eozinofile, bazofile). Oricum, contributia actuala a VCAM-1 ar putea depinde de expresia si
activarea altor molecule de adeziune (10). Expuse la TNF-a, celulele endoteliale stimuleazi
expresia ICAM-1, E-selectind si VCAM-1. Aceste molecule sunt utilizate de neutrofile
(E- selectine si ICAM-1) si monocite (E- selectine si ICAM-1) in timpul extravazirii. In
contextul unei infectii in faza precoce, orice infiltrat leucocitar e de asteptat sa fie mixt si
predominant neutrofilic, iar VCAM-1 joacd un rol minor in migrare. Cind o stimulare
antigenicd este ,,alergica“ si implica anticorpi Ig E, mastocitele pot fi din nou implicate, dar
de aceasta data elibereaza IL-4. Astfel, atait TNF-a, cét si IL-4 induc expresia endoteliala a lui
VCAM-1. IL-4, spre deosebire de TNF-a, nu stimuleaza E-selectina sau ICAM-1. Acest lucru
poate schimba substratul moleculelor de adeziune pentru extravazarea aproape tuturor
neutrofilelor si monocitelor §i determina aparitia unui infiltrat inflamator predominant
eozinofilic. VCAM-1 are rol in migrare i in recircularea leucocitelor.

De asemenea, VCAM-1 activeazd semnalele in celulele endoteliale, determinand
deschiderea unei ,,porti endoteliale® prin care migreaza leucocitele. Imediat dupid migrare
contactul celula endotelialdi—celula endoteliala este restabilit. Semnalizarea externd a lui
VCAM-1 este mediata de NADPH oxidaza si producerea de specii reactive de oxigen si de
activarea, in consecintd, a metaloproteinazelor matriciale. Aceste semnale sunt necesare
pentru schimbarea formei celulelor endoteliale si migrarea leucocitard. Semnalele de activare
ale lui VCAM-1 in celula endoteliala sunt reglate de citokine.

Adeziunea leucocitelor este mediata in totalitate, iar migrarea transendoteliala partial,
de interactiuni heterotipice intre B1 si 2 integrine de pe leucocite si liganzii lor, molecule de
adeziune Ig-like, VCAM-1 si ICAM-1 de pe endoteliu. Ambele, atat integrinele, cat si
moleculele Ig-like, sunt cunoscute ca au capacitate de semnalizare. VCAM-1 pe celulele
endoteliale din vena ombilicald umani activate de 1L-1beta induce contractilitatea celulara,
formarea fibrelor de actina si a legaturilor gap intercelulare. Efectele determinate de VCAM-1
sunt inhibate de toxina C3, ceea ce demonstreaza implicarea lui p21Rho, GTP-aza cu
moleculd mica. Efectele VCAM-1 se insotesc de activarea lui Racl, cunoscut drept un
inductor al legaturilor gap — efect dependent de Rho. Pentru adeziunea celula-celula indusa de
VCAM-1 este necesara semnalizarea prin Rac, ca §i producerea unor specii reactive de oxigen
si activarea lui p38 MAPK.

Pentru migrarea leucocitelor este importanta activarea protein-tirozin-kinazei.
Gismondi A. si colaboratorii au aritat ca legarea celulelor NK la endoteliu activeaza tirozin-
kinaza bogata in prolina 2 (Pyk-2) si proteina Rac de legare a GTP-ului care este cuplata cu
integrinele si receptorii chemokinici. Ambele, Pyk-2 si Rac, sunt implicate functional in
migrarea transendoteliala a celulelor NK si in expresia proteinelor de adeziune ICAM-1 si
VCAM-1 (11).

Se pare ca VCAM-1 are rol in dezvoltarea sistemului cardio-vascular. Soarecii
deficienti in VCAM-1 nu dezvoltd pericardul, lucru care se datoreazi, se pare, lipsei
sistemului functional VLA-1/VCAM. Se presupune ca absenta VCAM-1 de pe celulele
miocardice determind lipsa exprimirii VLA-4 pe celulele mezoteliale si imposibilitatea
migrarii lor spre locatia normala in timpul dezvoltarii (12).

De asemenea, interactiunea dintre VCAM-1 si o4 integrina este importantd pentru
inervatia simpatica a inimii (13).
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Factorii care intervin in reglarea expresiei moleculei VCAM-1

Dupda cum s-a mai aratat IL-1, TNFa, endotoxina si complexul imun Clq sunt
principalit factori care stimuleaza celulele endoteliale sa sintetizeze §i s exprime VCAM-1.
(10) Studii recente au ardtat ca numerosi alti factori intervin in reglarea expresiei acestei
molecule de adeziune. Efectul reglator al acestora se realizeaza in principal prin intermediul
factorului NF-kB si Rac-1. De asemenea, un rol important in modularea expresiei lui
VCAM-1 la nivelul celulelor endoteliale il are TNF-a. S-a observat ca tratamentul cu TNF-a
conduce la inducerea E-selectinei si determind o crestere importantd a concentratiei de
VCAM-1 s5i ICAM-1 in supernatant, comparativ cu celulele nestimulate

Stimularea transcriptionald a genei VCAM-1, indusa de citokine cum ar fi IL-1P si
TNF-a, necesitd activarea nu numai lui NF-kB, dar §i implicarea factorului raglator
interferonic (JIRF)-1. in timpul unui studiu de inducere a genei VCAM-1 prin stimuli
mecanici, in culturi de celule endoteliale umane, s-a observat ca o hiperosmolaritate medie
pare a influenta expresia lui VCAM-1 indusa de citokine. intr-adevir adiugarea unei solutii
hiperosmotica de NaCl, inhiba efectiv inducerea lui VCAM-1 de citre IL-1p s1 TNF-q, dar nu
si a E-selectinei, la nivel de ARNm si de proteind de suprafatd. S-a observat ca
hiperosmolaritatea inhiba selectiv expresia lui VCAM-1 indusd de citokine printr-un
mecanism dependent de calea IRF-1.

Recent, s-a demonstrat cd trombina induce expresia lui VCAM-1 in celulele
endoteliale printr-un mecanism dependent de NF-kB si GATA (14).

Semnalele oxidative joacd un rol important in expresia moleculelor de adeziune
celulard endoteliald. Racl, proteind mica care leagd GTP-ul, este activata de diverse substante
proinflamatoare si regleaza generarea de radicali superoxid in celulele endoteliale. Racl
inhiba expresia lui VCAM-1, ICAM-1 si E-selectina indusd de TNF-o prin supresarea
transactivarii determinatd de NF-kB. Expresia superoxid dismutazei de adenovirus inhiba
acumulareade ARNm VCAM-1, ICAM-1 si E-selectinei. Racl si superoxidul joaca roluri
principale in reglarea expresiei moleculelor de adeziune celulard in celulele endoteliale. De
asemenea, NO exogen inhiba expresia lui VCAM-1 prin supresia lui NF-kappaB pe o cale
independentda de GMPc.

Activarea leucocitelor in timpul inflamatiei cailor aeriene implicd adeziunea lor la
celulele epiteliale bronsice (BEC), un proces ce necesitd interactiuni specifice intre
glicoproteine si proteine de suprafatd de pe celulele epiteliale, in principal, ICAM-1 si
VCAM-1. Factorul de crestere al keratinocitelor (KGF), un factor de crestere implicat in
repararea epiteliului pulmonar, determind sciaderea expresiei moleculelor ICAM-1 si VCAM-
1 si aderarea neutrofilelor la celulele epiteliale activate, sau nu, de TNF-o sau IL-4. (15)

Incubarea celulelor endoteliale aortice cu testosteron, a decelat o scadere a expresiei
lui VCAM-1 dependenta de doza. Acest efect este complet abolit de un blocant selectiv de
receptor androgenic. Efectul inhibitor al testosteronului se datoreaza inhibdrii activérii lui
NF-kB, indusi de TNF-a, factor important in inducerea expresiei lui VCAM-1, probabil prin
supresia translocarti nucleare.

17-beta-estradiol inhiba expresia lui VCAM-1, in vivo, in concentratii fiziologice
(pg/ml), in timp ce in vitro, acelasi efect se obtine la concentratii mai mari decat cele
fiziologice (ng/ml). 17-epiestriol, un metabolit estrogenic si agonist B selectiv al receptorului
estrogenic, este de aproximativ 400 de ori mai activ decét 17-B-estradiol in inhibarea ARNm
VCAM-1 indus de TNF-o si in supresarea expresiei proteinei in celulele endoteliale.
Genistein, de asemenea un agonist al receptorilor estrogenici, supreseazi expresia ARNm
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VCAM-1 indusi de TNF-a , la concentratii mici (1-10 ng). Actiunea supresoare a lui
17-epiestriol este mediatd, in parte, de NO. 1) 17-epiestriol induce e xpresia A RNm p entru
nitric-oxid sintetazei endoteliale si a acestei proteine, 2) previne patrunderea NF-kappaB in
nucleu determinatda de TNF-qa, 3) un inhibitor al NO-sintetazei, N-nitro-1-arginin-metil ester,
aboleste efectul inhibitor al lui 17-epiestriol asupra expresiei ARNm VCAM-1 si asupra
migrarii lut NF-kB din citoplasma in nucleu (16).

Pentru maturarea osteoclastica este necesara adeziunea celulard a osteoblastelor si
precursorilor osteoclastict cu origine hematopoetica. Celulele osteoblastice umane exprima la
nivel inalt CD44, un receptor major pentru acidul hialuronic prezent in matricea osoasa.
Crosslinkarea lui CD44 pe celulele osteoblastice cu anticorpi specifici determina augmentarea
expresiel moleculelor ICAM-1 si VCAM-1. Ligandul m ajor al 1ui C D44, acidul hialuronic,
regleaza astfel expresia lui ICAM-1. Stimularea lui CDys de pe celulele osteoblastice
amplifica adeziunea lor la monocite prin intermediul lui ICAM-1 si VCAM-1. Deci,
moleculele de adeziune au rol in metabolismul osului si osteoclastogeneza (17).

Expunerea osteoblastelor umane la rhIL-13 determina o crestere a ARNm VCAM-1 de
5 ori in decurs de 4 ore cu stimulare maxima la o dozid de 1 ng/ml. De asemenea, apare o
crestere a expresiei proteinei de suprafata in decurs de 16 ore. Acest lucru demonstreazi ca in
timpul proceselor patologice asociate cu activarea celulelor T, cum ar fi artrita reumatoida sau
osteoporoza post-menopauzi, celulele T ar putea juca un rol de pivot in adeziunea
precursorilor osteoclastici la osteoblaste, prin eliberarea de IL-13.

VCAM-1 in patologie

S-au decelat cresteri ale concentratiei de VCAM-1 solubil in:

» Cancer ovarian, cancer gastro-intestinal, renal, de vezicd urinard, limfom non-
Hodgkin, cancer mamar;

» Boli autoimune: scleroza multipla, scleroza sistemica, lupus eritematos sistemic,
artrita reumatoida;

> Infectii: sepsis, meningita, malarie;

» Inflamatie: vasculita, ciroza alcoolicd, ciroze biliare primare, granulomatoza Wegener;

» Altele: insuficienta renald, hemodializa, hipertiroidism.(1)

VCAM-1 in aterogenezd: Fortele de frecare intravasculare (laminare), ce actioneaza in
cele mai numeroase regiuni arteriale normale, supreseazi moleculele de adeziune leucocitare
— VCAM-1. Locurile cu predilectie de formare a leziunilor aterosclerotice (ex. punctele de
ramificare) prezintd frecvent modificarea fluxului sangvin. Fortele de frecare din fluxul
sangvin normal determind producerea de oxid nitric de cétre celulele endoteliale. Aceste
molecule actioneazi ca vasodilatatoare, chiar si la concentratiile scazute produse de celulele
endoteliale, si determina limitarea expresiei locale de VCAM-1. Astfel, forjele hemodinamice
inhiba initierea leziunilor aterosclerotice si explica distributia focala a acestor leziuni.

Dupa acumularea lipidelor extracelulare, recrutarea leucocitelor este al doilea pas in
dezvoltarea placii de aterom. Tipic, in dezvoltarea ateromului, sunt implicate celulele liniei
mononucleare, monocitele §i limfocitele. Numeroase molecule de adeziune exprimate pe
suprafata celulelor endoteliale arteriale participa la recrutarea leucocitelor si la nasterea plicii
de aterom. Un rol important in acest proces il au VCAM-1, ICAM-1 si P-selectina.
Lisofosfatidilcolina, un constituent al LDL modificat oxidativ, poate creste expresia lui
VCAM-1, exemplu ce ilustreaza legitura dintre acumularea lipoproteinelor in intima arteriala
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si recrutarea leucocitara cu determinarea evenimentelor subsidiare care duc la aparitia leziunii
aterosclerotice (18).

Dupé aderarea la suprafata celulelor endoteliale prin interactiunea cu receptori ca
VCAM-1, monocitele si limfocitele strabat stratul endotelial si se localizeaza la nivelul
intimei. Ca urmare a lipoproteinelor modificate, citokinele stimulate pot regla expresia
moleculelor de adeziune implicate in recrutarea leucocitelor. Spre exemplu, IL-1 sau TNF-a
determind cregterea expresiei lui VCAM-1 si ICAM-1 pe celulele endoteliale. Aceasta cale ar
putea avea implicatii aditionale in acumularea de lipoproteine si recrutarea leucocitelor in
aterogeneza (19).

VCAM-1 in boli cardiovasculare: In patogeneza disfunctiei miocardului din sindromul
coronarian acut un rol important este atribuit raspunsului inflamator. S-a studiat corelatia
dintre VCAM-1, ICAM-1 si disfunctia miocadicd din angina instabild si infactul miocardic
acut, observandu-se o crestere semnificativd a concentratiei de VCAM-1 la pacientii cu
aceastd patologie si o crestere a concentratiei de ICAM-1 la pacientii cu infarct miocardic
acut. Concentratia celor doud molecule de adeziune nu difera semnificativ la admisia in studiu
si la 10 zile mai tarziu. Nu s-a decelat o legatura intre concentratiile de sVCAM-1 si
sICAM-1 s severitatea disfunctiei miocardice, estimati prin enzimele miocardice si
modificarile electrocardiografice (20).

Studii cu anticorpi monoclonali umani aduc noi informatii privind etepele inflamatiei
din afectarea cardiacd in cardita reumatoida autoimuna poststreptococici. Aceste noi date
aratd cd etapele in patogeneza afectarii cardiace, dupa infectia cu streptococcul de grup A,
includ: dezvoltarea de anticorpi anti-antigen carbohidrat N-acetil-glucozamina al
streptococcului tip A; acesti anticorpi reactioneaza cu endoteliul valvular care exprima
VCAM-1; Lf T, CD4+ si CD8+, strabat endoteliul/endocardul si infiltraza valva - structura
avasculara; formarea leziunilor granulomatoase sau nodulilor Aschoff din macrofage sau
limfocite T. Se pare cd expresia moleculei VCAM-1 joaca un rol important in patogeneza
acestei afectiuni (21).

VCAM-1 in rejetul cardiac al allogrefei: Adeziunea leucocitelor la endoteliul vascular
este unul din primii pasi in rejetul allogrefei de cord datoritd migrarii limfocitelor in
parenchimul allogrefei. Un rezultat al rejetului cardiac este cresterea expresiei moleculelor
CAMs. In timpul episodului de rejet, creste expresia ARNmVCAM-1 si ICAM-1, nu si al
P-selectinei, la nivelul endocardului si miocardului. Nu se stie incd daca cresterea expresiei
genelor VCAM-1 si ICAM-1 precede dezvoltarea rejetului histologic. S-a determinat prin
PCR competitiv ARNmVCAM-1 la 1, 2 si 4 saptaméni anterioare reactiei de reject §i s-au
observat cresteri semnificative ale acestora in toate cele 3 masuratori, ceea ce inseamna ca
expresia genei VCAM-1 este crescuta cu 4 saptamani inainte de aparitia rejectului cardiac.
Spre deosebire de VCAM-1, ICAM-1 nu a aritat cresteri semnificative in aceeasi perioada.
Astfel, VCAM-1 ar putea fi un factor de predictie precoce in aparifia episodului de reject al
allogrefei cardiace (22).

VCAM-1 in patologia pulmonard: in timpul sindromului inflamator din ARDS
(sindrom de detresa respiratorie acut) datoritd sintezei crescute de IL-1p si TNF-a este
activat endoteliul microvascular si exprima ICAM-1, VCAM-1 si selectine. Este posibil ca
distructia tisulard si insuficienta multiplda de organe sd@ aibe o legaturd strdnsd cu aceste
citokine §i expresia moleculelor de adeziune. La pacientii cu ARDS, s-au gisit concetratii
serice crescute atat de II-1P si TNF-a, cat si de ICAM-1 si VCAM-1, la 2 ore de spitalizare.
Activarea endoteliala apreciatd prin concentratia moleculelor de adeziune nu se coreleaza cu
evolutia ARDS, dar se coreleaza cu extensia afectarii tisulare §i, de asemenea cu scorul
APACHE II. Pacientii decedati cu ARDS au prezentat concentratii serice crescute de
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VCAM-1 si ICAM-1, spre deosebire de cei cu risc de deces si care nu dezvolta ARDS (au
concentrati scazute de sVCAM-1). Deci, aceste molecule ar putea avea utilitate ca factori
predictivi ai supravietuirii la pacientii cu risc de deces (23).

in astmul bronsic, VCAM-1 si eotaxinul participa activ la procesul inflamator cu
eozinofile. NF-kB si AP-1 ar putea regla expresia lui VCAM-1 si eotaxinului. Pe un model de
astm la porcusorii de Guinea, s-a observat supraexpresia acestori mediatori inflamatori, atét in
caile aeriene centrale, cét si in caile aeriene mici §i in tesutul pulmonar. in lotul cu astm,
concentratia proteinelor VCAM-1, eotaxin, NF-kB si AP-1 a fost crescutd semnificativ, in
ciile aeriene centrale si periferice, in comparatie cu lotul de control. in homogenatele de tesut
pulmonar, expresia ARNmVCAM-1 si eotaxin a fost semnificativ mai mare in lotul cu astm
fata de control. Activitatea de legare a NF-kB si AP-1 a ADN-ului a fost semnificativ mai
mare in lotul cu astm, fatd de control. Dupa tratament cu glucocorticoizi, toti acesti parametrii
scad semnificativ (24).

