
Alterazioni della fisiologia cellulare nelle cellule tumorali 

Le cellule tumorali presentano alterazioni nei processi che
regolano la proliferazione e l’equilibrio cellulare.
Esistono più di 100 diversi tipi di cancro e alterazioni in
centinaia di geni sono state associate ai tumori.
Malgrado questa grande complessità è stato proposto che
che l’alterazione di sei funzioni fisiologiche cellulari
caratterizza i genotipi delle cellule tumorali:

1)l’indipendenza dai segnali di crescita
2)Insensibilità ai segnali di inibizione della crescita
3)Evasione dall’apoptosi
4)Potenziale replicativo illimitato
5)Angiogenesi protratta
6)Capacità di invasione e di formare metastasi

1)Deficit nella riparazione del DNA
Queste caratteristiche sono comuni probabilmente a tutti i
tipi di tumori.



Capacità proliferativa indipendente dalla presenza  di segnali di crescita 

I meccanismi che conferiscono alle cellule
neoplastiche la capacità di proliferare
autonomamente possono interessane ognuna di
queste fasi.
Quindi le cellule tumorali possono

i) produrre i fattori di crescita
ii) avere mutazioni in recettori di crescita o

alterata espressione dei recettori
iii) avere mutazioni in componenti della cascata di

trasduzione del segnale avviata dall’interazione
del fattore di crescita con il suo recettore

iv) avere mutazioni in geni che regolano la
trascrizione del DNA



Gli oncogeni 
I geni che promuovono la crescita autonoma della
cellula tumorale sono definiti oncogeni e la loro
controparte fisiologica è definita proto-oncogene.
I proto-oncogeni regolano la proliferazione e il
differenziamento cellulare in condizioni fisiologiche.
Le proteine codificate dai proto-oncogeni possono
funzionare come:
ligandi e recettori per fattori di crescita
trasduttori del segnale
fattori di trascrizione
regolatori del ciclo cellulare
Diversi tipi di lesioni genetiche (mutazioni,
riarrangiamenti cromosomici, amplificazioni) possono
convertire i proto-oncogeni in oncogeni.
Gli oncogeni sono versioni mutate o iperespresse di
proto-oncogeni che saranno così in grado di
funzionare in maniera autonoma,
indipendentemente dai normali meccanismi che li
regolano.
E’ sufficiente che sia alterato uno singolo allele
affinchè l’oncogene favorisca la trasformazione
neoplastica.



Capacità proliferativa indipendente dalla presenza  di segnali di crescita: 
capacità di sintetizzare fattori di crescita 

Molte cellule tumorali sono in grado di sintetizzare i fattori di crescita a
cui rispondono.
Il proto-oncogene SIS codifica per la catena b del platelet derived growth
factor (PDGF) è iperespresso in molti tumori quali gli astrocitomi e gli
osteosarcomi che esprimono il recettore. In molti casi il gene del fattore di
crescita non è alterato ma iperespresso.
Nel caso del Transforming growth factor-a (TGF-a) che è un fattore di
crescita correlato all’EGF (epidermal growth factor) e che induce la
proliferazione cellulare legandosi all’EGFR, la sua iper-espressione è
causata dall’oncogene RAS che causa un aumento della produzione del
fattore da parte delle cellule. L’espressione anormale del TGF-a è stata
dimostrata nei tumori del fegato, della mammella, della pelle e negli
astrocitomi.

Un gruppo di oncogeni che codificano per fattori
di crescita dei fibroblasti (FGFs) è attivato in
tumori gastrointestinali e della mammella.



Capacità proliferativa indipendente dalla presenza  di segnali di 
crescita: alterazione nel legame fra recettore e fattore di crescita

Molti oncogeni codificano per i recettori di fattori di crescita. Fra
questi i più diffusi nei tumori sono i recettori ad attività tirosin
chinasica. Tali recettori presentano una regione extracitoplasmatica
che lega il fattore di crescita e una regione intracitoplasmatica che
possiede attività tirosin chinasica. In seguito alla interazione con il
ligando il recettore omo- o etero-dimerizza e fosforila le tirosine
nella propria regione intracitoplasmatica. Questi residui fosforilati
agiscono da sedi per l’interazione con altre molecole di
segnalazione.

