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Резюме: Калцият е важен интрацелуларен вторичен посредник, участващ в процеси, стимулирани от растежни 
фактори и хормони, в регулацията на клетъчния цикъл и генната експресия и много други. Рецептори тирозин кинази и 
G-протеин-свързани рецептори увеличават интрацелуларните Ca2+ нива чрез продукцията на инозитол-3-фосфат 
(IP3), който индуцира освобождаване на Ca2+ от ендоплазмения ретикулум чрез IP3 рецептор. Един от ключовите про-
теини, трансдуциращ сигнал в резултат на увеличен интрацелуларен Ca2+, е калмодулинът (CaM), който от своя 
страна активира членовете на СаМ киназното семейство. Изненадващо в литературата не съществуват данни за 
експресията и участието на отделните СаМ киназни изоформи в регулацията на различните физиологични процеси в 
човешки епидермални кератиноцити. Целта на настоящото изследване беше да се установи ролята на Ca2+/калмоду-
лин-зависимата протеин киназа II δ (CaMKIIδ) в контрола на автокринната пролиферация на човешките кератиноцити. 
Получените от нас резултати показаха, че селективното затишаване на CaMKIIδ чрез използването на специфичен 
антисенс-олигонуклеотид доведе до редуциране на фосфорилирането на ERK1/2, на фосфорилирането и ДНК свързва-
щата активност на c-Myc и до инхибиране на кератиноцитната пролиферация.  
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Summary: Calcium (Ca2+) is an important intracellular second messenger in such processes as growth factor and hormone 
signalling, cell cycle regulation, gene expression, and many others. Receptor tyrosine kinases and G-protein – coupled receptors 
classically increase Ca2+ levels by producing inositol 3 phosphate (IP3), which induces Ca2+ release from the endoplasmatic 
reticulum via the IP3 receptor. One of the key proteins that transduces a signal in response to increase in intracellular Ca2+ is 
calmodulin (CaM), which in turn can activate members of CaM kinases family. Surprisingly, there is no data concerning expression 
and participation of different CaM kinase isoforms in different physiological processes in human epidermal keratinocytes. The aim of 
this study was to investigate the contribution of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II δ (CaMKIIδ) in the control of 
keratinocyte proliferation. The obtained results showed that knock-down of CaMKIIδ, using antisense oligonucleotide, led to 
decreased ERK1/2 phosphorylation, c-Myc phosphorylation and DNA-binding activity and inhibition of keratinocyte proliferation. 
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ВЪВЕДЕНИЕ 

Калцият е важен за нормалната епидермал-
на диференциация [1, 23]. Култивирани в in vitro 
условия, първичните човешки и миши кератино-
цити могат да бъдат индуцирани за диференци-
ация посредством повишаване концентрацията 
на Ca2+ в културалната среда [1, 4, 5]. Увеличе- 
ният екстрацелуларен Ca2+ е физиологично зна-
чим диференциращ сигнал също in vivo, за кое-
то свидетелства съществуването на Ca2+ гради-
ент от базалния към супрабазалните диферен-
циращи слоеве на епидермиса [5, 6]. Увеличе-
ният екстрацелуларен калций взаимодейства с 
нискоафинитетни трансмембранни калциеви ре-
цептори от клетъчната повърхност и в резултат 
стимулира активността на фосфолипаза С (ФЛС), 
обмяната на фосфатидилинозитола и увелича-
ва нивата на диацилглицерола (ДАГ) и инози-
тол-3-фосфата (ИФ3) в епидермалните керати-
ноцити. Повишените интрацелуларни нива на 
ИФ3 на свой ред индуцират бързо увеличение 
на интрацелуларната калциева концентрация 
чрез мобилизиране на калция от ендоплазмения 
ретикулум. Директен инфлукс на екстрацелула-
рен калций през неспецифични катионни канали 
също е детектиран, но той вероятно настъпва 
като сравнително късно събитие, дължащо се 
на вторично и продължително увеличение на 
базалните интрацелуларни калциеви нива по 
време на диференциацията [1]. Повишаването 
на нивата на вътреклетъчния калций индуцира 
активирането на множество калций-зависими 
протеини, като например калций/калмодулин-за-
висимите кинази и фосфатази [5, 6]. Изненад-
ващо обаче в литературата все още не същест-
вуват данни за експресията и участието на СаМ 
киназите в регулацията на кератиноцитната 
пролиферация и/или диференциация. 