VCAM-1 in diabetul zaharat: La pacientii cu diabet zaharat, procesul aterogenetic
avansat poate fi influentat, in mare masurd, de activarea endoteliului vascular. Expresia
moleculelor de adeziune VCAM-1 si E-selectina, este un eveniment major in recrutarea
monocitelor, in procesul de formare a placilor de aterom. Aditionarea de ser de la pacienti fara
diabet la culturile de celule endoteliale umane determina o expresie bazald a moleculelor de
adeziune. Serul pacientilor diabetici determind o expresie mai mare a VCAM-1 pe celulele
endoteliale dupa 6 ore de incubare, fata de serul de la pacienti fira diabet, cu aceeasi varsta si
sex. Nu s-a observat nici o diferentd a expresiei E-selectinei intre aceste 2 loturi de pacienti.
Alterarea concentratiei de glucoza din mediul de culturd nu determind modificari in expresia
celor doua tipuri de molecule de adeziune, inainte sau dupa tratament cu TNF-a. Deci, serul
pacientilor diabetici are componente capabile sd induca expresia lui VCAM-1 pe celulele
endoteliale, independent de hiperglicemie. Cresterea expresiei lui VCAM-1 endotelial de
factorii circulanti ar putea avea rol important in dezvoltarea aterosclerozei la diabetici (25).

VCAM-1 la pacientii cu hemodializa cronicd: Studii recente au aratat ca
ateroscleroza carotidiana, la pacientii aflati in program de hemodializd cronica, se
asociaza cu inflamatie §i concentratii plasmatice crescute de sVCAM-1 si sICAM-1.
Grosimea placii de aterom se coreleazda cu aceste concentratii. Spre deosebire de
VCAM-1, ICAM-1 s-a dovedit un posibil marker al acestui proces, responsabil de
mortalitatea mare a pacienfilor cu hemodializa cronica (26).

Chlamydia pneumoniae (Cp) induce producerea de citokine si molecule de adeziune in
celulele eucariote ale gazdei infectatd. Cp se pare ca are rol in aparitia aterosclerozei mediata
de infectie. La pacientii cu hemodializa cronici, acest microorganism ar putea fi responsabil
de cresterea expresiei moleculelor de adeziune i accelerarea procesului aterogenic. S-a
determinat cd@ pacientii cu hemodializa cronicd, care au Cp viabild in mononuclearele din
sangele periferic, au concentratii serice crescute de IL-1 si sSVCAM-1, fatd de cei negativi
pentru IgGCp, lucru care sustine ipoteza implicarii acestui microorganism in aparitia placilor
de aterom (27).

VCAM-1 in infectii: In infectia cu Helicobacter pylori, afectarea mucoasei gastrice se
realizeazd, in parte, prin intermediul vascularizatiei gastrice. Helicobacter pylori determina
stimularea moleculelor de adeziune. Pentru determinarea patterm-ului moleculelor de adeziune
influentate de aceasta infectie, s-au expus celule endoteliale din vena ombilicald umana la
mediu de control sau la H. pylori. Dupa 6 ore de expunere la H. pylori, s-a observat o crestere
a concentratiilor de VCAM-1, ICAM-1, P- si E- selectina de 167%, 100%, 30%, respectiv,
124% si o crestere de 400% a adeziunii leucocitelor polimorfonucleate, fata de control (28).
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In hepatita cronica determinata de virusul hepatic C (HC VHC), VCAM-1 si ICAM-1
se exprima de novo pe hepatocitele infectate de VHC si pe celulele din vasele sinusoide. S-a
observat o crestere semnificativa a concentratiilor acestor molecule de adeziune la pacientii cu
HC VHC, fata de pacientii sanatosi. in timpul tratamentului cu interferon si ribavirina, nu s-a
observat o modificare semnificativd a expresiei lui VCAM-1, in schimb, normalizarea
concentratiei serice a lui ICAM-1 la 6 luni de la inceperea tratamentului ar putea fi un
parametru prognostic util pentru raspunsul bun la terapie (30).

VCAM-1 in afectiuni reumatologice: S-a studiat corelarea dintre concentratia
plasmaticd de VCAM-1, impreuna cu trombomodulina solubila (sTM), si afectarea renala la
pacientii cu lupus eritematos sistemic (SLE). Concentratia plasmatici de sVCAM-1 si sTM
este crescutd semnificativ la pacientii cu SLE cu/fara afectare renala, fata de pacientii
sanatosi. sSTM plasmatic s-a corelat semnificativ cu sVCAM-1plasmatic; ambele s-au corelat
cu concentratia sericd a creatininei §i ureei §i cu indexul de activitate al bolii. Concentratiile
plasmatice crescute de sSVCAM-1 si sTM au intercorelatii semnificative §i se asociaza cu
implicarea renalé din SLE (31).

La soarecii MRL/fas(lpr) care sunt afectati de o boala sistemica ce consta in recrutarea
inadecvatd a leucocitelor in patul vascular, inclusiv in microvascularizatia cerebrald, s-a
studiat mecanismul molecular responsabil de aceastd recrutare leucocitard. Adeziunea
leucocitard s-a observat rar la soarecii MRL (+/+), de orice varsta. Analiza histologicd a
relevat ci celulele interactive sunt exclusiv mononucleare. Rularea leucocitelor a fost redusa,
dar nu absenta, la soarecii P-selectina(—/—)MRL/fas(lpr). La acestia, adeziunea leucocitelor nu
a fost redusa, ceea ce sugereaza ca rularea leucocitelor dependenta de P-selectind nu este
necesara pentru recrutarea leucocitelor in vascularizatia cerebrala in acest model de inflamatie
sistemica. De asemenea, blocarea E-selectinei nu a avut efect pe rularea leucocitara. In
schimb, blocarea lui VCAM-1 sau a a4p2-integnnei a eliminat rularea leucocitelor
independentd de P-selectind si a inhibat semnificativ adeziunea leucocitara. Se pare ca
sistemul a4P2-integrina/VCAM-1 joaca un rol central in medierea raspunsului inflamator
sistemic care afecteaza soarecit MRL/fas(lpr) (32).

In sclerodermie, studii recente au aratat ci anticorpii anti-celuld endoteliala, care ar
putea avea un rol important in patogeneza bolii prin initierea apoptozei celulare, induc
expresia lui VCAM-1, ICAM-1, E-selectinei si P-selectinei pe celulele endoteliale. Concen-
tratii crescute ale VCAM-1, ICAM-1 si P-selectinei s-au observat in stadiile precoce ale bolii.

VCAM-1 in sarcing: La pacientele cu hipertensiune indusa de sarcind complicata cu
intarziere de crestere fetali (IUGR), s-a observat cd expresia lui VCAM-1 pe endoteliul
vascular decidual si vasele capilare ale placentei viloase este semnificativ crescutd la
pacientele cu modificari patologice, fatd de cele sdnitoase, in opozitie cu expresia lui
VCAM-1 din sincitiotrofoblast. La aceste paciente, ar putea fi prezente modificari
semnificative patologice la nivelul placentei, intim legate de expresia anormald a moleculei
VCAM-1 in placenta (33).

Date recente arata ca preeclampsia ar putea fi caracterizata de disfunctia selectiva a lui
VCAM-1. Aceastd anomalie nu este prezentad in hipertensiunea gestationala fara proteinurie.
Expresia lui VCAM-1 in aceasta afectiune ar putea contribui la aparitia leziunilor tisulare sau
reflect alterarea altor functii ale acestora, necunoscute inci, in timpul sarcinii.

VCAM-1 in infectia HIV: Localizarea virusului HIV la nivel cerebral, se datoreazi, in
parte, abilitatii macrofagelor activate imun sau infectate viral de a induce moleculele de
adeziune — VCAM-1 si E selectina — pe endoteliul cerebral. Alte studii demonstreazi cd gp
120 stimuleazi expresia moleculei ICAM-1 in celulele gliale. Toate acestea faciliteaza
intrarea celulelor infectate viral in lichidul cefalorahidian §i promoveaza formarea de sincitii.
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Encefalita din HIV se caracterizeazid prin prezenta in parenchimul cerebral si
perivascular a macrofagelor §i celulelor gigante multinucleate. La fel ca orice proces
inflamator cerebral, celulele inflamatoare, cum ar fi monocitele, traverseaza peretele vascular
in spatiul Virchow-Robin. Pentru acest proces este necesara adeziunea monocitelor circulante
la endoteliul vascular. S-a decelat o distributie difuzd a proteinei VCAM-1 pe celulele
endoteliale arteriale, venoase si capilare, cerebral, la animalele cu encefalita. La lotul de
control, fara infectie HIV, s-au gasit rare/absente molecule VCAM-1 exprimate endotelial. De
asemenea, s-au decelat concentratii crescute de sVCAM-1 in lichidul cerebrospinal, la
animalele cu encefaliti HIV. Celulele U973, asemanatoare cu celulele inflamatoare
mononucleare caracteristice encefalitet HIV, exprimd VLA-4. Aderarea leucocitelor la
vascularizatia cerebrald a fost blocata neuniform de anticorpi monoclonali anti-VCAM-1.
VCAM-1 nu s-a decelat la nivel cerebral, la animalele normale si nici la cele infectate HIV,
dar fara encefalita. Aceste date subliniaza rolul functional al moleculei VCAM-1 in recrutarea
monocitelor in lichidul cefalorahidian, in encefalitele HIV si ridicd problema unei posibile céi
terapeutice (34).

VCAM-1 in patologia malignd: Moleculele de adeziune au un rol important in
migrarea c elulelor tumorale 1a nivelul e ndoteliului c apilar. In acest e fect, sunt i mplicate in
speciel integrinele, dar studii cu anticorpi anti- LFA-1, VLA-4, L-selectina pe celule tumorale
colonice COL0O526 au aratat implicarea in acest fenomen a LFA-1/ICAM-1, VLA-4/VCAM-
1 si L-selectina/E-selectina.

in melanomul malign, VCAM-1 are un rol important in adeziunea celulelor tumorale
la leptomeninge. Metastazele leptomeningiale apar la 8% dintre pacintii cu tumora sistemica.
Se presupune cd celulele tumorale trebuie sd adere la leptomeninge, care este bine
vascularizat, datoritd faptului ca lichidul cefalorahidian nu are nutrientii i factorii de cregtere
necesari pentru o proliferare a celulelor tumorale eficientd. Acest proces de adeziune este
mediat de interactiuni specifice ligand-receptor, incd necunoscute. S-au studiat caracteristicile
de crestere in LCR ale celulelor tumorale din melanom B16F-10, masurindu-se expresia
moleculelor de adeziune specifice de pe celulele leptomeningeale de la soareci (MLMC) si de
pe celulele tumorale B16F-10 murine. S-a observat ca MLMC exprima concentratii scizute de
VCAM-1, ICAM-1, BI1- si B3-integrine si CD44. Expresia lui VCAM-1 de pe MLMC este
stimulatd de TNF-a. Blocand VCAM-1 de pe MLMC cu anticorpi specifict, s-a obtinut in
60% din cazuri inhibarea adeziunii celulelor tumorale mielomatoase la leptomeninge, in
timpului fluxului circulator, dar nu si in conditii statice. Nu s-a decelat un efect inhibitor
aditional prin blocarea concomitenta prin anticorpi a f1- si B3-integrinelor si CD44. Expresia
lui VCAM-1 pe MLMC este o molecula cheie in adeziunea celulelor mielomatoase, in vitro,
in conditii de flux sangvin (34).

Intr-un studiu recent, s-au studiat caile de semnalizare prin intermediul carora TNF-a.
induce expresia moleculelor de adeziune ICAM-1 si VCAM-1 in celulele condrosarcomatoase
si s-a determinat semnificatia functionala a acestora prin examinarea adeziunii celulelor Jurkat
T. VCAM-1 mediazd adeziunea celulelor Jurkat T indusi de TNF-a. TNF-adetermina
activarea MAPK, protein-kinazei, p38 kinazei si c-jun N-terminal kinazei (JNK). Expresia lui
VCAM-1 si adeziunea celulelor Jurkat T a fost blocatd de inhibarea p38 kinazei, in timp ce
inhibarea lui JNK stimuleazad expresia lui VCAM-1 si adeziunea celulard fard modularea
activitatii lui NF-kB.

De asemenea, concentratiile serice preoperatorii ale VCAM-1 si ICAM-1 la pacientii cu
cancer gastric sunt semnificativ crescute in comparatie cu subiectii sdnitosi, dar nu existd
diferente semnificative in ceea ce priveste concentratia sericd a E-selectinei. S-a observat o
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asociere semnificativa intre concentratiile serice preoperative ale acestor molecule de adeziune
si stadiul tumori, invazia peretelui gastric, implicarea ganglionilor limfatici §1 prezenta
metastazelor la distanta. Aceste concentratii scad semnificativ dupa rezectia radicalad a tumorii,
in timp ce raman aproape nemodificate la pacientii cu tumord depasita chirurgical.
Concentratiile crescute ale acestor molecule de adeziune sunt factori semnificativi de prognostic
pentru rata de supavietuire, dar nu §i independenti.Concentratiile serice ale lui VCAM-1,
ICAM-1 ar putea reflecta progresia tumorii §i metastazarea §i ar putea avea uz clinic (35).

Concentratia serici a I[CAM-1, 216ng/ml (112-453ng/ml) si VCAM-1, 1290ng/ml
(550-4000ng/ml) a fost semnificativ crescutd la pacientii cu NSCLC in comparatie cu
subiectii sdnatosi la care ICAM-1s a fost decelat de aproximativ 180ng/ml (145-262ng/ml) si,
respectiv, VCAM-1s de 869ng/ml (515-1272ng/ml). Concentratii anormale de ICAM-1 s-au
decelat la 55% din pacienti, iar de VCAM-1 la 60%. Concentratiile de VCAM-1 anormale
s-au observat la 27% din pacientii cu tumori operabile, in comparatie cu 71% la pacientii cu
tumori inoperabile. Dupa chemoterapie, concentratiile de ICAM-1s au ramas crescute in 30%,
tar VCAM-1 in 20%, din responder-1, in comparatie cu non.responder-I, la care s-au observat
concentratii anormale de ICAM-1 la 67%, iar de VCAM-1 la 86%. in concluzie:

— Concentratiile de ICAM-1s si VCAM-1s sunt frecvent anormale la pacientii cu

NSCLG;

— Aceste concentratii sunt in relatie cu stadiul tumorii;

— Nici concentratiile de ICAM-1s, nici de VCAM-1s, nu se coreleaza cu raspunsul la

chemoterapie la pacientii cu NSCLC avansat.

Keratoacantomul este o tumora benigna a tesutului epitelial cu crestere rapida si care
poate evolua spre carcinomul cu celule scuamoase sau reprezinta o variantd de carcinom cu
celule scuamoase. VCAM-1, la fel ca si ICAM-1, este exprimat in timpul dezvoltirii
Keratoacantomului si este absent in timpul evolutiei sau rezolvirii tumorii, o expresie
moderatd a VCAM-1 s-a observat in carcinomul cu celule scuamoase bine diferentiat, iar o
expresie intensa s-a decelat in keratoacantumul in plind dezvoltare §i in carcinomul cu celule
scuamoase slab diferentiat. Deci, este o legatura temporali relativa intre cresterea expresiet lui
VCAM-1 si evolutia keratoacantomului. O crestere a ambilor markeri, VCAM-1 si ICAM-1,
s-a observat in carcinomul cu celule scuamoase nediferentiate. Acesti markeri ar putea fi
importanti in predictia evolutiei biologice si patogeneza acestor leziuni. VCAM-1 si ICAM-1
ar putea diferentia keratoacantomul de carcinomul cu celule scuamoase (36).

Moleculele de adeziune sunt intim implicate in reactiile inflamatorii $i in ultimul timp
se postuleazi un rol al lor in progresia tumorii. VCAM-1, impreuna cu E-selectina i ICAM-
1, ar putea avea rol in diseminarea celulelor tumorale. La pacientele cu carcinom mamar s-au
decelat concentratii serice semnificativ crescute de VCAM-1, ICAM-1 si E-selectina, in
stadiul patru de boald, in comparatie cu controlul. La pacientele cu stadiul 2 de boala,
cresterea VCAM-1 este predictiva pentru sciderea ratei de supravietuire, chiar daci este
corectatd cu statusul N sau T. In concluzie, moleculele de adeziune sunt crescute la pacientele
cu boald neoplazicid avansatd, iar cresterea lui VCAM-1 are semnificatie prognostica la
pacientele cu cancer mamar (37).

Pentru a se decela rolul moleculelor de adeziune in progresia neoplaziilor, s-a studiat
expresia acestora in carcinoamele colorectale primare, ludndu-se drept control tesuturi
colonice normale de la aceiasi pacienfi. Prezenta intens pozitivd vasculard a ICAM-1 si
VCAM-1 s-a asociat cu prezenta limfocitelor T CD3+. ARNm VCAM-1, ICAM-1 si
ELAM-1 au fost crescute in 57%, 67% si, respectiv, 63% din carcinoamele luate in studiu, in
comparatie cu probele de tesut normal. S-a decelat o crestere a VCAM-1 de 3-4 on, a
ICAM-1 de 2,1 ori si ELAM-1 de 2,2 ori, in tesuturile carcinomatoase. Supraexpresia lui
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ICAM-1 ar putea preveni desfacerea legaturii celuld-celuld si ar putea preveni astfel
diseminarea tumorala. Supraexpresia lui VCAM-1 si ICAM-1, dar nu si ELAM-1, ar putea
stimula raspunsul gazdei anti-tumora prin traficul limfocitelor. (38)
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TENASCIN (TN)

Tenascin este o glicoproteina matriceald oligomerica din matrixul extracelular. Cele
mai cunoscute izoforme sunt tenascin -C, -X, -R, -Y si -W. Cel mai mult analizat este TN-C.

Tenascinul are o structura moleculara unica, contindnd domenii omologe cu EGF
(epidermal growth factor), fibronectina si fibrinogen.

TN-R (Tenascin R) este exprimat in SNC de oligodendrocite, in principal §i
tractusurile albe.

TN-X (Tenascin X) este o proteind a matricei extracelulare abundentd in muschi si
inima. Se exprima si in fibroblastele in cultura.

TN-Y (Tenascin Y) este omologul avian al TN-X, este concentrat in portiunea
proximala a nervilor periferici la pui. _

Tenascin C este sintetizat in timpul dezvoltarii embrionare, este exprimat in diverse
tumori, fiind absent sau slab exprimat in majoritatea tesuturilor adulte. Functia acestei
molecule este inca neclara.