Ca2+/CaM зависимото протеин киназно 
(CaMK) семейство се състои от мултифункцио-
налните изоформи – CaMKI, II и IV, и от кинази, 
притежаващи един субстрат – киназа на глико-
ген фосфорилазата, киназа на леката верига на 
миозина MLCK и CaMKIII, известна още като 
Elongation factor-2 kinase. Най-добре характери-
зираната мултифункционална CaM киназа е 
CaMKII. Киназата се кодира от четири различни 
гена (α, β, γ и δ) [8, 11, 21] и в резултат на ал-
тернативен сплайсинг от тези гени се продуци-
рат 24 полипептида. Установено е, че във всеки 
клетъчен тип се експресира поне една от изо-
формите на CaMKII. CaMKII представлява хомо- 

или хетеромултимер, изграден от 8 до 12 субе-
диници. Някои от сплайс-полипептидите, проду-
цирани от γ- и δ-гените притежават специфична 
секвенция NLS (nuclear localization sequence), на-
сочваща ензима към ядрото, където съответната 
киназа участва в регулацията на транскрипцията. 
Субклетъчната локализация на хетеромултимери-
те се определя от това, дали по-голямата част от 
съставящите ги изоформи са с ядрена, или са с 
цитоплазмена локализация [8, 11, 21]. 

Най-често използваните CaMKII инхибитори 
са KN-62 и по-разтворимият му аналог KN-93. 
Оригиналната статия, характеризираща двата 
инхибитора, ги описва като CaMKII специфични. 
Последващи изследвания обаче демонстрират, 
че двете вещества инхибират също CaMKI и 
CaMKIV, и то в концентрации, близки до тези, 
инхибиращи CaMKII [21]. В допълнение, Kahl и 
сътр. установяват, че ефектите от използването 
на KN-93 в човешки диплоидни фибробласти са 
близки до наблюдаваните при експресията на 
киназа-дефицитна CaMKI, а не на неактивния 
CaMKII мутант [19]. В наше предишно изслед-
ване установихме, че специфичният СаМ кина-
зeн инхибитор KN-62 инхибира активността на 
митоген-активираната протеин киназа ERK1/2 
(extracellular signal-regulated kinases) и на транс-
крипционния фактор c-Myc, предполагайки на-
личието на функционално взаимодействие меж-
ду СаМ киназите и ERK1/2 пътя за поддържане 
на c-Myc активността и кератиноцитната проли-
ферация [26]. За да проучим дали установените 
ефекти са следствие от инхибирането на СаМКII, 
в настоящото изследване приложихме специфи-
чен антисенс-олигонуклеотид за постигане на 
селективно инхибиране на експресията на 
CaMKIIδ. Получените резултати показаха, че за-
тишаването на CaMKIIδ води до инхибиране на 
фосфорилирането на ERK1/2 и фосфорилиране-
то и ДНК свързващата активност на c-Myc, съп-
роводено с потискане на кератиноцитната про-
лиферация. 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

Клетъчни култури 
Човешките епидермални кератиноцити бяха 

изолирани от кожни експлантати, получени след 
пластични операции на лицето и абдомена на 
здрави пациенти на възраст между 20 и 60 го-
дини, както е описано от Coole, Pittelkow и 
Shipley [3]. Кератиноцитите бяха посети в KGM 
(Biowhittaker) с гъстота 5-10 x 103 клетки/cm2. 
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Култивирането на първичните епидермални ке-
ратиноцити продължи, докато клетките достиг-
нат 80% конфлуентност. В този момент първич-
ните култури бяха трипсинизирани и кератино-
цитите бяха пасажирани. При достигане на 40% 
конфлуентност клетъчните култури бяха култи-
вирани в KBM-2 кератиноцитна среда, приготве-
на чрез изключване на суплементите (волски 
хипофизен екстракт, инсулин, трансферин, епи-
нефрин и EGF) от KGM-2 средата. Всички екс-
перименти в настоящата работа бяха проведени 
върху автокринни култури от човешки епидер-
мални кератиноцити, 3 пасаж, изолирани от 
кожни експлантати от различни индивиди. 

Транзиторна трансфекция на тиоолигонук-
леотидите 

Антисенс-олигонуклеотидът за CaMKIIδ 5′-
GCA GGT GGC GGT GGT CTC CAT-3′ и сенсо-
лигонуклеотидът 5′-ATG GAG ACC ACC GCC 
ACC TGC-3′ бяха поръчани от Alpha DNA. Суб-
конфлуентни нормални човешки кератиноцити 
бяха трансфектирани с 10 μM сенс- и антисенс- 
олигонуклеотиди един ден след пресяването им, 
без използването на трансфектиращи агенти, в 
KBM-2 за 18 часа. 

[3H] тимидиново инкорпориране 
Кератиноцитите бяха култивирани в 12-ям-

кови плаки (Cambrex) с гъстота 10 x 103 клет-
ки/cm2 един ден преди трансфекцията. Клетките 
бяха трансфектирани с 10 μM сенс- и антисенс- 
олигонуклеотиди за CaMKIIδ за 18 часа. [3H] ти-
мидин (1 μCi/ml) (Amersham) беше добавен през 
последните 3 часа от трансфекцията. След ин-
кубацията с радиоактивния тимидин средата 
беше отстранена и клетките бяха промити пос-
ледователно с леденостудени PBS, 10% трих-
лороцетна киселина (TCA) двукратно, 5% TCA 
трикратно и бяха лизирани в 500 μl 0.3 N NaOH 
и 0.1% SDS. Радиоактивността беше измерена в 
200 μl от всяка проба с помощта на течен сцин-
тилационен брояч Beсkman.  

Western blot (имуноблот) 
Лизати от трансфектирани и нетрансфекти-

рани клетки бяха приготвени в Sample Buffer 
(0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 20% glycerol, 4% SDS, 
0.2 M DTT). Протеиновата концентрация беше 
определена с Bio-Rad DC protein assay (Bio-Rad 
Laboratories) и равни количества протеин бяха 
използвани за SDS полиакриламидната гел-
електрофореза (PAGE). Електрофоретично раз-
делените белтъци бяха пренесени от гела върху 
PVDF мембрана (Aplichem). След преноса неспе-

цифичните свързващи места върху мембраната 
бяха блокирани чрез блокиращ разтвор – 3% 
BSA в TBS, за 1 час на стайна температура и ин-
кубирани в първичните антитела: мише монокло-
нално анти-p-ERK1 (E-4): sc-7383, заешко полик-
лонално анти-ERK1 (K-23): sc-94 антитяло, заеш-
ко поликлонално p-c-Myc (Thr58/Ser62)-R: sc-8000-
R, и мише моноклонално c-Myc (C-33): sc-42 
(Santa Cruz Biotech. Inc.). Блотовете бяха инкуби-
рани във втори пероксидаза-конюгирани антите-
ла, козе-антимише и козе-антизаешко IgGs (Santa 
Cruz Biotech. Inc.). Визуализацията на специфич-
ните белтъчни ивици стана посредством хеми-
луминесцентен Luminol (Santa Cruz Biotech. Inc.).  

Приготвяне на ядрени екстракти и анализ 
на c-Myc ДНК свързваща активност чрез елек-
трофоретично забавяне в гел (electrophoretic 
mobility-shift assay, EMSA) 

Ядрените протеини от трансфектираните и 
нетрансфектираните субконфлуентни пролифе-
риращи кератиноцити бяха приготвени, както 
беше описано по-рано [26]. Двойноверижен ДНК 
олигонуклеотид, съдържащ Myc-Max-Mad кон-
сенсусна секвенция (Santa Cruz Biotech. Inc.), 
беше белязан крайно с [γ-32P] АТP от Т4 поли-
нуклеотид киназата. EMSA беше осъществена и 
свързващата реакция беше проведена на стай-
на температура за 20 min с 10 μg протеин, 50 
mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 2.5 mM дити-
отреитол, 250 mM NaCl и 0.25 mM poly(dI-dC), 
20% глицерол и приблизително 5 x 104 cpm от 
32P-крайномаркираните двойноверижни олигонук-
леотидни проби. Протеин−ДНК комплексите бя-
ха разтворени в неденатуриращ 6% полиакри-
ламиден гел в 0.25 x Tris-borate-EDTA буфер. 
Геловете бяха изсушени и подложени на авто-
радиография. 

Представяне на данните и статистически 
анализ 

Средната стойност на инкорпорирания [3H] ти-
мидин в трансфектираните кератиноцити е пред-
ставена като относителна стойност спрямо нет-
рансфектираните клетки. Статистическият анализ 
беше направен чрез използването на Student's t-
test. Статистическата значимост беше определена 
при P < 0.05*. 