Rolul biologic al TN

Tenascin C este o proteind care ar regla organogeneza. A fost analizata expresia lui
TN-C m RNA in timpul dezvoltarii dintilor la soareci si s-a constatat ca se exprima tranzitoriu
in timpul inmuguririi epiteliale, in mezenchimul dentar condensat, §i cd reapare mai tarziu in
mezenchimul papilei dentare, unde persistda in pulpa dentarid, dar este subreglat in
odontoblaste. Epiteliul dentar induce TN-C in mezenchimul timpuriu, iar familiile TGF-p si
FGF pot mima acest efect. FGF-4 si TGFP-1 stimuleaza expresia TN-C in mezenchimul
dentar E 12, ambii factori inducand citeva izoforme TN-C. In concluzie, cateva forme
imbinate sunt exprimate in timpul dezvoltarii dintilor la soareci, iar TGF-P si familia FGF pot
actiona ca semnale ce induc expresia TN-C in mezenchimul dentar. (1)

Alaturi de TN-C, in pulpa dentara exista doud molecule matriceale: fibronectind (FN)
si colagen tip IIl. S-a demonstrat ca cele trei molecule matriceale sunt prezente in pulpa
dentara normala, iar distribuirea lor in procesele inflamatorii i degenerative este diferitd de
cea din pulpa dentard normala. (2)

Colagenul tip I, fibronectina si TN-C joaca un rol important in reglarea diferentierii
osteoblastelor timpurii. In dinti, TN-C este localizat in/si in jurul condensirii celulelor
mezenchimale, in embrionul de 14 zile intrauterin. In tibii, TN-C este localizat in tesutul
mezenchimal pericondral la 17 zile. Deci, colagenul tip I, fibronectina §i TN-C au o localizare
caracteristica in timpul osteogenezei embrionare, in dinti, mandibula si tibii. (3)

S-a  urmarnt posibila implicare a TN-C in reinervarea mugchilor scheletici la soarecii
deficienti in TN-C. Cresterea axonilor este afectatd in muschii in care TN-C este absent. Unii
axoni cresc dincolo de tintele lor originale s§i reinerveaza alte locuri sinaptice ce pot deveni

141

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



inervate dublu. Deci, TN-C este puternic implicat in formarea, maturarea si stabilizarea jonctiunii
neuromusculare. Absenta TN-C face ca axonul si creasca dincolo de tintele originale. (4)

Expresia TN-C si activarea metaloproteinazei matriceale (MMP) sunt induse in
remodelarea arterelor pulmonare unde determind cresterea celulelor. Pentru ca bolile
vasculare pulmonare la copiii cu defecte congenitale ale inimii sunt asociate frecvent cu
schimbari in hemodinamica pulmonara, se presupune ca tulburdrile inregistrate in fluxul
sanguin pulmonar regleazi TN-C si MMP. Modificarea hemodinamicii pulmonare este
expresia mRNA si proteinei TN-C, activitatii MMP si activitatii de legare a Egr-1 la DNA,
Egr-1 fiind un factor de transcriptie ce activeaza expresia TN-C. (5)

In timpul dezvoltarii corneei, derivatele crestei neurale din mezenchimul periocular
migreazi in comee i se diferentiazi in fibroblastele corneale. In acest timp ele
interactioneaza cu o varietate de proteine ale matricei extracelulare, pentru propria orientare si
dezvoltare. S-a urmdrit interactiunea integrinelor B1 pe celulele mezenchimale perioculare i
fibroblastele corneale, cu fibronectina si TN-C, prin perturbarea functiei acestor integrine.
Celulele mezenchimale perioculare §i fibroblastele corneale sunt atasate §i diseminate mai
mult pe fibronectinad decat pe TN-C. Deci, in vitro, atat celulele mezenchimale perioculare cat
si fibroblastele comeale au Pl integrind care interactioneaza cu fibronectina pentru a le
permite sa se atageze si sa disemineze, pe cind TN-C este antiadeziv. (6)

Se sugereazi rolurile specifice ale TN-C in sistemul nervos, in fenomene ca migrarea
celulelor precursoare, cresterea axonului §i orientare. TN-C apare intr-un numar mare de izoforme
generate de variatia combinatiilor a repeaturilor fibronectinei tip I1I alternativ spliced. (7)

Expresia TN-C pe oligodendrocite este paralela cu migrarea celulelor granulare in
dezvoltarea cerebelului. TN-C are rol de ghid pentru neuronii granulosi, pentru a-gi gasi
propria localizare. (8)

TN-C se exprima masiv in SNC al vertebratelor, in timpul dezvoltarii si repararii. S-a
demonstrat cd TN-C regleaza proliferarea si migrarea oligodendrocitelor precursorii, in timpul
dezvoltarii. (9)

TN-C este o moleculd a matricei derivata din astroglie, expresia ei vizualizandu-se in
zona germinala a creierului embrionar, asa ca poate fi un marker al precursorilor astrogliei,
inainte de a se expune proteina acida fibrilogliald — marker al stadiului tarziu al diferentierii
astrogliale. (10)

S-a studiat influenta TN-C s1 lamininei asupra sinaptogenezei, in culturi primare de
neuroni pituitari melanotrofi §i hipotalamici. Un nou rol al TN-C este exprimarea lui ca un
semnal timpuriu §i tranzitoriu al recunoasterii tintei pentru fibrele aferente selective. Expresia
TN-C dispare din neuronii melanotrofi curand dupa stabilirea contactelor neurale. (11)

TN-R (tenascin R) este exprimat in SNC de oligodendrocite in principal si tractusurile
albe. S-au incubat membrane mielinice purificate din cromozom adult de soarece, in diferite
conditii ionice. Izoforma de 160 KDa este principalul component. TN-R este un dimer care se
disociaza in monomeri de 160 KDa si fragmente majore de 125 si 80 KDa in absenta
inhibitorilor proteazici. in absenta agentilor ,de legare”, TN-R este complet extras din
membranele mielinice. Ionii de Ca®* promoveaza disocierea TN-R, pe cand cei de Zn** o
blocheaza. Elaborarea TN-R din membrane mielinice este sensibilda la caldurd sugerand
implicarea in acest proces a proteazelor dependente de Ca’*. Concludem ci ionii metalici
bivalenti, stabilizeaza asocierea TN-R cu proteazele endogene, demonstrand implicarea TN-R
derivat din mielina in schimbarea structurii axonului si in bolile demielinizante. (12)

Glicoproteina matriceald, TN-R, din SNC participa la o varietate de interactiuni
celula-matrice, in controlul cresterii axonului, in mielinizare si in adeziunea celulelor la
fibronectina in timpul dezvoltarii si regenerarii. (13)
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TN-R moduleaza o varietate de interactiuni celula-matrice, contribuind la controlul
molecular al ghidarii axonului §i migrarea neuronilor in timpul dezvoltarii si regenerarii SNC.
in timp ce TN-R se exprima amplu in SNC postnatal timpuriu si in cel adult mamalian,
proteina nu se detecteaza in diferite compartimente ale SN periferic. TN-R si mai ales
izoforma 160, este exprimat tranzitoriu in nervul sciatic al embrionului tarziu (E14-18) si la
soarecii nou-nascuti, pe cand in stadiul mai tarziu de dezvoltare mRNA si proteina sunt
subreglate. In vitro, TN-R se exprima in neuronii nediferentiati, in cei diferentiati si in
celulele Schwann L'*, dar nu si in alti neuroni sau celule non-neurale derivate din nervul
sciatic de la nou-nascuti. In dezvoltarea SN periferic, expresia TN-R se coreleazi cu cresterea
axonilor §i migrarea celulelor Schwann in timpul inervarii musculaturii scheletice. (14)

Matricea este o retea complexa de macromolecule glicoproteice, polizaharide si
proteoglicani. Tenascin-R si condroitin sulfat proteoglican sunt componente esentiale ale
matricei extracelulare a hipocampului, colocalizate in cuiburi perineuronale pe interneuroni.
TN-R si condroitin sulfat proteoglican moduleaza diferentierea catorva forme ale plasticitatii
sinaptice sugerand ca sunt implicate diferite mecanisme. (15)

Tenascin X (TN-X) este o proteind a matricei extracelulare abundenta in muschi si
inima. Se exprima si in fibroblastele in cultura. (16)

Deficienta in TN-X duce la o crestere a productiei de MMP3; (metaloproteinaze din
matrice), lar activitatea crescuti a MMP poate duce la degradarea lamininei. Celulele
provenite din melanom inoculate la soareci TN-X -/-, ar putea facilita invazia si metastazarea,
rezultat care implica faptul cd TN-X este reclamat pentru impiedicarea invaziei $1 metastazarii
celulelor tumorale. (17)

Absenta TN-X duce la alterarea proprietatilor mecanice ale tesutului conjunctiv.
Pentru a intelege mecanismul integrarii lui TN-X in matrice, s-au folosit extracte de piele.
Lanturile dermatan sulfat ale decarinului, se leagd de TN-X in locul ce cupleazi heparina,
adica in domeniile 10 si 11 ale TN-X, tip fibronectina. Deci, asocierea TN-X cu fibnlele de
colagen este mediata de decarin si contribuie la integritatea retelei extracelulare. (18)

TN-X este o moleculd ce cupleazid heparina. Spre deosebire de TN-C, domeniul
recombinat fibrinogen — like al TN-X nu este implicat in legarea heparinei. Interactia cu
heparina este conformationala si implica ambele domenii 10 si 11 ale moleculei. Receptorii
heparan sulfat de la suprafata celulei pot interactiona cu proteinele ce poartd domeniile 10 si
11 aratand ca TN-X poate activa diferite semnale pentru a regla comportarea celulei. (19)

TN-X este o glicoproteind mare din matricea extracelulara. Cupleaza factorii A s5i B
de crestere a endoteliului vascular (VEGF — A si B). VEGF -B in combinatie cu TN-X
induce sinteza DNA in celulele endoteliale prin semnalele mediate de VEGF — R1. Adausul
de VEGF - A la explante de la soareci TN-X -/- aratd cd TN-X cu membriit familieit VEGF
joaca un rol important in controlul proliferarii celulelor endoteliale, in vivo. (20)

TN-C si TN-R, proteoglicanii, condroitin sulfatul si NG2 sunt potentiale surse ale
barierei de celule gliale mixtale si pentru regenerarea senzoriald care exista la granita dintre
SNP si SNC. (21)

TN-Y este omologul avian al TN-X; este concentrat in portiunea proximala a nervilor
periferici la pui. In culturi imbogitite cu celule Schwann, TN-Y recombinat are efecte
dependente de dozi, in atasarea, diseminarea gi migrarea celulelor gliale. Modelul expresiei
TN-Y si proprietatile sale in vitro sunt in acord cu efectul de inhibitor al migrarii celulelor
gliale i regenerarii senzoriale in originea nervului. (22)

Deficienfa TN-X la om este asociatd cu sindromul EHLERS-DANLOS, o boala
generalizatd a tesutului conjunctiv ce rezultd din metabolismul modificat al fibrilelor de
colagen. Deoarece Tnxb este prima gena in sindromul E-D care nu codifica colagenul fibrilar
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sau enzima ce modifica colagenul sau depunerea lui. Pielea soarecilor fard gena Tnxb este
normald histologic, dar continutul ei in colagen este redus semnificativ. La microscopul
electronic fibrele de colagen aratd normal ca forma si dimensiuni, dar densitatea lor este
redusd proportional cu reducerea continutului in colagen. Deci, Tnxb are un rol cauzator in
sindromul EHLERS-DANLOS, tar TN-X este un reglator esential al depunerii de colagen de
catre fibroblastele dermale. (23)

Conditii potologice umane ale SNC asociate cu angiogeneza (neovascularizatia) includ
procese neoplazice, infectii, ischemie si traume. Suprareglarea VEGF/VPF si a TN-C se leaga
spatial §i temporal cu neovascularizatia. Spatial VEGF/VPF-TN-C se gaseste la locul
neovascularizatiei dar nu sunt detectate in ariile creierului normal sau in arii fara
vascularizatie. VEGF/VPF-TN-C se exprima in timpul angiogenezei si nu sunt detectate cand
aceasta se opreste. (24)

in analiza schimbarilor tesutului conjunctiv induse de radiatii s-a studiat expresia TN,
fibrelor elastice, angiogenezei si proprietatile fizico-mecanice la pacientii iradiati. S-au facut
biopsii ale pielii luata de la pacientii radiotratati si netratati. Expresia TN este crescutd in
pielea umana iradiatd. Nu au fost diferente marcate in fibrele elastice in pielea iradiata gi
neiradiati. Expresia crescutid a TN s-ar putea datora activarii citokinelor ca rezultat al iradierii.
Cresterea angiogenezei ar putea fi cauzatd de o activare a factorilor angiogenici, prin iradiere
sau prin lezarea directa a peretilor vaselor. (25)

Izoformele TN-C sunt exprimate in maniera reglata in sistemul vascular §i au rol in
remodelarea peretelui vascular. (26)

Expresia TN-C 1n os si placa aterosclerotica s1 MMP, din matrice sunt coordonate §i
interdependente in c elulele musculare netede vasculare cultivate. Se presupune ca TN-C si
MMP; sunt implicate mecanic in patobiologia stenozei aortice calcifiate umane. Aceasta boala
aratd depozitarea masivd a TN-C, MMP; si activitatea lor, ca §i activitatea gelatinolitica a
MMP,. Acumularea in primul rand a TN-C si apoi a MMP; sunt asociate cu progresia
calcifierii. Prezenta reziduala a acestor proteine in calcificarile severe este indiciul implicarii
lor in patogeneza. (27)

Depozitarea proteinelor matricei este o cauza majora a stenozei umane dupd
angioplastia coronard percutanatd. Depozitarea TN-C creste tranzitoriu intr-o lund dupa
angioplastia coronard percutanatd, cind migrarea si proliferarea celulelor musculare netede
era activa. S-a observat ca proteinele matricei din leziuni restenotice ale coronarei se schimba
secvential dupa angioplastie i cd TN-C ar putea fi molecula cheie in stadii timpurii. (28)

TN-C joaca roluri importante in remodelarea tesuturilor. Nu se exprima in mod normal
la adulti, dar reapare in conditii patologice. S-a demonstrat contribuitia TN-C la remodelarea
ventriculului dupa infarctul experimental la sobolan. In 24 ore de ligatura coronara
permanentd, fibroblastele interstitiale de la marginea zonei infarctate exprima mRNA TN-C.
Expresia TN-C este subreglatd in ziua a 7-a dar nu mai mult de ziva a 14-a dupa infarct. In
timpul procesului de vindecare, proteina TN-C si celulele care o produc se gédsesc la marginea
miocardului rezidual. Unele din celulele care produc TN-C sunt imunoreactive pentru
activitatea muschiului neted. In culturd, TN-C creste numirul cardiomiocitelor atagate la
laminina. in timpul fazei acute postinfarct, celulele interstifiale de la marginea zonei
sintetizeaza TN-C care poate pierde adeziunea puternicd a cardiomiocitelor supraviefuitoare,
la tesutul conjunctiv si astfel sa faciliteze rearanjarea tesutului. (29)

S-a constatat acumularea marcata a TN si colagenului tip I si III 1a grupul de 80-90 ani
cu concentrarea fibrelor elastice crescute in acelasi regiuni ca la grupul de 20 ani. Distributia
si continutul in TN si colagen din matrice se leagd de schimbdrile in performanta mecanica a
muschiului cardiac, vis-a-vis de varsta. (30)
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TN-C in cancer

TN-C este o glicoproteind suprareglatd in diferite neoplazii si procese patologice.
Toate tumorile maligne exprima puternic sau moderat TN, pe cand majoritatea celor benigne
(70%) nu sunt sau sunt foarte putin imunopozitive.

S-a demonstrat expresia TN in feocromocitoame si in special in celulele maligne. TN
poate fi asociat cu transformarea maligna i metastazarea acestor tumori. Este de asemenea un
marker mai agresiv in feocromocitoame. (31)

TN-C se exprimd in embriogenezi, vindecarea ranilor §i in neoplazie. Au fost
analizate 86 glioame de diferite grade, imunohistochimic, pentru exprimarea TN-C. In
general, expresia TN-C creste cu malignitatea. In toate glioamele, colorarea perivasculara a
TN-C in jurul vaselor ce hranesc tumora, este evidentd. Izoformele endogene de TN-C din
glioame suporta atat proliferarea celulara cat §i migrarea celulelor tumorale. TN-C poate fi un
potent marker de prognostic pentru recurenta mai timpurie a tumorii. (32)

TN-C este o glicoproteina oligomerica a matricei, care se exprima predominant in
tumori maligne. Modelul expresiei TN-C in vitro, in condrocitele articulare umane, se
caracterizeaza prin rata inaltd a variantei mici fatd de cea mare (TN-C - small si TN-C -
large), pe cand expresia in vitro pentru celulele condrosarcomului se caracterizeaza prin rata
joasa. Probele clinice de condrosarcom, cu rata TN-C — small, aratd tendinfa scazuta de
supravietuire. Deci modelul ,,;splicing TN-C” specific poate avea semnificatie clinica in
condrosarcom. Expresia TN-C joacd astfel un rol obiectiv in gradarea tumorii si in noi
tentative terapeutice ale acestei malignitati. (33)

TN-C are proprietiti atdt adezive cat si antiadezive pentru celule. Variante TN-C
spliced majore (320 si 220 KDa) arati posibilitatea variatelor functii ale moleculei, vis-a-vis
de modelul de splicing. TN-C se exprimda marcat in embriogenezd, tumorogeneza si
vindecarea ranilor.