РЕЗУЛТАТИ 

Затишаването на CaMKIIδ инхибира кера-
тиноцитната пролиферация 

Човешки епидермални кератиноцити бяха 
трансфектирани с CaMKIIδ антисенс- и сенс-оли-
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гонуклеотиди в концентрация 10 μM за 18 часа. 
Трансфекцията на кератиноцитите с CaMKIIδ на-
тисенс-олигонуклеотид доведе до 50% инхиби-
ране на кератиноцитната пролиферация в срав-
нение с нетрансфектираните клетки, установено 
чрез измерване на инкорпорирания в кератино-
цитната ДНК радиоактивно белязан тимидин. 
Инхибирането на кератиноцитната пролифера-
ция при използването на CaMKIIδ антисенс-оли-
гонуклеотид е специфично поради факта, че 
сенс-олигонуклеотидът не инхибира статисти-
чески значимо клетъчната пролиферация – фиг. 
1. При наши предишни изследвания използване-
то на специфичния СаМ киназен инхибитор KN-
62, доведе до значително инхибиране на кера-
тиноцитната пролиферация с 91,6% спрямо не-
третираните клетки. 

CaMKIIδ антисенс-олигонуклеотидът реду-
цира ERK1/2 фосфорилирането в нормални чо-
вешки епидермални кератиноцити (НЧЕК) 

ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases), 
известна още като класическа митоген-киназна 
каскада, се експресира в различна степен във 

всички тъкани и има важно значение при транс-
дуцирането на различни екстрацелуларни сти-
мули, водещи до промяна в клетъчната функ-
ция. Данните в литературата предполагат учас-
тието на ERK в процесите, регулиращи кера-
тиноцитната пролиферация и оцеляване, докато 
p38, друг член на МАРК (mitogen-activated protein 
kinases) семейството, участва в регулиране на 
диференциацията и апоптозата [7, 29]. При пре-
дишни наши изследвания, използвайки PD98059, 
специфичен МЕК1/2 инхибитор, установихме сил-
но инхибиране на кератиноцитната пролифера-
ция и значително инхибиране на ERK1/2 фосфо-
рилирането (активността) [26, 27]. Третирането 
на кератиноцитите с KN-62 почти напълно инхи-
бира ERK1/2 активността. Транзиторната транс-
фекция на CaMKIIδ антисенс-олигонуклеотид съ-
що значително инхибира ERK1/2 фосфорилира-
нето, но в по-малка степен от това, установено 
при използването на KN-62. За определяне на 
протеиновото съдържание в пробите детекти-
рахме нивата на ERK1/2 експресията чрез 
Western blot – фиг. 2. 

 

 
Фиг. 1. Затишаването на CaMKIIδ значително намалява ДНК синтеза в нормални човешки епидермални кератино-
цити (НЧЕК) 

НЧЕК бяха транзиторно трансфектирани с антисенс (АСО) и сенс (СО) олигонуклеотиди за CaMKIIδ, както е описано в Матери-
али и методи. Три часа преди края на трансфекцията към средата за култивиране беше добавен 1μCi/ml [3H] тимидин. Нивата 
на клетъчната пролиферация бяха определени чрез измерване радиоактивността на [3H]-белязания тимидин, инкорпориран в 
кератиноцитната ДНК. Три отделни експеримента потвърдиха резултатите. Звездата (*) показва статистически достоверното 
инхибиране на пролиферацията при трансфекцията на CaMKIIδ антисенс спрямо трансфектираните със сенс-олигонуклеотид 
клетки, анализирани със Student’s t-test със значимост P < 0.05* 
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Фиг. 2. Затишаването на CaMKIIδ инхибира фосфорилирането на ERK1/2 в НЧЕК 

НЧЕК бяха транзиторно трансфектирани с антисенс (АСО) и сенс (СО) олигонуклеотиди за CaMKIIδ, както е описано в Матери-
али и методи. Клетъчните лизати бяха сепарирани чрез SDS-PAGE и нивата на p-ERK1/2 и ERK1/2 тотал бяха установени чрез 
имуноблот. Три отделни експеримента потвърдиха резултатите. 
 

Затишаването на CaMKIIδ намалява Тре58/ 
Сер62 фосфорилирането на c-Myc и c-Myc свърз-
ващата активност в НЧЕК 

Продуктът на протоонкогена c-Myc участва в 
регулацията на клетъчното делене, диференциа-
цията и апоптозата. Абнормната му експресия е 
често срещано събитие при множество човешки 
неопластични трансформации. Фосфорилирането 
на Сер62 в c-Myc е отговорно за стабилизирането 
и акумулирането на Myc, последващо Ras/Raf/ 
MEK/ERK активацията, в няколко различни кле-
тъчни типа [22, 30]. За да установим влиянието на 
CaMKIIδ-ERK1/2 пътя върху c-Myc транскрипцион-
ния фактор, ние анализирахме c-Myc фосфорили-
рането и експресията, след трансфекцията на  
CaMKIIδ антисенс-олигонуклеотид, чрез Western 
blot. Специфичното затишаване на CaMKIIδ дове-
де до намалено фосфорилиране на c-Myc (Тре58/ 
Сер62) без промяна в експресията на транскрип-
ционния фактор – фиг. 3А, предполагащо участи-
ето на CaMKIIδ в регулирането на c-Myc фосфо-

рилирането, индиректно чрез промяна в актив-
ността на ERK1/2. 

За да установим дали редуцираното Тре58/ 
Сер62 фосфорилиране на c-Myc е свързано с 
промяна в ДНК свързващата активност на този 
транскрипционен фактор, приготвихме ядрени 
екстракти и проведохме електрофоретично за-
бавяне в гел (EMSA). Транзиторната трансфек-
ция на CaMKIIδ антисенс-олигонуклеотида зна-
чително редуцира свързването на ядрените 
екстракти към синтетичния олигонуклеотид, съ-
държащ Myc/Max/Mad консенсусна секвенция, в 
сравнение с нетрансфектираните и трансфекти-
раните със сенс-олигонуклеотиди проби – фиг. 
3Б. При наши предишни изследвания устано-
вихме значително намалено свързване на ядре-
ните екстракти към синтетичения олигонуклео-
тид в кератиноцити, третирани с инихбиторите 
KN-62 и PD98059 [26]. Установеното намаление 
беше в много по-голяма степен, отколкото наб-
людаваното при използването на CaMKIIδ анти-
сенс-олигонуклеотида. 

  
А Б 

Фиг. 3. Затишаването на CaMKIIδ редуцира Тре58/Сер62 фосфорилирането на c-Myc и c-Myc свързващата актив-
ност в НЧЕК 
НЧЕК бяха транзиторно трансфектирани с антисенс (АСО) и сенс (СО) олигонуклеотиди, специфично инхибиращи експресията 
на CaMKIIδ, както е описано в Материали и методи. А: Клетъчните лизати бяха сепарирани чрез SDS-PAGE и чрез имуноблот 
бяха установени нивата на p-c-Myc и c-Myc експресията. Б: EMSA на ядрените екстракти от пролифериращите контролни клет-
ки (1), екстракти от кератиноцити, трансфектирани с антисенс (2) и сенс (3) олигонуклеотиди. Представен е репрезентативен 
резултат от три експеримента 
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ОБСЪЖДАНЕ 

Човешките епидермални кератиноцити под-
държат своята автокринна пролиферация в от-
съствието на екзогенни растежни фактори и 
достатъчна клетъчна конфлуентност (над 40%) 
[3]. Главните автокринни растежни фактори в 
този клетъчен модел са представители на EGF 
(epidermal growth factor) семейството [25], които 
са лиганди на EGFR (EGF receptor), известен още 
като HER1 или ErbB1. Активирането на EGFR от 
няколко лиганда, като EGF (epidermal growth 
factor), HB-EGF (heparin binding-EGF), Amphire-
gulin и TGF-α (transforming growth factor-α), води 
до хомо- или хетеродимеризиране с други чле-
нове на ErbB семейството, което стимулира 
транстирозиновото фосфорилиране на интраце-
луларните С-крайни домени на рецептора. Тези 
фосфорилирани тирозиново остатъци функцио-
нират като свързващи места за множество сиг-
нални молекули и пътища, включително Ras/Raf/ 
MEK/ERK пътя, фосфолипаза С γ (ФЛСγ), SRC, 
фосфатидилинозитол-3-фосфат (ФИ-3-К), сигнал-
ни трансдуктори и активатори на транскрипцията 3 
(СТАТ3) [18]. Така един сигнал или множество 
сигнали, предадени през един рецептор, могат 
да генерират едновременно различни вторични 
посредници. 