Fibronectina (FN) este o moleculd adezivd proeminentd a matricei, frecvent
colocalizatda cu TN-C in aceste procese. Linia JJ012 de condrosarcom aratd o micd variantd
TN-C spliced (220 KDa) ce cupleaza la fibronectina, pe cind varianta mare (320 KDa), nu. in
plus, varianta de 220 KDa scade adezivitatea pentru celule cand se cupleaza la fibronectina,
dar contribuie la adezivitate cand se cupleazi pe peretii acoperiti de fibronectina. Se crede ca
activitatea biologicd a TN-C este dependentd de modelul splicing specific tisular. Izoforma
TN-C mai micd joacd un rol structural si adeziv, pe cidnd izoforma mare se exprima
preferential in tesuturi maligne si deci are un rol in metastazare. (34)

S-a urmarit expresia TN-C in 33 osteosarcoame primare incluse in parafina. Expresia
sa la cei cu metastaze este mai inalta decit la cei fara, cu diferente semnificative. (35)

Pierderea morfologiei epiteliale si achizitia de caractere mezenchimale sunt tipice pentru
celulele carcinomului in timpul progresiei tumorii. In carcinoamele mamare umane, se observa
suprareglarea TN-C si vimentinei, in mod frecvent coreldndu-se cu malignitatea crescuta. Este
astfel posibil ca TN-C si se coexprime cu vimentina in celulele canceroase care sufera tranzitia
epitelial-mezenchimala. In 128 cazuri de cancer mamar s-a aratat ci celulele sunt o sursa
masivd de TN-C si vimentina. Statistic se constatd o asociere semnificativa intre expresia TN-C
si vimentind in celulele canceroase. Expresia TN-C se coreleazi pozitiv cu supraexpresia
oncoproteinei c-erb B-2 si cu subreglarea receptorului estrogen. Se considera deci, cd TN-C si
vimentina cand se exprima in celulele carcinomului mamar, reprezinta gene reglatoare implicate
in tranzitia epitelial-mezenchimala, in timpul carcinogenezei mamare. (36)

Tumorile mamare sunt cele mai frecvente la femelele de céine, si pot avea un model
histologic complex, cu participarea celulelor epiteliale si fuziforme la procesul transformarii.
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Un aspect frecvent al acestor tumori este metaplazia condroida sau osoasa a matricei ce apare
dominant in ariile celulelor fuziforme proliferante, probabil de origine mioepiteliala. TN este
prezent in cele 186 probe de tesut mamar, cu o crestere a expresiei in situatiile remodelari i
in leziuni neoplazice.

Expresia TN in matrice este de asemenea, abundenta 1n ariile metaplazice condroide
initiale, si cu extinderea variabila in aproape toate insulele de cartilaj din tumori mixte. in
ariile secretorii bine diferentiate, numai granulele apicale ale celulelor luminale sunt pozitive,
sugerand un model diferit al expresiei TN in timpul diferentierii secretorii.

TN nu poate fi folosit ca un marker al transformarii sau al malignitétii in oncologia
mamard canind, dar aceasta moleculd joacad un rol important in proliferarea si diferentierea
proceselor din glanda mamara canina. (37)

In variate carcinoame s-a raportat supraexpresia anexinei II, o proteina ce cupleaza
fosfolipidul dependent de Ca®* . Unul din liganzii sdi este TN-C, o glicoproteina a matricei
avand calitati antiadezive predominante, care este si marker de prognostic pentru céiteva
carcinoame. Anexina II se exprima in linii metastazice. in 29,5% din cazuri se observa
supraexpresia anexinei II si in 49,5% din cazuri, a proteinei TN-C. Supraexpresia anexinei 11
se coreleaza semnificativ cu tipul histologic al tumorii, cu dimensiunea ei §i profunzimea
invaziei, pe cand supraexpresia TN-C se coreleazd semnificativ cu tipul histologic,
profunzimea invaziei, invazia limfatici si venoasd, cu metastaza ganglionilor limfatici.
Expresia anexinei II este semnificativ corelatd cu a lui TN-C. Supraexpresia anexinei II si
TN-C 1n carcinomul avansat de colon, se poate lega de progresia §i dimensiunea metastazei
acestui cancer. (38)

La 30 de pacienti cu adenocarcinom colorectal s-a urmarit expresia TN, ca si in ficat.
Imunocolorarea TN este pozitivad in zonele de sub membrana i in noul tesut conjunctiv din
tumora primara si in jurul sinusoidelor hepatice. Depozitarea in jurul sinusoidelor, a TN, era
mai frecventd la cei cu tumori bine diferentiate. Prezenta metastazelor este insotita de
depozitarea scdzuta a TN. Depozite ultrastructurale de TN exista in jurul celulelor tumorale
singulare si glandulare din tumorile primare st intime cu celulele hepatice stelate. Depozitele
de TN au rol in stimularea proliferarii celulelor tumorale gi mobilitatii acestora. (39)

TN-C se exprimi intens in stroma tumorala, inhiba activarea in vitro a limfocitelor T,
ridica posibilitatea de a contribui in vivo la imunosupresia indusa de tumora. A fost identificata
o regiune minimald a TN-C, care poate inhiba activitatea T. O proteind recombinatd care
inconjoara domeniul fibronectinei tip III al TN-C (TnFn III A-D), inhiba riguros evenimentele
de activare timpurie si tarzie a limfocitelor, respectiv activarea TCR/CD8 de joasa modulare,
productia de citokine si sinteza DNA. TN-C recombinat (care are regiunea ,,spliced alternativ’)
supreseaza activarea T, pe cand TN-C care nu are aceasti regiune, nu supreseaza activitatea. A
fost identificat si domeniul TnFn III A;A; ca regiune minima ce supreseaza activitatea T. Acest
domeniu mediazi abilitatea TN-C de a inhiba in vitro activitatea T si de asemenea, oferd
explicatii in activitatea imunosupresiva a TN-C in vitro. (40)

Progresia neoplaziilor maligne este insotitai de alterarea compozitiei matricei
extracelulare. TN-C este o moleculd care moduleazi adeziunea, astfel ca expresia si
distributia sa pot influenta semnificativ proliferarea si invazivitatea celulelor tumorale.

S-a urmarit distributia TN-C in probe de cancer. in cancerul laringeal in stadiile
initiale ale cresterii tumorale, se observa o productie marcat amplificatd a tenascinului in
interfaza tumorii gazda. In stadiile mai tarzii ale progresiei tumorii, un numar mare de vase de
sange localizate in tesuturile tumorale, sunt de asemenea puternic marcate pentru tenascin. in
jurul acestor vase sunt numeroase celule tumorale proliferante. Din contrd, in cancerul
hipofaringian, modelul coloratiei asociatd vascularizirii, se observd numai in stadiile foarte
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timpurii ale dezvoltarii tumorale. In ambele tipuri de cancer, suprareglarea tenascinului se
coreleaza puternic cu formarea matastazelor, cu recurenta timpurie a tumorii §i cu faza letald a
bolii. In concluzie, datele clinice si imunohistochimice arati acumularea tenascinului in vasele
de sdnge tumorale §i este un factor de prognostic in aceste doui cancere. (41)

Cresterea expresiei tenascinului s-a gasit in tesuturi patologice in care apare
angiogeneza. Zece membrane coroidale neovasculare prelevate de la 10 pacienti cu
degenerarea maculei datoratd varstei (n = 6) si cu coroidite multifocale (n = 4), au fost
evaluate imunohistochimic folosind Ac monoclonali anti TN-C si factorul VIII. Toate
membranele erau pozitive pentru TN-C care se exprima diferit in matricea extracelulara. in
concluzie, TN-C are un rol in proliferarea celulelor si neovascularizatia la om. Este un marker
al angiogenezei i ar putea folosi la terapia farmacologicé in boli neovasculare. (42)

TN si izoformele sale sunt proteine multidomenice ale matricei extracelulare care se
crede cd sunt implicate in reglarea interactiunii stromal epiteliale. Unele interactiuni intre TN
si celule sunt mediate de integrine. In rani bucale de 3 zile, imunoreactivitatea pentru
integrina a 9 arata ca este localizata abundent in celulele epiteliale migrate la baza ranii. (43)

TN-C reprezinta subiectul unor modele complexe spatiale si temporale ale expresiel,
in sensul variatelor procese angiogenetice si anume celor implicate in interactiuni epitelial
mezenchimale.

In intestin, TN, in special TN-C se exprima diferit in timpul dezvoltarii intestinului
subtire adult si mucoasei colonice, ca gi in neoplasm.

in glanda mamara, TN-C se exprimi mai ales in timpul embriogenezei si
carcinogenezei, iar in culturi celulare regleaza expresia genei B-cazein. Sunt reglati de TN-C
st hormonii lactogenici, in celulele epiteliale mamare. (44)

TN-C se asociaza cu patologia cardiovasculara. Este implicat in proliferarea, migrarea si
diferentierea celulara. S-a observat céd supraexpresia TN-C in valvele aortice stenotice umane
poate sugera cd aceastd boald este mai curand una activa decét un proces degenerativ. (45)

S-a urmiérnit expresia TN-C si in ficat, normal si fibrotic, de sobolan. Fibroza hepatica
indusi la sobolan cu CCly, a fost divizata in trei stadii: stadiul injuriei hepatice (4 saptamani),
stadiul timpuriu al fibrozei (8 saptimani) si stadiul tarziu al fibrozei (12 saptamani). In fesutul
hepatic normal, TN-C se coloreazi imunohistochimic slab, iar in 2 stadii semnalul mRNA si
imonocoloratia pentru TN-C sunt semnificativ crescute. In stadiul tirziu de fibroza,
imunocoloratiile sunt scizute in comparatie cu injuria §i fibroza timpurie. Sursa celulara de
TN-C in ficat este dominant restrictivd in celulele mezenchimale. Deci TN-C este un
component al matricei tesutului hepatic; joacd un rol in organizarea timpurie a matricei in
timpul fibrogenezei ficatului. (46)

in plamani, tenascin C se exprima in stadiul fetal, in timpul morfogenezei ramificate,
in tumorile pulmonare benigne §i maligne, in fibroza pulmonara idiopatica, sarcoidozi si
astm. A fost studiatd exprimarea TN-C si in pneumonia interstifiald obisgnuita, un tip de
fibrozd pulmonard. Tenascin s-a dovedit crescut prin studii imunohistochimice in toate
tipurile de maladii fibrotice pulmonare si pleurale, incluse in studiu. In pneumonia interstitiala
obisnuitd, tenascin este activ sintetizat la siturile epiteliale recente, sugerand ca are un rol
important in fibrogeneza plamanilor. (47)

Se crede cé@ expresia tenascinului ar putea creste in plamanul uman in cazul bolilor
neonatale, precum sindromul insuficientei respiratorii la copii §i displazia bronhopulmonara.
Dupa analiza a 7 cazuri, s-a constatat ca expresia TN-C este scizuta langa epiteliu alveolar gi
bronhiolelor, moderata in intima venelor §i puternici in jurul condrocitelor. in sindromul
insuficientei respiratorii, expresia este moderatd sau puternicd in jurul bronhiolelor si in
epiteliul alveolar datagat de pe membrana hialina din peretele alveolelor dilatate. Pacientii cu
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sindromul insuficientei respiratorii, care au supravietuit o zi sau mai multe, exprima puternic
TN-C in peretele alveolelor. La cei cu displazia bronhopulmonara, TN-C este foarte puternic
exprimat in peretii alveolari fibrotici remodelati in jurul epiteliului regenerativ. In concluzie,
TN-C este inalt exprimat in peretii alveolari §i bronhiolari din sindromul insuficientei
respiratorii si displazia bronhopulmonard, sugerand o asociere intre expresia acestei proteine
si prezenta acestor boli. (48)

Tenascin se exprima in focare din leziuni recente ale mugurilor fibrotici incorporati
sau intraluminali. Celulele ce exprimd mRNA TN sunt localizate in §i sub noul epiteliu
format. Coloratia imunohistochimica aratd cd celulele noului epiteliu format sunt puternic
pozitive pentru citokeratind, regenerand astfel pneumocitele tip III, pe cand celulele de sub
epiteliu nou format sunt pozitive pentru actina o din muschiul neted si aparent pentru
miofibroblaste. Expresia mRNA TN este mai puternica si frecventa in miofibroblaste decit in
pneumocitele tip II. Expresia slabd a mRNA TN s-a observat si in epiteliul de tip metaplazic
bronhiolar i in macrofagele alveolare. Deci TN este sintetizat activ in leziunile fibrotice
timpurii in pneumoniile interstitiale obignuite. Interactiunea intre epiteliu si tesutul conjunctiv
joacd un rol semnificativ in sinteza TN si, de asemenea, miofibroblastele sunt in principal
responsabile de sinteza sa in focarele fibroblastice din pneumoniile interstitiale obignuite.

Tenascin a fost caracterizat in anul 1980, de atunci fiind publicate sute de articole
privind prezenta tenascinului in tesuturile normale, in cele patologice reactive si in
carcinoame. In studii recente s-a folosit material proaspat, urmarindu-se in special implicarea
tenascinei in reactiile tisulare patologice si in carcinogeneza.

S-a demonstrat ca imunoreactivitatea tenascinului in celulele carcinomului mamar,
poate fi un indicator al metastazelor §i supravietuirii. Studii recente au aratat ca exprimarea
tenascinului la limita invaziva a cancerului mamar timpuriu este corelata cu un risc crescut al
recurenfelor locale. Aceste rezultate implica o larga aplicare a anticorpilor pentru tenascin in
patologia mamara.

Expresia tenascinului poate sugera situatii in care chiar §i carcinoamele mamare mici,
pot necesita terapie complementara intensiva (chemoterapie etc.)

S-a aratat cd tenascinul este semnificativ crescut si in membrana bazala a cailor
aeriene la astmatici si descreste rapid prin inhalare de steroizi. Tenascinul poate fi deci utilizat
pentru a monitoriza stadiul bolii i necesititile terapeutice, in diferite tipuni de astm.

Tenascinul este exprimat in stroma multor tumori, incluzand glioamele, tumorile de
san, carcinoamele celulare scuamoase. (48)
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LAMININA (LN)

Matricea extracelulara (ECM) reprezinta o retea complexa de carbohidrati si proteine
ce ocupa spatiile interstitiale. Considerata initial drept un suport inert ce ofera doar stabilitate
fizica tesutului, ECM se releva azi, ca o structurd dinamica ce joacd un rol esential in
dezvoltarea, migrarea, proliferarea, forma si functiile metabolice ale celulelor cu care se afla
in contact permanent.

In ECM sunt prezente polizaharide de tipul glicozaminoglicanlor (GAG), care, de
regula, sunt legate covalent de molecule proteice, formand proteoglicani. Proteinele fibrilare
constituie cea de a doua componenta a matricei. Se disting doua tipuri de proteine fibrilare:

— proteine structurale (colagenul si elastina);

— proteine de adeziune (fibronectina §i laminina).

Arhitectura, elementele componente, cat si rolul matricei extracelulare diferd in
functie de tipul tisular. La interfata dintre tesutul epitelial si tesutul conjunctiv subiacent, se
afla o structura specializatd a ECM, numitd membrana (lamina) bazald, care mediaza
contactul dintre cele doua tesuturi.

Moleculele componente ale laminei bazale sunt sintetizate de catre celulele epiteliale,
endoteliale si mezenchimale. Desi compozitia laminei bazale variaza de la un tesut la altul,
colagenul de tip IV, proteoglicanii (heparan sulfatul) i laminina sunt elemente comune
tuturor acestor structuri.

Laminina este localizatd pe fata densa dinspre membrana plasmatica a laminei densa,
mediind legarea membranei bazale de suprafata celulard. Molecula de 850.000 KDa este
alcatuita din trei lanturi polipeptidice; un lant lung o (230 KDa si peste 3.000 aminoacizi) si
doua lanturi mai scurte: (230 KDa) si v (200 KDa), fiecare cu cate 1.500 aminoacizi.

Lanturile sunt unite prin punti disulfidice intr-o structura cruciforma. Cele trei brate
scurte ale moleculei de laminina prezinta cite o pereche de domenii globulare, iar bratul lung
are un singur domeniu. Domeniile functionale prezinta:

— doua situsuri de legare a colagenului IV,

—un situs de legare a proteoglican sulfatilor;

— doua sau mai multe situsuri de legare a receptorilor de membrana.

Receptorii pentru laminina difera de tipul celular, dar cel pufin o parte a acestora
apartin familiei integrinelor.

Familia lamininelor este vastd datorita lanturilor din care este constituitd: 5 tipuri de
lanturi a, 3 tipuri de lanturi B i 3 tipuri de lanturi vy, care se pot combina pentru a forma
izoforme diferite.

Laminina a fost originar izolatd din matrixul celular al tumorilor si este posibil a fi
prima proteina de adeziune care apare in dezvoltarea embrionara; un fragment a fost izolat in
stadiul de doua celule la soarece.

Lanful LNa5 prezent in membrana bazala embrionard i la adult este cel mai larg exprimat.

Genele codificante pentru laminini se afla pe cromosomul 18 pentru lanful a si pe
cromosomul 1 pentru lanturile f §i y.

Lamininele au ca proprietate majora, legarea componentelor matricei extracelulare intre
ele, dar si cu membrana celulard (impreuna cu alte glicoproteine ca fibronectina, trombospondina,
tenascina). De asemenea, se crede a fi implicate in procesul de angiogenezi, (producind alinierea
celulelor endoteliale in tuburi capilare), precum si in producerea metastazelor.
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Structura lamininei
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Familia lamininelor (LN)

Lamininele sunt o familie vastd de glicoproteine (GP) heterotrimerice mari, cu roluri
fundamentale in arhitectura §i functiile membranei bazale. Cele mai bine caracterizate
izoforme sunt: LN-1 (alflyl), LN-2 (Bla3yl), LN-5 ( B3a3y2), LN-8 (ad4plyl),
LN-9(a4p2y1), LN-10 (a5p1y1).

Lantul LNa4 este in mare masura distribuit atat in tesutul adult, cét si in tesutul in
dezvoltare ca: tesutul cardiac, tesutul muscular scheletic si fibrele musculare netede,
endoteliul vascular, plamani §i nervi. Lantul a4 este in mare masurd, distribuit in asociere cu
lanturile 2/ y1 pentru a forma LN-9 si cu lanfurilef1/ y1 pentru a forma LN-8. [16]
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Capatul C-terminal al lantului a al LN contine un tandem de 5 domenii G-linke (LG)
si este implicat in diferite functii biologice. Domeniul pereche LG4-LGS5 al lantului LN a2
poartd situsuri de legare pentru heparind si pentru receptorii de la suprafata celulei
(a- destroglicani) st este in proportie de 41% identic cu fragmentul E3 al lantului LNal.

LG 4 51 LG 5 sunt aranjate in forma de U si legate prin o rasucire de 110°, de un ax
care trece prin apropierea domeniului terminal. Un segment prelungit N-terminal este legat
disulfidic cu LG 5 si stabilizeaza domeniul pereche. Existi si doi atomi de Ca'?, cate unul in
fiecare domeniu LG 5 i LG 4.

Modelele LG 4 si LG 4-5 sunt mai active pentru legarea celulelor, pe cand modelul
LG 5 singur arata o slaba legare. Heparina inhiba legarea celulelor la modelul LG 4-5, ceea ce
nu face EDTA. [141]

Aceste rezultate sugereazd cd modelul LG 4-5 interactioneazd cu receptorii de
suprafata care confin heparan sulfat, dar nu si cu integrinele.

Un segment LG 4-5 purificat din lantul laminina a3 a realizat adeziunea celulelor prin
interactia cu proteoglicanul heparan-sulfat §i a promovat diseminarea celulelor in combinatie
cu LM5S matur sau LM6 & LG 4-5. Aceste rezultate demonstreaza ca domeniul LG 4-5 di
molecula LM6, supreseazi adeziunea celulard, in timp ce LG 4-5 liber o promoveaza.

Merozina (LN 2) este o izoforma a lamininei alcatuita din lanturile a2, B1, 2. In
populatia Europei, jumatate din pacientii cu distrofii musculare congenitale prezintd mutatii
ale genelor LAMA 2 (6q22-23) si o prezenta redusa sau absenta lantului 2.

Aceasta forma este in general cunoscuta ca deficientd de merozina §i este caracterizata
prin implicarea nu numai a musculaturii scheletice, ci §i a SNC si SNP. Pacientii cu
anormalitati structurale ca: girare cortico- cerebrald anormala, hiperplazia cerebelului si a
puntii si dilatarea ventriculelor, dar fara retardare mentala. [27]

S-a imunopurificat sinapsa electrici de organ care este omoloagd cu jonctiunile
neuromusculare gisindu-se pe suprafata organelor douda LN de 740, respectiv 900 KDa. LN
de 740 KDa este compusa din lanturile a4p2yl (LN-9). S-a lansat ipoteza cd LN-9 in
membrana bazala sinapticd se atageaza la canalele de Ca 2* la randul lor atasate de spectrina
citosolica, care apoi poate organiza grupuri de vezicule sinaptice prin legarea proteinelor
asociate veziculelor. [38]

Plachetele sanguine contin LN-8 (a4Blyl), o izoformd LN recent descrisd, dar
originea ei este necunoscuta si poate f1 sintetizata de megacariocite. [8]

in timpul embriogenezei, lantul o5 are rol in diferite procese de dezvoltare, incluzand
inchiderea tubului neural, septarea si formarea placentei.

S-a analizat dezvoltarea rinichiului in embrionii LN5 mutanti §i s-a gasit un defect
izbitor in glomerulogenezi, asociat cu 0 membrand bazald glomerulara (GMB) anormala.
Aceasta este corelati cu esuarea schimbirii in timpul dezvoltarii, in depozitarea lantului LNa,
in care a5 inlocuieste a1l in GMB si demonstreazi ca LNa5 este important in dezvoltarea
timpurie a rinichilor. [26]

LN10/11, izoforme care contin lanful a5 sunt componente majore ale membranei
bazale a multor tesuturi fetale si adulte. [14]

In mucoasa intestinald normala, distributia izoformelor de LN defineste 3 zone ale
membranei bazale epiteliale. Componente ale LN-5 (a3 si B3) au fost gasite la suprafata
membranei bazale epiteliale, lantul LNa2 a fost gasit selectiv pe fundul criptelor st lantul
LNoa5 a fost singurul lant de tip a din criptele de mijloc ale membranei bazale. [15]

Adeziunea LN1 plus nidogen-1 (entactin) sau LN1 singur induce la celule epiteliale
mamare, producerea de B-cazeind (fosfoproteind care reprezinta partea cea mai importanta a
substantelor azotate din lapte). Nidogen-1 nu induce sinteza f-cazeinei in celulele epiteliale,
dar sporeste capacitatea de inducere a LN1. Aceste date sugereaza ca nidogen-1 poate coopera
cu LN1 pentru a regla expresia B-cazeinei.
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Nidogenul-1, un component cheie al membranei bazale, actioneazi ca punte intre
moleculele LN si colagenul 1V si astfel participa la asamblarea membranei bazale. Nidogenul
1 i 2 sunt componenti obignuifi ai membranei bazale in rinichiul yoarecilor, mai mult chiar, o
fractiune substantiala a lor este colocalizatd cu LN-1. In embrionul timpuriu nidogen 1 poate
fi exprimat de celula mezenchimala si epiteliala contribuind la formarea membranei bazale
embrionare si astfel servind la sterilizarea acesteia ,,in vivo”. [34]

LN 6 si LN 5, care au in comun un domeniu de legare a integrinei in LNa3 se crede ca
coopereazi in reglarea functiilor celulei. Ele au activitati biologice distincte, dar pot coopera
in suportul adeziunii celulare. Procesarea proteolitica a lantului a3 pare sa regleze functiile
fiziologice ale LN 6.

In conformitate cu multe studii, componentele integrale ale membranei bazale,
incluzand laminina, colagenul IV si proteoglicanul heparan-sulfat, au fost localizate intr-un
numadr de tumori, castigind teren in rolul lor in neoplazie.

Pe masurd ce complexitatea ECM devine mai evidentd, rolul ei in mentinerea
homeostaziei si in biologia tumorala este pus sub semnul intrebarii.

Pentru a explora semnificatia biologica a transcriptelor alternative y2, s-a izolat ¢cDNA
codificator pentru transcriptul LNy2 de la soareci si s-a caracterizat capatul 3’ al genei LAMC-2
murind studiindu-se expresia transcriptelor alternative y2 in cateva tesuturi. Comparandu-se
expresia modelului transcriptului LNy2 cu cea a lanfului y2, s-a observat o distributie tisulara
similara, dar cu o diferenta semnificativa a nivelului de exprimare. Transcriptul mai lung y2 este
mai abundent decat varianta mai scurtd y2. Transcriptele umane y2 si y2* rezulta prin folosirea
alternativa a exonilor capatului 3’ al genei LAMC-1. [1]
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LN-molecule de adeziune celulara

ECM se leagad cu integrinele, molecule de adeziune specifice. Acest complex de
adeziune este responsabil pentru integritatea tesuturilor si semnalizarea celulara. [42]

Moleculele de adeziune celulard mediaza interactiunile celulelor cu alte celule si cu
componentele ECM. Astfel de interactii pot fi importante in dezvoltarea invaziei tumorale si
metastazarii. in general, majoritatea tumorilor exprima putina sau deloc adeziune la laminina
sau colagen, dar cateva tumori au aratat o marcata adeziune la fibronectina. [9]

S-a incercat identificarea secventelor de adeziune celulard din lantul LNplde la
soarece, prin testarea celulelor fibrosarcomului HT-1080 si celulelor melanomului B16-F10,
pentru legarea a 187 peptide sintetice supraspiralate, care au acoperit intregul lant 1.

Din cele 1 7 peptide active identificate in lantul LNB1, 8 sunt grupate in d omeniul
aminoterminal globular, sugerand un rol important in legarea celulara pentru acest domeniu,
care poate fi multifunctional. Aceasta demonstreazi ca lantul B1 are multiple situsuri active
pentru adeziunea celulari, dintre care unele sunt specifice tipului celular.

in particular, coada intracelulari a subunitatii integrinei o3 controleaza formarea de
complexe de adeziune in celulele aderente la LN. [31]

LN 5 a fost identificatd ca o proteind cheie in ancorarea filamentelor membranei
bazale (filamentele de ancorare conectezd membrana bazala cu celulelele epiteliale formand
impreund un complex epitelial de adeziune). Tulburiri in complexul de adeziune epiteliala se
realizeaza in dermatoza buloasa subendoteliala.

Carcinoamele scvamoase orale au o pierdere importantd a LN-5 si receptorilor
celulari. Ca rezultat al acestei observatii, LN-5 a fost sugerata ca o cale de invazie. [11]

Supraexpresia p300 conduce la o scadere a producerii de LN-5 in celulele epiteliale
ale sanului, astfel scdzind adeziunea. Studii de imunofluorescenta, ca §i experimente folosind
matrixul normal, au confirmat ca scdderea adeziunii celulelor care supraexprima p300, se
datoreaza ECM deficienta in LN-5 si nu datoritd scaderii receptorilor LN-5. [25]

LN 10/11 purificate din mediul conditionat al celulelor carcinomului pulmonar uman
au efecte puternice in medierea adeziunii celulelor carcinomului, intr-o maniera dependenta
de integrina a3p1. [14]

Examinand defectele unui panou de anticorpi antiintegrine care blocheaza functiile
integrinelor implicate in adeziunea LN10/11 la diferite tipuri celulare, s-a stabilit ca:
anticorpii antiintegrina Bl inhiba adeziunea tuturor tipurilor celulare testate, iar anticorpii
antiintegrina a3 inhibd adeziunea celulelor de carcinom si gliom, dar nu si a celulelor
fibroblastice. Acestea indica faptul ca LN10/11 sunt liganzi de adeziune puternici §i
multilaterali in membrana bazala, capabili sd lege integrinele a3p1, a6pl si a6p4 cu mare
aviditate. [16]

Receptori ai LN

Membranele bazale sunt cele mai timpurii produse ale ECM in timpul embriogenezei.
Ele rezultd din sinteza §i asamblarea intr-o arhitecturd supramoleculara definitd a mai multor
componente, incluzind: laminina, colagen IV, nidogenul si proteoglicanii.

Studii “in vitro” au permis propunerea unui model de asamblare bazat pe
polimerizarea LN si colagenului IV in doud retele separate, asociate prin nidogen.

O proprietate foarte importantd a componentelor membranei bazale este generarea de
semnale de control a activitatii celulelor adiacente. Transferul informatiei este mediat de
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interactiile cu receptorii suprafetei celulelor, printre care integrinele. Studii genetice la soarece
au demonstrat ca absenta acestei interactii nu este compatibila cu dezvoltarea, ca §i deletia
lantului LNyl sau lantului integrinei P1, care duce la moartea embrionului in stadiul de
implantare. Aceasta indica faptul ca, lantul Bl al integrinelor este necesar pentru initierea
formarii membranei bazale, prin aplicarea unei reglari feed-back asupra exprimarii lantului
LNal si altor componente ale membranei bazale. [3]

Integrinele care mediaza adeziunea celulelor la LN8 au fost identificate folosind
anticorpi monoclonali. Specificitatile integrinelor au fost descoperite ca fiind diferite de LNI.
Integrina a6P1 este un mediator major al adeziunii la HT-1080 si la celulele endoteliale
capilare cultivate cu LN8. [16]

Destroglicoglicanul este o proteind de legare a LN, care genereazi o legatura intre
citoscheletul subsarcolemal §i ECM. Este, de asemenea, implicat in organizarea membranei
bazale. Pana in prezent organizarea genomica a genei DAGI a destroglicanului nu a fost
complet investigati. S-a realizat clonarea si secventierea a 164 Kb din genomul DNA de
céine, care confine gene DAGI complete, de aproximativ 71Kb, genom alcatuit din 3 exoni cu
codonul START de translocatie localizat in exonul 2. [19]

In celulele Schwann, glicoproteina transmembranara, [-destroglicanul formeazi
complexul destroglican impreuna cu glicoproteina extracelulard o-destroglicanul, care leaga
LN2, component major al membranei bazale a celulelor Schwann. Astfel, complexul
destroglican este implicat in adeziunea membranei externe a celulelor Schwann cu membrana
bazald sugerdnd ca acest complex joacd un rol important in procesul de mielinizare prin
interactia cu LN2. [24]

Destroglicanul o este un receptor laminind/agrini (LN2) exprimat in muschiul
scheletal, dar si in sistemul nervos unde participa la organizarea sinapsei si asamblarea
membranei bazale retiniene. [42]

Legatura intre LNS5 si receptorii ei, integrinele a1B1, a3p1 si a6p4, a fost implicata in
progresia si invazia carcinoamelor. Imunoreactivitatea lantului LNa1, component al LNI1, si
LN3, nu a fost observata in adenoame sau carcinoame. Imunoreactivitatea pentru lanturile
integrinel a2, a6, B1 si B4 a fost descoperita in toate tumorile, iar cea pentru integrina o3 in
toate adenoamele §i majoritatea carcinoamelor, adesea colocalizata cu LN5.

in carcinoamele invazive, LN-5 este un component major al membranei bazale si
celulare folosind complexul integrind a3f 1pentru adeziunea la LNS. [22]

Principala integrina de legare a LN din musculatura scheletala, neteda si cardiaca este
integrina a7B1, care este inruditd cu a6PB 1. Exista un raspuns selectiv al integrinelor a6 si a7
la adeziunea celulara controlata de LN1 si LN2, ceea ce indica roluri diferite in migrarea si
adeziunea celulelor controlate de LN. [36]

Rolul LN in semnalizare

Proteinele ECM, fibronectina (FN) si laminina (LN) sunt cunoscute ca intervenind in
controlul cresterii si diferentierii celulelor musculare netede vasculare (VSMC).

S-a analizat relatia dintre factorii de cregstere si calea de semnalizare integrina in
VSMC. Cultivarea celulelor musculare netede ale arterelor coronare de la porcine pe FN
si LN, conduce la efecte diferite asupra proliferarii si exprimarii proteinelor contractile.
Astfel, celulele cultivate pe LN arata nivele crescute de exprimare a lanfurilor grele de
miozind din musculara neteda (marker al diferentierii celulelor musculare) decat celulele
cultivate pe FN.
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FN si LN sustin migrarea celulelor ca raspuns la PDGF. Acestea aratd o diferentd in
abilitatea de semnalizare prin intermediul kinazei de adeziune focala (FAK). Celulele
cultivate pe LN arata activare slaba sau absenta a FAK, ca raspuns la PDGF sau EGF. Calea
de semnalizare a integrinei are un efect profund asupra proliferarii §i diferentierii VSMC, iar
FAK este un intermediar important in aceasta cale. Sunt discutate implicatiile acestei cai de
semnalizare in stari patologice ca: ateroscleroza si restenoza. [29]

Adeziunea celulelor epiteliale conjunctivale umane la izoforme diferite de LN,
activeaza diferite cai de semnalizare intracelulard §i asigurd suport pentru ipoteza ca
moleculele ECM pot modula diferentierea celulelor epiteliale ale suprafetei oculare prin céi
alternative de semnalizare.

Teste de adeziune celulara, experimente de grupare a integrinelor §i experimente de
blocare a functiei integrinelor, au demonstrat ca integrinele B, dar nu si cele B4, mediaza
adeziunea celulelor epiteliale conjunctivale umane la izoformele de LN placentare (LN10-11)
si induce fosforilarea TK de adeziune focala (FAK). [20]

Primul pas in inducerea semnalului de transductie al LN1 este initiat de formarea
complexelor de adeziune specifice integrina a6fl. In contrast, la alte izoforme LN,
complexele de adeziune sunt specifice pentru integrina o3p1, datorita unei reglan
transdominante a integrinei a6P1, de citre integrina a3pl. Alte studii au demonstrat ca
citodomeniul subunitdfii integrind Pl interactioneazi cu o afinitate scazutd cu coada
citoplasmaticd a subunitétii integrind a3, dar nu si cu alte subunitati a incluzind §i 6. Aceste
rezultate demonstreaza rolul critic al cozilor citoplasmatice ale subunitatii o a integrinei in
transductia semnalului indus de integrine. In particular, coada intracelulara a subunitatii o3 a
integrinei controleazi formarea de complexe de adeziune in celulele aderente la LN. [17]

Rolul LN in tesuturile normale

Metaloproteinazele (MMP) matrixului sunt implicate in degradarea acestuia §i1 joaca
un rol important in invazia celulelor trofoblastice in endometrul maternal in timpul
placentatiei. Citotrofoblastele trimestrului I sunt capabile si produca abundent LN si FN, dar
nu s-a detectat secretia de colagen I si IV. Aceasta indicd faptul ca MMP, derivate din
trofoblaste, si inhibitoni lor sunt reglati intrinsec pe parcursul dezvoltarii. [44]

Astrocitele produc LNS5 in culturi celulare, productie marita de celulele endoteliale.
Contactul celular direct care necesitd o integrina B sau un component al matrixului insolubil
este responsabil de inductia secretiei de LN din astrocite. Hipoxia, de asemenea, influenteaza
producerea de LN matriciale. [42]

LN joaca un rol major in diferentierea, migrarea §i supravietuirea neuronala. Proteina
prion celulara (PrPc) este un receptor de inalta afinitate pentru LN, interactiile PrPc-LN fiind
implicate in neurogeneza indusa de NGF. [10]

Implantarea embrionului de soarece depinde de interactiunile complexe dintre celulele
trofoblaste embrionare si mediul uterin care este bogat in matrice extracelulard cu o cantitate
crescutd de laminina.

Injectarea intrauterina a anticorpilor de legare a LN (0,4mg la 1ml) in partea stinga a
uterului in ziua a treia a gestatiei, inhiba semnificativ implantarea embrionului, in comparatie
cu partea dreapta, care a fost injectatd cu Ig G normala. O sectiune realizata in ziva a 5-a a
aratat ca embrionul din partea dreapti a uterului s-a implantat normal §i s-a dezvoltat sénatos,
in timp ce embrionul din partea stinga este dezintegrat sau chiar absent. [45]
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Studiile au sugerat cd membrana bazala singura poate induce diferentieri ductale si
morfogeneza in pancreasul embrionar nediferentiat. LN-1 este importantd in inducerea
diferentierii exocrine (ducte §i acini ) in pancreas. Mai mult, s-a demonstrat ca:

1. morfogeneza ductului pancreatic pare sa necesite LN1 din membrana bazala si nu

receptorii integrine ce confin a6,

2. regiunile supraspiralate ale LN sunt locusuri biologic active, necesare pentru

morfogeneza ductului pancreatic,

3. citodiferentierea duct-specifica, in contextul expresiei anhidrazei carbonice II, nu

este obligatoriu cuplatd cu morfogeneza ductului,

4. membrana bazalid poate contine factori de crestere, care pot sustine atit expresia

anhidrazei carbonice II, cét i capacitatea de a forma ducturi, in ciuda absentei
acestora [6].

Aditia LN1 la neuronii simpatici de sobolan a cauzat avansarea microtubulilor si
legarea lor in conul de crestere initial si apoi dezvoltarea axonilor subtiri, cu crestere rapida.
Astfel, microtubulii sunt o tintd directa pentru LN1 in conul de crestere, cu consecinte
importante pentru cresterea axonala.