Калцият е важен интрацелуларен вторичен 
посредник, участващ в процеси, стимулирани от 
растежни фактори и хормони, в регулацията на 
клетъчния цикъл и генната експресия и много 
други. Интрацелуларната Ca2+ концентрация е 
около 100 nM – концентрация, приблизително 
20 000 пъти по-малка от тази на екстрацелулар-
ния Ca2+. Различни сигнали стимулират вълни 
или пикове на увеличен интрацелуларен Ca2+ с 
концентрации, достигащи 1-2 μM. Източникът на 
увеличения Ca2+ зависи от сигнала. Рецептори 
тирозин кинази, като EGFR, и G-протеин-свър-
зани рецептори увеличават Ca2+ нива чрез про-
дукцията на инозитол-3-фосфат (IP3), който 
индуцира освобождаване на Ca2+ от ендоплаз-
мения ретикулум чрез IP3 рецептор. Един от 
ключовите протеини, трансдуциращ сигнал в от-
говор на увеличен интрацелуларен Ca2+, е кал-
модулинът (CaM), който на свой ред активира 
членовете на CaM киназното семейство [11, 13]. 

Получените в настоящото изследване ре-
зултати показват, че затишаването на CaMKIIδ 
инхибира ERK1/2 зависимата кератиноцитна 
пролиферация. В тиреоидни TAD-2 клетки, както 
и в хепатомната клетъчна линия Hep3B, CaMKII 
е необходима, но недостатъчна за ERK1/2 сти-

мулираната пролиферация, индуцирана от ин-
тегрините, и взаимодействието между двата 
трансдукционни пътя е на нивото на Raf-1 [15]. 
Ролята на CaMKII и нейните изоформи е проу-
чена най-добре във VSMCs (vascular smooth 
muscle cells), вероятно защото тези клетки пре-
търпяват забележителни промени във фенотипа 
си от диференциращ контрактилен до пролифе-
ративен, в зависимост от източника и динамика-
та на калциевия сигнал. Тези промени във фе-
нотипа са свързани с патогенезата на атероск-
леротичните плаки и други васкуларни заболя-
вания. Наскоро беше доказано, че CaMKIIδ2, 
сплайс-вариант на δ-гена, медиира серум-стиму-
лираната пролиферация на VSM клетки [12]. В 
същите клетки адхезионнозависимата актива-
ция на CaMKII благоприятства ERK1/2 актива-
цията чрез интегрин-зависим и интегрин-незави-
сим механизъм, вероятен път за регулиране 
фокалната динамика на адхезия [20] и участващ 
в регулацията на гладкомускулната миграция 
[12]. Получените от нас резултати предполагат, 
че в нормални човешки кератиноцити трансдук-
ционният път, активиран от членове на EGF 
семейството/EGFR/PLCγ/IP3/Ca2+/Cam/CaMKIIδ, 
е вероятен механизъм за регулация на ERK1/2 
активността и клетъчната пролиферация, въп-
реки че са необходими допълнителни изследва-
ния за доказване на тази хипотеза.  

Смята се, че основната роля, която c-Myc из-
пълнява при прогресията на клетъчния цикъл, е 
като хетеродимерен транскрипционен активатор. 
Димерализирането му с Max протеина и свърз-
ването им към ДНК са необходими събития за 
осъществяване биологичните ефекти на Myc. За 
разлика от Myc, Max може също да формира 
хомо- или хетеродимери със семейство от про-
теини, наречено Mad, Mxi-1 и Mnt (Rox) [2]. Те 
могат да инхибират трансактивирането на гени, 
чиято транскрипция зависи от Myc, чрез хетеро-
димерализиране с Max, свързвайки се към същи-
те Myc:Max свързващи участъци и блокирайки 
транскрипцията на тези гени.  