Lanful LNa2 este un component al merozinei, membru al familiei de molecule LN,
care este exprimat in special in mugchiul striat. Gena acestui lant (lama2) la soarecii mutanti
(dy/dy) determina distrofie musculara congenitald. In asociatie cu distrofia musculara,
limfocitele CD4+, CD8+ dublu pozitive, dispar prin apoptoza, in timp ce limfocitele CD4+,
CD8+, CD8- sau CD4- raman. Pentru a studia mecanismele care conduc la moartea selectiva
a celulelor dublu pozitive in absenta merozinei, s-a analizat rolul interactiilor dintre VLA-6,
(un ligand al merozinei in timus) i merozind (LN2). [40]

In vitro, supravietuirea limfocitelor de la soarecii normali a fost mentinutd prin
adaugarea fie a anticorpilor monoclonali anti-VLA-6 (activarea foarte tarzie a antigenului) fie
merozinei. [13]

Celulele miogenice LNa2 negative au fost detectate la goarecii distrofici dy/dy,
sugerand implicarea altor lanturi o LN 1n diferentierea miogenica timpurie cum sunt LNo4 si
a5, ambele exprimate tranzitiv in membrana bazala a miotubulilor nou formati. [37}

Laminina, nidogenul, agrina, colagenul IV si XVIII sunt constituenti majori ai
membranei bazale a retinei. Cu toate acestea, doar agrina este sintetizatd de retind, pe cand
ceilalfi constituenti sunt originari din celulele corpului ciliar, iris §i cristalin.

Sinteza din tesuturile extraretinale presupune faptul ca proteinele membranei bazale
retiniene trebuie si fie eliminate din tesutul lor de origine, in corpul vitros si de aici legate de
proteine receptori furnizate de neuroepiteliul retinei. Faptul ca toate proteinele tipice ale
membranei bazale retiniene sunt abundente in corpul vitros si cd o noud membrana bazala este
formata numai cind acesta este direct adiacent retinei, sugereaza ca el intervine in formarea
membranei bazale retiniene. [12]

Jonctiunile miotendinoase (MTJ) joaca, de asemenea, un rol important in separarea
muschilor in timpul morfogenezei. In MTJ la adult au fost detectate doar cantitati vestigiale
de lanfuri LNa 1 si a5. Pe baza datelor de co-distributie, se speculeazi ca lantul LNal suporta
o schimbare de izoform4, in formarea MTJ, de la LN1 la LN3. [33]

Studii de regenare a nervilor realizate asupra jonctiunilor neuromusculare (NMJ)
sugereazi ci: componentele membranei bazale sinaptice dicteazi axonului unde sa localizeze
magsindria de eliberare a neurotransmitatorilor. Buni candidati pentru aceste componente sunt
lamininele sinaptice care contin lanfurile a4, a5 sau 2.

Expresia izoformelor de LN si legaturile lamininei la receptorii integrine, cunoscutd a
se realiza in mugchi, a fost investigata in timpul regenerarii miogenice dupa lezéri accidentale.
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LNal nu a fost detectatd in musculatura scheletald, iar LNa2 este prezentd in membrana
bazala a miofibrilelor mature si a miotubulilor nou formati. [38]

LN si cancerul

Folosind o procedura imunohistochimicd, s-au studiat posibilele relatii dintre
distributia glicoproteinelor LN in membrana bazald si tipurile histologice sau modelul
cresterii infiltrative in tesutul inconjurator, in 78 cazuri de cancer gastric timpuriu. Modelele
pentru LN si FN din membrana bazala au fost clasificate in: continuu (C), discontinuu (D) si
negativ (N), studiul sugerand cé disparitia LN in cancerul gastric este un factor important in
invazia submucoasei sau in determinarea modelului de crestere infiltrativi a tumorilor in
tesutul ambiant. [7]

Modelele cresterii tumorale sunt doud: crestere expansivd (dilatativd si crestere
infiltrativa). in ce priveste relatia dintre modelele LN si tipurile histologice ale tumorilor,
modelul C a fost cel mai frecvent in adenocarcinomul tubular, dar absent in cel slab
diferentiat, iar modelul N a fost semnificativ mai scdzut in adenocarcinomul tubular decéat in
cel slab diferentiat. Frecvent, modelul N a fost semnificativ mai scazut in cresterea expansiva
(23,5%), decét in cea infiltrativa (68%).

Proteaza cistein-capsind B este crescuta intr-o varietate de tumori, indeosebi in cele
invazive, ea putdnd degrada proteine ale ECM cum ar fi colagenul IV si LN si poate activa
formarea precursorului pentru uPA, astfel initiind o cascada celulara proteolitica. In general,
majoritatea tumorilor exprima slaba sau deloc adeziune la LN sau colagen, desi cateva tumori
arata o marcata adeziune la fibronectina.

Colagenul tip XV, IV si LN au fost detectate in toate zonele membranei bazale a
tesutului epitelial normal, muscular, adipos, neural §i vascular. in adenomiocarcinoamele
invazive moderat diferentiate, LN si colagen IV sunt uneori observate ca depozite continue,
liniare, in jurul unor glande maligne, dar mai frecvent au fost observate in depozite
discontinui sau au lipsit complet.

In contrast, tipul XV de colagen a fost caracterizat ca virtual absent in zona
membranei bazale glandelor maligne in tumorile moderat diferentiate. Toate cele trei proteine
au fost, de obicei, prezente in stroma $i membrana bazala vasculara adiacenta care inconjoara
glandele invazive. In conformitate cu multe studii, componentele integrale ale membranei
bazale, incluzind LN, colagen 1V si proteoglicanul heparan sulfat, au fost localizate intr-un
numir de tumori, castigind teren in rolul lor in neoplazie. [2]

Legitura intre LN5 si receptorii ei, integrinele a2p1, a3f1 si a6f4 a fost implicata in
progresia §i invazia carcinoamelor.

In carcinoame, in toate gradele de diferentiere, LN se observi in tumorile membranei
bazale, unde colagenul VII este aproape absent. LN5 pare a se acumula de-a lungul marginilor
invazive ale carcinoamelor, in timp ce LN10 este mai mult absenta.

Imunoreactivitatea pentru lanful alLN, un component al LN1 si LN3, nu a fost
observatd in adenoame sau carcinoame. Imunoreactivitatea pentru lanfurile integrinelor, a2,
a6, Bl si B4 a fost descoperita in toate tumorile, iar cea pentru o3 in toate adenoamele i
majoritatea carcinoamelor, adesea in colocalizare cu LNS. in carcinoamele invazive LN5
produs de celulele acestora, este un component major al membranei bazale celulele folosind
complexul integrind a3f1 pentru adeziunea la LN5. [22]
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LN si alte relatii

Helicobacter pilory este agentul cauzal pentru gastrita cronica, ulcer peptic i
malignitati gastrice. Au fost descrisi un numir de factori de virulenta, incluzind céteva
adezine, o citotoxind, proteine activatoare a neutrofilelor si proteinelor de legare a matrixului
extracelular, precum: colagenul tip IV, laminina si vitronectina. [21]

Grupul de streptococi ( adera la receptorii de suprafata ai celulelor epiteliale, receptori
care includ fibronectina si laminina. [39]

A fost determinata si aderenta exemplarelor de Haemophilus influenzae neincapsulati,
izolati clinic de la bolnavii cu bronsita cronic3, la componente distincte imobilizate ale ECM.
Exemplarele au putut fi divizate in doud grupe: unele care aratd un alt nivel de aderenta la
laminina si colagen tip I, ca si aderenta la fibronectina si altele care aratd doar un nivel
moderat de adeziune la laminine si un nivel scazut de adeziune la fibronectina. [4]

Legarea Trypanosomei cruzi la laminina este amplificata de catre galactina 3, lectina
ce leagd P-galactozide §i este inhibata de lactozi. Galactina 3 se leagd de proteinele de
suprafata de 45, 32 5i 30 KDa rezultand ca ele interactioneazi cu galactina 3 pentru a creste
adeziunea Tripanosomei la laminina.

Laminina reprezinta si pentru Toxoplasmei gondii o punte de legitura intre parazit
si gazda. [28]
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VIRUSUL EPSTEIN-BARR (EBYV)

Virusul Epstein-Barr (EBV) este un membru al familiei Herpesviridae si unul dintre
cele mai comune virusuri umane, foarte mulfi indivizi fiind infectati de-a lungul vietii.

Cum a fost descoperit virusul Epstein-Barr (EBV)?

In 1961, un medic chirurg din Uganda, Denis Burkitt, in urma cercetarilor efectuate, a
semnalat prezenta la copiii africani a unei anumite tumori, cu o anumité distributie geografica
corespunzitoare. Aceste tumori, care afecteazd 8 din 100.000 copii din Africa §i Noua
Guinee,Asunt cunoscute ca limfomul Burkitt.

In 1964, cercetatorii M. A. Epstein, Y. M. Barr si B. G. Achong au identificat,
folosind microscopul electronic, un membru necunoscut al familiei herpesvirusurilor care
ulterior a fost denumit virusul Epstein-Barr (EBV).

pe s

Morfologia EBV

Morfologia EBYV este identica celei a celorlalte herpesvirusuri.

Genomul EBV este linear, de 172kDa, genom care se circularizeaza in celulele infectate.
Secventele terminale (TR) sunt repetari in tandem de aproximativ 540pb. Un numar varniabil de
IR (internal repeats) de aproximativ 3,1pb leagd o regiune scurtd de regiunea lunga unica.
Cateva alte ripituri sunt raspandite in genom. Doi clusteri de ripituri in tandem de 125 si
respectiv 102pb prezinta omologie partiala si au aceeasi orientare in genom. Fiecare este flancat
de o regiune inalt conservata de 1pb. Aceste regiuni duplicate din stanga si din dreapta sunt
notate DL i DR st sunt localizate la aproximativ 100pb una de cealalta in genomul viral.

Intregul genom viral persista in limfocitele aflate in proliferare ca DNA linear integrat
si circular inchis.

Infectia latenta

Ca si alte herpesvirusuri, EBV persistd in gazdele sale prin capacitatea de a stabili o
infectie latenta ce se reactiveaza periodic.

EBYV stabileste infectia latenta ca acid nucleic extracromosomal ce se reproduce singur.

Se cunosc tipurile de latenta I, II i I11.

Prima forma de latentd descoperita a fost tipul I1I in care se exprima toate antigenele
nucleare specificate de EBV (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C si proteina lider
EBNA-LP) si trei proteine latente de membrana (LMP-1, -2A, -2B).

Toate EBNA-urile sunt polimorfe, structura lor fiind diferitd de la o specie la alta. Ele
sunt codificate de ARNm individuale generate de splicing-ul alternativ al aceluiasi transcript
lung exprimat de promoterul Bam HI W.
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LMP-1 este exprimati de partea stingd, iar LMP-2B este exprimata de partea
dreaptd a promotorului bidirectional din regiunea BAM HI. LMP-2A este codificat de
un transcript cu originea intr-un promotor separat §i care are un prim exon diferit ce nu exista
in ARNm al LMP-2B.

Aceastd forma de latenta a fost descoperita in grupul III de linii celulare din limfomul
Burkitt i in linii celulare limfoblastoide transformate de EBV.

Tipul I de latenta a fost identificat ulterior in liniile celulare din limfomul Burkitt ce
retin in mod stabil fenotipul originar din biopsia tumorala din grupul I si au fost toate pozitive
pentru EBNA-1. Acesta este translatat din ARNm cu o imbinare unicd a structurii Bam
HI-Q/U/K. Reprezinta singura proteina sintetizata in tipul I de latenta. S-a considerat ca este
dirijatd de un promotor din regiunea Bam HI F, ceea ce nu s-a confirmat.

Tipul II de latenta se caracterizeaza prin exprimarea tuturor LMP-urilor 5i a EBNAI
s este present in tumorile non-B (carcinom nazofaringeal, tumori T-celulare, boala Hodgkin).

EBNA-1, LMP-1 si LMP-2 sunt cel mai frecvent observate in celulele B infectate
latent si in tesuturile din bolile asociate cu infectia cu EBV. De aici, rezulta rolul lor in
persistenta infectiei latente in replicarea virala si in bolile asociate cu EBV.

Trasatura comuna tuturor tipurilor de latentd este transcrierea abundenti de EBER
DNA nepoliadenilat, necodificator, cu functie necunoscuta.

Raspunsul sistemului imunitar

EBV produce aproximativ 100 antigene diferite in faza activa a ciclului viral, iar in
faza inactiva are doar 10 antigere, printre care si antigenele nucleare EBNA-1, EBNA-2,
EBNA-3 si proteinele membranare LMP (ex. LMP-1).

EBNA-1

Antigenul nuclear 1 al virusului Epstein- Barr (EBNA-1) este singura proteind virala
detectabila, exprimata in limfoamele Burkitt (BL) pozitive, cu genom viral. Studii recente au
sugerat ca liniile virale cu modificari particulare ale secventei EBNA-1 sunt, in mod
preferential, asociate Tu aceste tumori §i astfel, la un pacient, variantele tumorale asociate pot
determina ,,de novo* o mutanta rara a liniei dominante EBV preexistente.

Au fost supuse analizei liniile virale asociate BL provenite din trei arii geografice
diferite (Africa de Est, Europa si Noua Guinee), aldturi de izolate virale provenite de la
donori-control din regiuni corespunzitoare geografic. S-au folosit modificarile secventei in
doud regiuni separate ale genei EBNA-1 (codonii N-terminali 1 pana la 60 si codonii
C- terminali de la 460 la 510), pentru a identifica subtipul EBNA-1 pentru fiecare virus. Arii
geografice diferite manifesta spectre diferite ale subtipurilor EBNA-1, doar cu o suprapunere
limitata intre ele; chiar si liniile virale tip II, ce tind a fi mult mai omogene decét tipul I
corespunzator, aratd diferente geografice ale locusului EBNA-1. Si mai important este cd, in
interiorul oricarei arii, subtipurile EBNA-1 asociate BL au fost gasite ca fiind, in general,
prevalente in populatie. De aceea, nu s-a gasit nici o evidenta cd geneza limfomului Burkitt
implica o selectie pentru liniile EBV cu modificari particulare ale secventei EBNA-1(1).

Patru promotori - Cp, Wp, Fp si Qp - sunt cunoscufi ca participa la transcrierea
geneticd a antigenului nuclear 1 al virusului Epstein-Barr (EBNA-1) in liniile celulare
infectate cu EBV. Promotorii sunt folositi diferential in cursul diferitelor faze ale infectiei i
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in stabilirea stadiilor de latentd. Aceasta ridici probleme asupra regldrii promotorilor si
mecanismelor moleculare ce stau la baza schimbarilor dintre promotori.

Pentru a obtine o masura a activitafii diferitelor unitati transcriptionale EBNA-1 in
liniile celulare transformate de EBV, cu fenotipuri diferite, probele RNA au fost construite
astfel incat sa permita detectarea si cuantificarea relativa, prin analiza protejatd a RNA-zei, a
transcriptelor EBNA-1 initiate de Fp si Qp si, indirect, de Cp/Wp. Protejarea RNA-zei si
metoda PCR au fost realizate cu RNA citoplasmatic din linii de celule limfoide B, in stadii de
latenta I, II i I1I s1 dupa inducerea ciclului litic al virusului. Experimentele demonstreazi ca ,
in plus fata de transcriptele EBNA-1 identificate anterior, liniile celulare de toate tipurile de
latentd contin diferifi mRNA ce poartd secvente din EBNA-1 codificatoare ale exonului K.
Inducerea ciclului litic al virusului este determinatd de nivelele reduse ale transcriptelor
“spliced” FpQ/ U/ K. Totusi, a existat o crestere masiva a transcriptelor “spliced“ FpQ si
FpQ/ U cu secvente 3’ (2).

EBNA-2

Antigenul nuclear 2 al virusului Epstein-Barr (EBNA-2), o proteind implicatd in
transformarea celulara, interfera cu raspunsul celular la interferonii tip I (IFN-alfa/ beta).
Exprimarea lui EBNA-2 conduce la activarea transcriptionald atit a genelor stimulate
endogen, cat si transferate IFN (ISG).

In cautarea unui mecanism molecular pentru inducerea transcriptionald a ISG s-a
observat o sintezd dependenta de EBNA-2 a IFN-beta ARNm la niveluri scizute si secretia
unor mici cantitati de IFN. Un promotor IFN-beta transferat, raspunde la activarea EBNA-2,
iar o secventa foarte asemanatoare cu situsul de legare al RBP-j-Kappa a fost evidentiata ca o
fintd potentiala a activitdfii EBNA-2. EBNA-2 dependent de inducerea transcriptionald a
promotorului IFN-beta apare in celulele limfoamelor Burkitt EBV-negative, indicand ca alte
gene EBV nu sunt necesare pentru inducerea sintezei [FN-beta (3).

EBV infecteaza si transforma in vitro limfocitele B primare. Infectia virald initiazi
intrarea in ciclul celular a limfocitelor B rimase neafectate. Mentinerea proliferarii in celulele
infectate este dependenta strict de functionalitatea lui EBNA-2.

S-a demonstrat ca LMP-1 si c-myc sunt direct activate de EBNA-2, indicand astfel ca,
toti factorii celulari esentiali pentru inducerea acestor gene de citre EBNA-2 sunt prezenti in
celulele raimase neafectate. Din contra, inducerea reglatorilor ciclici celulari, ciclina D2 si
cdk4, sunt evenimente secundare ce necesita sinteze proteice ,,de novo“ (4).

Proteinele nucleare ale EBV — si anume EBNA-LP si EBNA-2 sunt primele doua
proteine exprimate in infectia latenta a limfocitelor B primare. EBNA-2 este esentiald pentru
transformarea limfocitelor si EBNA-LP este cel putin critica. in timp ce EBNA-2 activeazi
promotori specifici virali §i celulari, rolul lui EBNA-LP este inci obscur.

In studiul respectiv s-a demonstrat ¢ EBNA-LP stimuleaza activarea lui EBNA-2, a
promotorului LMP-1 si a elementului reglator transcriptional bidirectional LMP-1/ LMP-2B.
EBNA-LP singura, are doar un efect negativ.

De vreme ce ambele elemente reglatoare virale pot lega proteina celulara RBP-j-Kappa
asociati EBNA-2, siturile de legare consens RBP-j-Kappa au fost pozitionate in capitul
superior al promotorului timidin-kinaza al virusului simplex-herpes tip1 si au fost gasite a fi
suficiente pentru coactivarea EBNA-LP si EBNA-2.
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Activitatea stimulatoare a EBNA-LP rezida in repetarea aminoacidului 66 din
domeniul amino-terminal. Aminoacidul 45 din capitul carboxi- terminal pare sa regleze
efectele EBNA-LP. Primii 11 aminoacizi din cei 45 au un efect puternic negativ, in timp ce
ultimii 10 sunt critici pentru abilitatea ultimilor 34 de a inlocui efectul negativ. Aceste
rezultate arata ca rolul critic al EBNA-LP in transformarea cresterii celulare mediata de EBV
constd in stimularea (i probabil reglarea) activarii transcriptionale mediate de EBNA-2 (5).