С иницииране на диференциацията на чо-
вешки първични кератиноцити се индуцира екс-
пресията на Mad, а експресията на Myc се инхи-
бира, водещо до превключване от c-Myc:Max до 
Mad:Max хетеродимери. В нормален епидермис 
и в дебелочревната лигавица експресията на  
c-Myc е ограничена в пролифериращите клетки, 
докато Mad се експресира в диференциращите 
клетки [14]. Според Hashiro и сътр. c-Myc анти-
сенс-олигонуклеотид инхибира клетъчния рас-
теж, но не индуцира диференциация в нормал-
ни човешки кератиноцити [10]. В епидермис на 
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трансгенни мишки, в които експресията на HPV16 
E6 и E7 онкогени е прицелна за базалните кера-
тиноцити, настъпва неопластична прогресия, 
характеризираща се с експанзия на c-Myc експ-
ресиращи базалноподобни клетки. Експресия на 
mad е установена само в диференциращи клетки 
в краищата на пренеопластичните лезии [14]. В 
друг трансгенен миши модел ML.myc2, свръхекс-
пресиращ c-Myc в епидермиса, се наблюдава 
епидермална хиперпролиферация, забавена 
късна диференциация и проява на значително 
намалена чувствителност към UV-B индуцирана 
апоптоза, водещо до удебелен  кожен фенотип 
[31]. От друга страна, в Myc knockout миши мо-
дел се наблюдава тежка кожна патология – ко-
жата е опъната и нежна, лесно се протрива на 
местата на механично триене и проявява наруше-
но заздравяване. Епидермисът е изтънен със 
загуба на пролиферативния компартмент и преж-
девременна диференциация. Размерът на кера-
тиноцитите, растежът и ендорепликацията са ре-
дуцирани, а пролиферацията на стволовите епи-
дермални клетки е нарушена [33]. 

Друг, на пръв поглед противоположен резул-
тат също беше публикуван и той предполага, че 
конститутивната експресия на c-Myc стимулира 
късната кератиноцитна диференциация чрез 
деплетиране на стволовите клетки и превръща-
нето им в транзиторно пролифериращи клетки 
[32]. В базалния епидермален слой са разполо-
жени два клетъчни типа – делящите се клетки, 
способни да регенерират епидермиса, съответ-
стващи на стволови клетки, и транзиторно про-
лифериращи клетки, притежаващи ограничен 
пролиферативен потенциал (от три до пет де-
ления) и възможност за диференциация [9, 32]. 
Според авторите продължителната активация 
на c-Myc стимулира кератиноцитната ендореп-
ликация, инициира кератиноцитната късна ди-
ференциация, предшестваща ареста на клетъч-
ния цикъл, водещо до цикли от ДНК репликация 
без завършване на митозата и акумулирането 
на кератиноцитите в G2/M фаза. В резултат се 
увеличава полиплоидността – ендомитоза, пос-
ледвана от появата на мултинуклеарни клетки и 
увеличение на клетъчните размери [9].  

Противоречията в литературата, свързани с 
ролята на този транскрипционен фактор в про-
цесите, регулиращи кератиноцитната пролифе-
рация и диференциация, ни мотивираха да изс-
ледваме ролята на c-Myc в CaMKIIδ зависимата 
ERK1/2 активност, свързана с кератиноцитната 
пролиферация в модела на автокринно проли-
фериращи кератиноцити (наподобяващ базал-
ните епидермални кератиноцити). Получените 

резултати показват, че CaMKIIδ/ERK1/2 зависима-
та кератиноцитна пролиферация се осъществява 
чрез фосфорилиране на c-Myc на Тре58/Сер62, 
стимулиращо c-Myc свързващата активност. 
Стимулирането на активността на този транск-
рипционен фактор потвърждава пропролифера-
тивното му действие, установено и в наши пре-
дишни изследвания [24, 26, 28]. 

В заключение, резултатите от това изслед-
ване ни дават основание да предположим, че 
CaMKIIδ сигналният път се активира паралелно 
с други сигнални пътища, като PKCμ, известна 
още като PKD1, вероятно PKCα [27, 33], ODC 
[28] и CK-2 [16], от автокринните растежни фак-
тори, регулиращи ERK1/2 активността и керати-
ноцитната пролиферация. Резултатите са ана-
логични на тези, получени от СаМ киназния ин-
хибитор KN-62, но степента на редуциране на 
ERK1/2 и c-Myc активността при използването 
на антисенс-олигонуклеотид е по-ниска. Това 
предполага, че човешките кератиноцити веро-
ятно експресират други изоформи на CaMKII, 
подобно на VSMC клетките [12], или дори други 
CaMK изоформи, свързани с регулация на кера-
тиноцитната пролиферация. 
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