EBNA-3

EBNA-3 (denumit si EBNA-3A) este una dintre antigenele nucleare codificate de
EBYV, necesare pentru transformarea celulelor B. Este cunoscuta ca tinteste RBP, proteine
nucleare ce interactioneaza si ele cu EBNA-2, EBNA-4 si EBNA-6 (6).

Doua regiuni ale proteinei EBNA-3A apartindnd EBV au fost evidentiate a fi capabile
sa se lege de proteina celulara RBP-Jk, o componenti a cdii de semnalizare Notch.

Modelele curente pentru EBNA-3 functionala au afectat reprimarea transcriptiei prin
intermediul legérii de RBP-Jk, dar este consideratd o schema alternativa in care rolul legarii
lui EBNA-3A, -3B si -3C la RBP-Jk este de a tampona nivelurile proteinei EBNA-3 active.
Comportarea lui EBNA-3A este modificati de citre EBNA-LP, indicind un nivel nou,
suplimentar, de interpunere intre proteinele EBNA (7).

Familia de gene a antigenului nuclear 3 (EBNA-3, EBNA-4 si EBNA-6) al EBV este
importantd pentru EBV ce induce mentinerea.si supravietuirea limfocitelor B. Totusi, este
foarte putin ceea ce se stie despre cum este reglatd exprimarea acestor gene. Fiecare dintre
cele 3gene consta din doi exoni separati printr-un mic intron. Revers-transcriptaza din metoda
PCR releva cd marea majoritate a lor exprimate in celulele B infectate cu EBV retine
secventele intronice. Datele obtinute aratd ca secventele intronice pot influenta exprimarea
proteinei EBNA-3 si sugereaza ca retentia intronului poate furniza un sens pentru exprimarea
individuala a familiei de gene EBNA-3 (8).

Pentru a gisi proteine celulare ce se asociazd cu EBNA-3 (EBNA-3A), unul din
virusurile EBV a fost asociat cu proteine nucleare. Interactiunea a fost confirmata aratand ca o
proteina fuzionala GST precipita in mod specific EBNA-3 din celulele CV1 infectate cu virus
vaccinia recombinat ce exprimd EBNA-3. Regiunea de interactie a fost cartata spre domeniul
apical al lui TCP-1 epsilon.

Studiul arata ca proteinele mari, transformate prin codificare virala, precum EBNA-3,
pot primi ajutor prin plierea lor initiala in complexele Chaperone. Recunoasterea complexului
Chaperone apare mult mai probabild prin intermediul interactiei specifice cu una din
subunitafi. Se sugereazd cd EBNA-3 in devenire, poate recunoaste complexul TCP-1 prin
interactiunea cu regiunea apicala a subunitatii epsilon (9).

Proteina  EBNA-3C este un reglator transcriptional al genelor virale si celulare. Ea
poate inhiba transcrierea prin intermediul unei asocieri cu DNA celular legat de proteina
J-kappa, functie pe care o imparte cu EBNA-3B.

in studiul mentionat a fost prezentat un mecanism prin care EBNA-3C, in conjunctie
cu EBNA-2, poate activa transcrierea de la nivelul promotorului LMP-1 a EBV. O proteina
mutantd EBNA-3C incapabild sa lege J-kappa activeaza transcriptia la fel de eficient ca si
tipul-sélbatic, EBNA-3 indicind cd EBNA-3C poate regla transcriptia prin intermediul unui
mecanism independent de J-kappa.
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In plus, activarea promotorului LMP-1 este o functie unici a lui EBNA-3C. Elementul
DNA prin intermediul caruia EBNA-3C activeazi promotorul LMP-1 include un situs de legare
spi-1/ spi-B. Atat EBNA-2 cat si EBNA-3C sunt necesare pentru transcriptia mediatd prin
intermediul unei regiuni de 41bp a promotorului LMP-1 ce contine situsul de legare spi. (10)

LMP-1

Proteina 1 latent membranard (LMP-1) este o proteind membranard codificati de
EBV tip III cu potential oncogenic §i este exprimatd mult mai consecvent in diferite afectiuni
asociate EBV. Spre deosebire de multe alte proteine EBV, s-a demonstrat ca anticorpii LMP-1
apar rar in cazul unor boli asociate EBV.

Rezultatele obtinute in anumite studii au demonstrat c3, in opozitie cu notiunile
cunoscute, LMP-1 induce importante raspunsuri imune umorale in cazuri maligne asociate
cu EBV, mat ales la pacienti cu carcinom nasofaringeal (NPC), la care un procent mai mare
de 70% din ser este pozitiv pentru acesti anticorpi, si titrurile lor se coreleazi cu starea
clinica a tumorilor.

Foarte interesant este faptul ca anticorpii anti-LMP-1 ai izotipului IgA au fost gasiti
doar la pacienti cu NPC. Acesti anticorpi erau absenti in serul pacientilor cu mononucleoza
infectioasa si infectia cronica cu EBV, in timp ce o mica fractie (aprox 5%) din indivizii
sdndtosi EBV sero-pozitivi, erau pozitivi pentru acesti anticorpi.

Studiile efectuate au aratat, pentru prima data, semnificatia potentialad a anticorpilor
LMP-1 in diagnosticarea si prognosticul afectiunilor asociate EBV, in special NPC (11).

LMP-1 este singura proteind a EBV detectatd in carcinomul nasofaringeal (NPC),
cancer asociat intim cu EBV.

Studii anterioare in vitro au demonstrat ca LMP-1 poate regla superior receptorul
factorului de crestere epidermal (EGFR) in celulele epiteliale. Nu s-a stabilit daca aceste
efecte celulare existd in NPC. Pentru a aprecia asocierea dintre LMP-1 si EGFR in tesuturile
NPC, 60 specimene NPC au fost examinate imunohistochimic folosind anticorpi anti-LMP-1
(CS 1-4) si anticorpi anti-EGFR (EGFR 1, EGFR 1005). Rezultatele au aratat ca 41
specimene au fost i munopozitive p entru LMP-1 si 44 specimene supraexprimau EGRF. In
plus, corelarea dintre LMP-1 si EGFR a fost, din punct de vedere statistic, semnificativa. in
final, datele au aratat ca supraexprimarea acestuia este un fenomen comun in NPC, si cd acel
EGFR este co-exprimat cu LMP-1 in NPC. Astfel, EBV poate juca un rol in geneza tumorii
NPC prin intermediul efectelor LMP-1 si EGFR (12).

Studiile in vitro au aratat ca variantele cu deletiile perechilor de baze 30 si 69 ale genei
LMP-1 a EBV au o capacitate de transformare mai crescuta decat varianta tipului sélbatic.

Mai recent, aceste studii au urmadrit analiza in vivo pentru asemenea variante cu
potential oncogenic, in tesuturile limfoide.

Detectia moleculari a variantelor oncogenice ale genei LMP-1 prin biopsia unui nodul
limfatic, ca un indicator al agresivitatii EBV-ului asociat bolii limfoproliferative, trebuie sa fie
urmdritd cu atentie. Frecventa relativ crescutd a variantei perechii de baze 69 reflecta,
probabil, o incidenta diferitda a variantelor LMP-1 in populatia sdnatoasd provenita din arii
geografice diferite (13).

Cadrul de citire deschis BNFL-1 al EBV codificd doud proteine inrudite, LMP-1 si
LMP-1 litica (Iy LMP-1). LMP-1 este o proteind latentd necesarda pentru imortalizarea
celulelor B umane de cétre EBV, in timp ce ly LMP-1 este exprimati in cursul ciclului litic si
este gasita in virionul de EBV. In contrast cu LMP-1, ly LMP-1 este stabild, cu un timp de
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injumatatire de mai mult de 20 ore in celule B 95-8 tratate cu tetradecanoil forbol acetat si
butirat. Desi ly LMP-1 insasi are efecte neglijabile asupra activitatii NF-Kappa B, ea inhiba
activarea acestuia prin intermediul LMP-1 intr-o maniera dependenta de doza.

Modularea LMP-1 ce activeaza caile de semnalizare este prima activitate biologica identi-
ficata, asociata cu ly LMP-1, activitate ce poate contribui la progresia ciclului litic al EBV (14).

Oncoproteina LMP-1 a EBV este necesara pentru mentinerea proliferérii celulelor B
infectate i prezinta unele caracteristici comune cu CD40, TNF-R1 si receptorii de legatura.
Membrii acestei familii pot lega molecule TRAF si TRADD si pot activa NF-kappa B si AP-1
la fel ca §i LMP-1. In timp ce CD40 si TNF-R1 sunt dependenti de legarea liganzilor lor
pentru semnalizare, LMP-1 in mod aparent, nu este dependentd. LMP-1 se poate comporta ca
un lider al proliferarii celulare si, de aceea, isi limiteazd propriile sale activitdti. Aceasta
inhibitie a proliferarii determinatd de LMP-1 nu este mediata de apoptozi, dar rezultd din
citostaza a 4 linii celulare testate. Jumatatea structuralda a LMP-1 ce o distinge de CD40 si
TNF-R1 este reprezentatd de segmentele sale amino-terminale, ca i de cele ce strabat
membrana (15).

EBV prezinta trei proteine latente membranare (LMP) si anume LMP-1, LMP-2a si
LMP-2b - ce sunt exprimate in carcinomul nasofaringeal.

Folosind linii c elulare d e k eratinocite ce e xprima LMP-2a si LMP-2b si coexprima
LMP-1/LMP-2a, s-au analizat modificdrile morfologice §i exprimarea moleculelor de
adeziune CAM-1, alfa 2, alfa 3, alfa 5, beta 1 si alfa 6-betad4 integrine, laminina 5,
E-cadherina si desmoplakina. Celulele care exprimda LMP-2a sau LMP-2b prezentau
deficiente ale capacitafii de maturare §i progresie spre o stratificare normald scvamoasa, in
comparatie cu liniile celulare parentale. Celulele care coexprima LMP-1/.LMP-2a au prezentat
suplimentar o ,,pseudoinvazie* in suportul dermic echivalent. A existat o crestere consistenta
s1 dramatica a reglirii in exprimarea suprabazala a lamininei 5 si integrinelor alfa 6-beta 4 si
beta 1 in liniile celulare ce exprimd LMP. Exprimarea integrinelor alfa 3 si alfa S era, de
asemenea, puternic reglata in liniile celulare care exprima LMP, in timp ce alfa 2 a demonstrat
o reducere a exprimarii lor in stratul bazal normal. Modelele de exprimare a E-caderinei si
desmoplakinei erau neschimbate in esenta.

Concluziile privind cele trei tipuri de LMP au fost ca, LMP-2a si LMP-2b singure,
precum si LMP-1/LMP-2a coexprimate sunt capabile sa altereze exprimarea moleculelor de
adeziune ale keratinocitelor, consecvent cu carcinomul nasofaringeal (16).

Boli induse de EBV
Mononucleoza infectioasd

EBV produce mononucleoza infectioasd, care se mai numeste si ,,boala sarutului*
deoarece virusul este transmis prin saliva. In SUA mai mult de 95% dintre adultii de 35-40
ani au fost infectati cu acest virus.

Marea majoritate a indivizilor sunt infectati in copilarie, probabil prin intermediul
mamelor, insé infectia nu este vizibila. Pe de alta parte, populatia infectatd pentru prima data
in cursul, sau dupéa adolescenta, are 50% sanse sé faca febra ganglionara.

Simptomele mononucleozei infectioase sunt febra, dureri de git, marirea
ganglionilor limfatici.

Afectiuni ale inimii sau ale SNC sunt rare. De asemenea, infectia activda cu EBV nu
duce la pierderea sarcinii si nu provoaca defecte ale nou-nascutului.
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Desi simptomele mononucleozei infectioase dispar in 1-2 luni, EBV rimane dormant
sau latent in celulele din gat si singe pentru tot restul vietii. Periodic, virusul poate fi
reactivat §i adesea poate fi gasit in saliva persoanelor infectate.

Carcinomul nazofaringeal

Carcinomul nasofaringeal (NPC), intim asociat cu EBV, este o tumora maligna puternic
metastazantd. O activitate importantd in invazia tumorala si metastazi o are colagenaza sau
gelatinaza tip IV de 92KDa si metaloproteinaza 9 matricealdi (MMP-9) ce mediaza degradarea
membranei bazale §i matricea extracelulard. Exprimarea lui MMP-9 s-a demonstrat ca este
sporitd de oncoproteina EBV-LMP-1. LMP-1, ce este exprimata in NPC are doua domenii de
semnalizare esentiale in capatul carboxil-terminal numite CTAR-1 si CTAR-2.

Studiul a relevat faptul c&, fiecare domeniu de semnalizare poate activa promotorul
MMP-9 si induce activitatea acesteia; totusi, mutantele cu LMP-1 deletata, lipsite fie de
CTAR-1, fie de CTAR-2 au avut o abilitate redusa in inducerea exprimarii MMP-9. Deletia
ambelor regiuni activate aboleste complet inducerea activititii MMP-9, in timp ce
cotransfectia mutantelor deletate CTAR-1 si CTAR-2 restabileste activitatea MMP-9 la
niveluri produse de LMP-1, tipul dominant.

In NPC, LMP-1 poate contribui la invazivitate si metastaza prin intermediul inducerii
transcriptiei MMP-9 si activititii enzimatice (17).

Serul de la pacienti cu carcinom nasofaringeal aratd titruri crescute de anticorpi IgA
pentru antigenul capsidal viral Epstein-Barr. Pentru a cerceta care este mai bun pentru
diagnosticul NPC, titrarea serului IgA/antigen capsidal viral (VCA) sau EBNA-2, s-au
examinat aceleasi titruri serice. 16 cazuri de NPC in care titrurile anticorpilor EBNA-2 serici
au fost testate, au fost cercetate pentru titrurile anticorpilor IgA/VCA serici inainte si dupa
tratamentul cu radiatii. Toate cazurile de NPC au aridtat reactii pozitive la o colorare
imunofluorescenta indirecta si titrul mediu a fost de 252. 12 cazuri normale, 5 pacienti cu
carcinom nasofaringeal, 4 pacienfi cu carcinom hipofaringeal, 4 pacienti cu carcinom
laringeal si 6 cu limfom malign, au fost de asemenea examinati, dar ei au prezentat titrun
negative sau relativ reduse. Un studiu foarte atent a evidentiat ca titrurile IgA/VCA si NPC
ramén in mare parte stabile.

Aceste rezultate indica o relatie stransa intre IgA/VCA si NPC ; totusi, prognoza se
coreleaza mai bine cu titrurile EBNA-2 decat cu cele de IgA/VCA 9(18).

Maladii limfoproliferative

Infectia celulelor B umane cu EBV este observabila in activarea ciclului celular si in
cresterea celulard. Pentru a interpreta mecanismele prin care EBV activeazd celula, s-au
analizat multe proteine implicate in controlul fazelor GO si Gl1-ale ciclului celular, si in
reglarea apoptozei. In infectia cu EBV, majoritatea modificarilor incluzind inductia precoce a
ciclinei D2 sunt dependente de exprimarea genelor EBV, dar o alterare in profilul E2-F4 a
fost, in parte, independenta de exprimarea genelor virale.

Analize cantitative au demonstrat o legiturd directd temporald intre nivelurile
proteinelor LMP-1 si NF-kappa B activate in cursul infectiei (19).

S-a demonstrat ca alfa (v) integrinele joacd un rol important in migrarea celulelor de
origine epiteliald, in cresterea celulard si invazia tumorald/metastaze; totusi, rolul lor asupra
celulelor de origine hematopoietica este mai putin clar.

EBYV, un herpesvirus uman asociat cu cateva afectiuni limfoproliferative la om, induce
exprimarea alfa (v) integnnelor asupra limfocitelor B transformate.
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Studiile efectuate au aritat ca infectia cu EBV creste subunititile mRNA-alfa (v), beta
3 si beta 5 integrine, la fel ca si reglarea exprimarii proteinei alfa v-beta 3 integrina asupra
celulelor B umane. Printre alte 9 proteine EBV diferite, exprimate in celule B infectate tardiv
(asociate cu membrana nucleara si plasmaticd), doar LMP-1, LMP-2A si EBNA-2 au
demonstrat ca transactiveaza selectiv promotorul alfa (v) integrinei. Tratamentul celulelor B
transformate de EBV cu oligonucleotide antisens alfa (v) reduce in mod specific suprafata
celulara de exprimare a alfa (v) integrinelor si inhiba cresterea celulara.

Studiile au ardtat ca alfa (v) integrinele joacd un rol important in proliferarea
limfocitelor B. Strategii de interferare cu exprimarea si/sau functionarea alfa (v) integrinei pot fi
de o potentiala valoare in tratamentul afectiunilor limfoproliferative asociate cu EBV (20).

Imunitatea mediatd celular, in special a limfocitelor T citotoxice (CTL), furnizeaza
rezistentd la EBV, asa cum s-a demonstrat, din intamplare, in cazul unui posttransplant intr-o
boala limfoproliferativd la un pacient imunosupresat. S-au folosit celule dendritice (DC)
pentru a obtine anti-EBV specific CTL din culturd. DC au fost apoi infectate cu vaccinia
recombinat cu EBNA-3A. Infectia cu vaccinia reduce semnificativ viabilitatea DC imature
dupa trei zile de cultura, dar are un efect slab asupra restabilirii celulelor DC mature. Pentru a
reduce aceste efecte citopatice §i pentru a extinde potentiala utilizare a vectorilor vaccinia in
terapia DC la pacienti imunocompromisi, s-au folosit cu succes psoralen si virus inactivat u.v.
DC mature incarcate cu virus vaccinia viu sau inactivat pot elimina EBNA-3A specifice CTL.
De aceea, DC mature sunt stimulatori puternici ai CTL, iar produsii complexului major de
histocompatibilitate clasa I pot fi chiar incércati cu vaccinia inactivat u.v (21).

Liniile celulare T policlonale specifice pentru proteinele EBV au dovedit eficienta
in prevenirea limfoamelor imunoblastice legate de EBV, dupa transplantarea de maduva
osoasa alogenica.

Pentru a stabili compozitia internd a EBV specific celulelor T ce asigurd protectia
pacientului, s-a realizat, pentru prima datd, o caracterizare extensiva a 8 linii celulare T
citotoxice selectate in vitro impotriva EBV ce afecteaza linii celulare limfoblastoide autolog
transformate. Aceste linii de celule T constau in 50-100 clone distincte ale celulelor T, dintre
care 32-96% sunt specifice pentru BLCL autolog. in plus, s-a demonstrat ci reactivitaile
contra a 5 proteine EBV (BZLF-1, BMLF-1, EBNA-3A, EBNA-3C si LMP-2) acopera 86%
din specificitatile detectate (22).

A fost raportat un caz in care o fetitd de 11 ani, cu o infectie cronica cu EBV, a
dezvoltat ulterior un limfom malign la nivelul plamanului. Ea prezenta un numir crescut de
limfocite activate v alfa 2, v beta 8,CD3, CD4 si HLADR pozitive (20-30% din totalul
limfocitelor) in singele periferic. Un an mai tarziu, ea a dezvoltat un limfom in plaméni, ce
era v alfa 2, v beta 8, CD3, CD4, HLADR si IL2R beta-pozitiv. In acea perioada, populatia
celelard din singele periferic a crescut pana la 40%, dar nu a existat nici o dovada a
limfomului in maduva osoasa. Hibridizarea in situ a evidentiat ca celulele limfomului erau
EBER-1 pozitive, dar gp 350/220 si LMP ARNm erau negative. Genomul EBV a fost detectat
in tumord, dar nu si in celulele T periferice.

Aceste rezultate arata ca infectia cu EBV a celulelor T clonate, activate, este legata de
trecerea de la o boala limfoproliferativa benigna la un limfom malign (23).

Infectia cronica cu EBV activ este manifestata clinic prin persistenfa unor simptome
similare mononucleozei infectioase sau complicatiilor acesteia, pentru o perioada de la unu la
citiva ani. Acest sindrom poate include manifestiri severe ale bolii §i poate fi fatal. Rolul
EBYV in patogeneza infectiei cronice cu EBV activa este inca neclar.

S-au cercetat doi pacienti japonezi cu o severd infectie cronicd cu EBV activ, ce
ulterior a evoluat in limfom al celulelor T, EBV pozitive. S-a gédsit ca pacientii prezentau
dovada infectiei cu EBV in celulele T, CD4+ din sangele periferic, timp de 19 si respectiv 3
luni 1nainte ca limfomul T celular sa fie diagnosticat. Limfoamele au fost infectate cu EBV
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monoclonal si au exprimat gene latente EBNA-1, LMP-1 si LMP-2A apartinind EBV, un
model viral latent, cu tipul de latentd II. Studii genetice au ardtat ci virusul detectat in
limfomul T nu se distingea de virusul din celulele T- CD4+ din sangele periferic. Aceste
studii sustin un rol patogenic important al infectiei celulelor T cu EBV, in infectia cronica cu
EBV activ si in limfomul T-EBV pozitiv, ce 1i urmeaza (24).

HTLV-I este cunoscut ca un virus cauzator al leucemiei c elulelor T mature (ATL).
Cativa factori aditionali ai infectiei cu HTLV-I se presupune ca sunt implicati in geneza
completd a leucemiei.

S-a observat cd HTLV-I infecteaza celulele T si celulele principale ATL exprimate
prin receptor EBV/CD21 la suprafata celulara. De aceea, este posibil ca infectia cu EBV sa fie
unul din factori. In plus, s-a cercetat aceastd posibilitate in 6 linii celulare T infectate cu
HTLV-I si in celulele principale ATL provenite de la 18 pacienti ce prezentau leucemia
celulelor T mature. Totusi, nici un genom EBV nu a fost detectat in liniile celulare T si in
celulele principale ATL. EBV implicat in limfomul celulelor T are manifestari clinice unice in
comparatie cu limfoamele celulelor T neimplicand EBV. De aceea, este inca posibil ca un mic
grup de pacienti ATL cu manifestari clinice unice sa fie asociat cu EBV (25).

Sindromul limfoproliferativ X-linkat

Infectia primara cu EBV determina in mononucleoze infectioase fatale o crestere cu
70% a procentului de barbati afectati de sindromul limfoproliferativ X- linkat (XLP). Aceasta
boala rara este deseori asociata cu diverse celule NK, deficiente ale celulelor B si T.

S-au facut experimente ce testeazd daci limfocitele B ale barbatilor afectati, joaca un
T. Folosind transcrierea inversa in PCR (Polimerase Chain Reaction) si imunohistochimia, a
fost detectata in aceste celule B, exprimarea proteinelor virale EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A,
EBNA-3C, LMP-1 si LMP-2A, ce furnizeaza tinte pentru celule T citotoxice.

S-a ajuns la concluzia ca esecul sistemului imunitar in eliminarea acestor virusuri ce
infecteaza celulele B in XLP este in mod clar necauzat de un defect specific al celulelor B (26).

EBYV 5i SNC

EBV este implicat in diferite sindroame ale sistemului nervos central (SNC).
Receptorul celular major pentru EBV, receptorul complement tip 2 (CR2)-CD21-, este
exprimat de diferite linii celulare astrocitare s§i astrocite fetale umane, sugerind
susceptibilitatea lor la infectarea cu EBV.

S-a demonstrat infectarea a doua linii celulare de astrocite, T98 si CB193, la nivelun
reduse. Cum infectia a fost mediatid de CR2, s-au folosit doua linii celulare astrocitare transfecte
CR2 stabile (T98 CR2 si CB193 CR2) pentru a obfine o infectare mult mai eficientd. S-a
monitorizat exprimarea geneticd a EBV pentru doud luni si s-a observat infectia tranzientd a
celulelor T98 si T98 CR2, ca si infectia persistentd a celulelor CB193 si CB193 CR2. O
reactivare a ciclului litic a fost obtinuta in celulele CB193 CR2 prin adaugarea esterilor forbol.

Aceste studii identifica liniile celulare astrocitare ca tinte pentru infectia cu EBV si
sugereaza cd aceasta infecfie poate juca un rol in patologia EBV din creier (27).

In opozitie cu limfoamele primare SNC (PCNSL) ce apar la pacientii imuno-
competenti, majoritatea celor ce apar la pacienfii imunosupresati sunt asociate cu EBV.

Proteinele legate de BCL-2 fie blocheazi, fie promoveazd moartea celulara, forméand
homo- sau heterodimeri cu fiecare in parte. LMP-1, proteina latentd a EBV, s-a demonstrat ca
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regleazi puternic BCL-2 si BCL-XL. Aceste observatii sugereaza ca aceste proteine p ot fi
implicate in procesul de transformare al celulelor infectate cu EBV.

S-au studiat 23 de cazuri de PCNSL: 12 pacienti erau imunosupresati si 11 erau
imunocompetenti. Pentru toate cazurile s-au adunat informatii clinice, date histologice si
imunofenotipuri, si au fost testate pentru prezenta EBV (EBER-1, LMP-1). Proteinele familiei
BCL-2 (BCL-2, BCL-X, MCL-1 si BAX), ca si exprimarea p53 au fost studiate
imunohistochimic pe suport de parafind. PCNSL la pacienti imunosupresati erau caracterizate
prin asocierea cu EBV, necrozi §i macrofage numeroase. Nu a existat nici o diferenta
semnificativa intre cele doud grupuri privind rezultatele metodei. Din contrd, PCNSL Ia
pacientii imunosupresati au aratat exprimarea unor nivele crescute de BCL-2, BCL-X si BAX
in mai mult de 80% din celulele tumorale. La pacientii imunocompetenti, doar un singur caz a
aratat un nivel crescut al exprimarii BCL-2 in mai mult de 80% dintre celule, in timp ce BCL-
X si BAX erau supraexprimate in doui cazuri. in afara de asocierea cu EBV si necroza,
PCNSL legate de imunosupresie sunt caracterizate de o supraexprimare a proteinelor legate

Leucemia cronica limfocitara (CLL) se poate transforma, in timp, intr-un limfom difuz
numit sindromul Richter. Pentru a evalua asocierea infectiei EBV cu sindromul Richter,
biopsiile si inregistrarile clinice a 25 pacienti au fost evaluate retrospectiv pentru prezenta
EBV, prin colorarea cu imunoperoxidazi pentru exprimarea LMP ca §i a RNA si DNA
apartinind EBV in celule; prin intermediul hibridizarii in situ 4 din cei 25 pacienti au
prezentat dovada existentei EBV in celulele acelui limfom difuz, 3 pacienti cu un fenotip B
celular au fost gasiti pozitivi pentru LMP, DNA si RNA apartindnd EBV, si un pacient cu un
fenotip T celular prezenta un RNA apartindind EBV pozitiv, in celulele limfomului. Un
pacient ce prezenta EBV in celulele limfomului a fost tratat cu acyclovir ca terapie inifiala.
Supravietuirea medie a pacientilor EBV pozitivi a fost de trei luni, comparabila cu cea de 9
luni pentru pacientii EBV negativi, dar aceasta diferentd nu a fost statistic semnificativa.
Dovada legaturii infectiei EBV cu sindromul Richter a fost prezenta la 16% din pacienti si
poate fi asociatd cu un rezultat nesatisfacator. Terapia primara cu acyclovir nu pare si fie
benefica, alte modalitati terapeutice trebuind a fi explorate pentru pacientii cu sindrom
Richter EBV pozitivi (29).

in populatia sanatoasa, epiteliul oral si faringeal poarta preferential EBV apartinand
unui genotip ce poseda trei copii ale perechii de baze 29 repetate in primul intron al genei
BZLF-1, in timp ce singele periferic, in majoritatea cazurilor, poartd un genotip ce suporta
doar doua copii.

Nu s-a studiat daca EBV arata un tropism diferential in gazdele co-infectate HIV-1, ce
sunt inclinate sd dezvolte o leucoplakie paroasa orala.

Genotipul EBV predominant in séngele periferic, ca si in limba, poarta doua copii ale
BZLF-1 repetate. in controale, desi genotipul BZLF-1 cu dou copii a fost detectat exclusiv in
sange, genotipul cu trei copii predomina in limba. Rezultatele nu pot fi corelate cu genotipul
EBYV conform marimii polimorfismelor in genele EBNA-3C sau LMP-1. Secventele DNA ale
tuturor clonelor derivate din BZLF-1, din limba pacientilor infectati cu HIV-1 erau identice cu
cele din sange (30).

Adenocarcinomul gastric

Aproximativ 10% din adenocarcinoamele gastrice din lumea intreagd sunt asociate cu
EBV uman. Aceste carcinoame, in general nu exprima LMP-1. Recent, altd gena EBV- BARF-1
s-a descoperit ca ar avea capacititi de transformare si de mentinere a transformarii. De aceea,
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s-a urmarit exprimarea lui BARF-1 din adenocarcinoamele gastrice purtitoare de EBV in
legatura cu exprimarea altor transcripte EBV latente.

Din cele 132 adenocarcinoame gastrice, 10 erau pozitive pentru EBV (folosind
EBER "2 — RNA in hibridizarea in situ). Transcrierea genei BARF-1 s-a evidentiat in
9 adenocarcinoame gastrice purtitoare de EBV, folosind secventa acidului nucleic specifica
BARF-1- bazata pe metoda amplificarii. In plus, s-au detectat si alte transcripte EBV latente
(ex: BARF-0, LMP-2A si Q/K). Nici o exprimare a LMP-1, EBNA-2 (fie la nivel
transcriptional, fie la nivel proteic) nu a fost gasita. in plus, doua cazur au fost identificate
pozitiv pentru transcriptele BARF-1, omologul bcl-2 viral. Astfel, impreuni cu transcrierea
BARF-1, un tip latent de EBV, unic si distinct, a fost gasit in adenocarcinoamele gastrice
asociate cu EBV. Pentru ca BARF-1 exercita efecte de mentinere asupra celulelor epiteliale
umane, in vitro, i in adenocarcinoamele gastrice purtitoare de EBV lipsite de exprimarea lui
LMP-1, gena BARF-1 se poate comporta ca oncogena virald in carcinoamele gastrice
purtitoare de EBV. Gena BARF-1 oferd o cale alternativd pentru oncogeneza mediata de
EBV, alta decat LMP-1 (31).

Deletia perechii de baze 30 din domeniul carboxil-terminal citoplasmic al genei LMP-
1 a fost analizata in 37 de fesuturi inghetate, provenite de la pacienti cu EBV si cancer gastric.
Deletia perechii de baze 30 a fost identificatd in 33 din 36 cazuri de EBV legat de cancerul
gastric (91,7%). intr-un caz de cancer gastric, o deletie aditional a perechii de baze 9 a fost
identificatd aval de deletia perechii de baze 30. Desi deletia i mutatiile unei singure baze a
genei LMP-1 in cancere gastrice erau similare cu cele ale carcinomului nasofaringeal in
Tatwan si China, mai multe mutatii ale unei singure baze au fost gésite in sudul Japoniei (32).

Boala Hodgkin

Boala clasica Hodgkin (HD) este asociati cu infectia cu EBV. Desi in tarile dezvoltate
EBV poate fi evidentiat in celulele Hodgkin-Reed-Stemberg (HRS) in proportie de péna la
95% din cazurile de HD, in tarile industrializate, doar aproximativ 50% din cazurile de HD
sunt asociate cu EBV.

O intrebare rimane deschisa: daca EBV in cazurile EBV-negative a scapat detectarii
prin procedurile standard de screening datorita deletiilor din genomul viral asociate cu
integrarea unor fragmente virale in genomul celulei gazda. in urma numeroaselor experimente
s-a ajuns la concluzia cé nu exista nici o evidenta pentru prezenta fragmentelor de genom viral
integrate in genomul celulei gazda, in cazurile LMP-1 negative. In plus, in cazurile LMP-1
pozitive, nici o deletie importanta din genomul viral nu a fost detectata.

Aceste rezultate aratd ca in HD, cazurile LMP-1 negative nu confin DNA apartindnd
EBV in celule HRS. Mai rimane de stabilit daca, in aceste cazuri, un virus incid necunoscut
contribuie la transformarea si mentinerea fenotipului malign (33).

Depinzind de zona geografica si de varsta pacientului, boala Hodgkin este asociata cu
EBYV, de cele mai multe ori cu tipul A de EBV in 20% pana la 100% din cazuri. Prevalenta
cea mai crescutd apare la copii din tarile in curs de dezvoltare.

Analizele moleculare ale oncogenei ce codifica LMP-1 releva o deletie a perechii de
baze 30, intr-o crestere a procentului la 46% a cazurilor de HD- EBV pozitive. S-a investigat
prezenta EBV intr-o serie de HD mexicane §i tesuturi limfoide reactive, la un spital privat si
unul public, pundndu-se accent special asupra prevalentei deletiei perechii de baze 30 si
asupra tipului de EBV. Analiza moleculard a configuratiei genetice a LMP-1 a fost realizata
prin intermediul PCR.

Rezultatele obtinute sugereaza ci infectia cu EBV contribuie la patogeneza majoritatii
cazurilor de boald Hodgkin din Mexic. Rolul specific tumorigenic al variantei LMP-1 deletate
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este evident; totusi, este indoielnica frecventa ei crescuta in leziunile non-neoplazice. Mai mult,
tipul B de infectie apare frecvent in HD mexicane si in tesutul limfoid reactiv, si este
consecvent asociat cu tipul deletiei evidentiind rolul patogenic al acestui genotip combinat (34).

EBYV si herpesvirusul-8-uman-HHV-8- asociat sarcomului Kaposi, sunt gamaherpes-
virusuri asociate cu numeroase limfoame si boli proliferative umane. S-au realizat modele de
exprimare a proteinelor litice §i specific latente din genomul EBV in doui linii celulare ale
limfomului de bazi din cavitétile corpului, BC-1 si BC-2, ce erau coinfectate cu EBV si
HHV-8. Liniile celulare co-infectate sunt comparate cu doud linii celulare individuale,
infectate cu HHV-8 pentru a determina dacad anticorpii fatd de proteinele specifice EBV
interactioneaza cu antigenele HHV-8. Toate liniile celulare infectate cu HHV-8 exprima
antigenul nuclear LANA. In toate liniile celulare infectate cu EBV sau EBV si HHV-8, serul
uman cu anticorpi fatd de antigenele KSHV recunosc antigene virale specifice de aproximativ
110KDa si 41-42KDa, sugerand ca anticorpii umani fata de antigenele specifice HHV-8 pot
reactiona cu antigene EBV similare. De aceea, aceste date sugereaza cd modelul EBV
exprimat genetic in liniile celulare co-infectate este un model de tipul II de latenta, observat si
in alte tumori umane, incluzand carcinomul nasofaringeal si limfomul Hodgkin.

Acest model distinct de exprimare genetica litica si latenta in aceste linii celulare poate
fumiza dovezi in ceea ce priveste selectarea pentru co-infectie, in limfoame ale cavitatii
corpului, la gazde imunocompromise (35).

In cdautarea unui vaccin

Ca si in cazul celor mai multe virusuri, cea mai buna cale de apirare contra EBV
este vaccinarea. Si totusi, un vaccin nu este definitiv, pentru ci, in parte, virusul eludeaza
sistemul imunitar.

Pentru a prevent limfomul Burkitt sau carcinomul nasofaringeal, un vaccin trebuie sa
furnizeze o imunitate 100% sau sa fie capabil sa stabilescd o populatiec de celule T ce
recunoaste EBNA-1. Ambele abordiri sunt extrem de dificile. Este posibil totusi, sd se
produca un vaccin contra febrei ganglionare §i posttransplantului unei boli limfoproliferative,
de vreme ce ambele produc antigene ce sunt recunoscute de celulele T.

De cativa ani cercetdtorii australieni s-au angajat intr-un proiect in vederea producerii
unui astfel de vaccin. Ei folosesc un vaccin prototip pe voluntari umani.

Unul din primii pasi in aparitia unui vaccin este de a defini antigenele virale ce sunt
esentiale in controlul imunitar al acestuia. Antigenele stimuleaza fabricarea celulelor T: daca
ele — sau partile lor cele mai importante — pot fi 1ntroduse artificial intr-un i ndivid, atunci
sistemul imunitar poate fi eludat pentru a produce celule T ce vor recunoaste antigenul real in
cazul in care infectia apare.

Cercetdtorit au produs o peptida identica cu o parte a antigenului EBNA-3 a EBV,
peptida ce costituie baza noului vaccin: prin injectarea acesteia la pacienti, cercetatorii spera
sa ,,inarmeze* organismul cu celule T in vederea unei invazii a unei boli reale.

O fazi a procesului a fost deja incheiata; cercetitorii sunt increzatori ca vaccinul nu va
avea efecte ddunatoare asupra pacientilor. Ummaitoarea faza, ce este pe cale si se desfasoare,
va determina eficienfa vaccinului in prevenirea bolilor produse de virus.

Se fac incerciri pentru a creste si extinde culturile de celule T in laborator in ideea
vindecarii diverselor cancere induse de forme variate de EBV. Aceastd abordare poate fi
folosita, in particular, la tratarea pacientilor ce suferd in urma unui post-transplant in cazul
unei boli limfoproliferative.
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