La famiglia dei recettori dell’epidermal growth factor (EGFR) sono
recettori ad attività tirosin chinasica. Questa famiglia include
ErbB1/HER1 ErbB2/HER2, ErbB3/HER3, ErbB4/HER4. ErbB2 non
contiene il dominio che lega il ligando ma dimerizza con gli altri
membri della famiglia.
Tutte le cellule ad eccezione di quelle ematopoietiche esprimono le
molecole appartenenti alla famiglia ErbB. Mutazioni nei geni ErbB
causano la morte embrionaria o perinatale nel modello murino.



In seguito all’interazione con il
ligando l’EGFR dimerizza e si
transfosforila nella regione
intracitoplasmatica avviando nelle
cellule di mammifero diverse vie di
segnalazione fra cui la via delle
MAP chinasi (MAPK, RAS-ERK) e la
via della PI3K-AKT-mTOR. Entrambe
queste vie sono necessarie per
stimolare la crescita e la
proliferazione cellulare
promuovendo l’entrata della cellula
nella fase G1/S del ciclo cellulare.

Vie di segnalazione dell’ EGFR



Mutazioni dell’EGFR nei tumori 

2.2. The kinase hotspot

Unlike other RTKs, which must undergo phosphorylation within
the activation loop of the kinase domain in order to achieve the
catalytically active conformation, EGFR does not require this mod-
ification [23]. Here, the activity of the kinase domain is controlled
by conformational changes induced by dimer formation and possi-
bly by the distal carboxyl terminus. Following the rationale of reg-
ulation-bypassing, non-small cell lung cancer (NSCLC) and other
tumors harbor point mutations, small deletions or insertions of
the EGFR kinase domain [24–26], rendering this domain constitu-
tively active [27] even in the absence of upstream events such as
ligand-binding or dimerization.

2.3. The C-tail hotspot

In addition to activation by means of kinase mutations, a dele-
tion mutant found in gliomas, named EGFRvIV, lacks either two or
three exons in its carboxyl tail, downstream to the kinase domain
[20,28], while keeping most of the auto-phosphorylation tyrosine

residues intact. According to structural [29,30] and computational
analyses, the deleted segment likely plays an essential role in ki-
nase auto-regulation by folding over the kinase domain, implying
that its removal will result in constitutive kinase activity [31].
Additionally, the notion of a regulatory role of the carboxyl tail
may explain the constitutive activation of a kinase-duplication mu-
tant, in which only one kinase is predicted to be inhibited by the
tail, while the other may represent an active form [32].

3. Pathologic aspects of the common oncogenic mutants of
EGFR (see Table 1)

3.1. EGFRvIII in brain and other tumors

Since its discovery in 1990 [33], EGFRvIII has been a subject of
thorough investigation, which is justified by its relative abundance
in brain tumors, and frequent detection in other malignancies,
including lung, breast and ovarian cancers [20,34–36]. As men-
tioned above, by deletion of a segment of the ligand-binding do-
main, EGFRvIII bypasses the need of ligand. This deletion spans

Fig. 2. Receptor aberrations cluster in functionally relevant hotspots of EGFR. Structural constraints impose ligand binding for receptor activation. Brain tumors such as
glioblastoma multiforme (GBM) circumvent this requirement by deletions or point mutations in the ligand-binding domain (e.g., EGFRvIII) of EGFR, which promote receptor
dimerization and activation. Alternately, GBMs may enhance the EGFR catalytic activity through duplications of its kinase domain, as well as by deletions in the carboxyl-
terminal tail, which may otherwise execute an auto-inhibitory role on the kinase activity. Conversely, non-small cell lung cancers (NSCLC) often exhibit prototypical point
mutations or small insertions/deletions in kinase domain regions regulating the basal catalytic activity of EGFR.

Table 1
Common EGFR mutations.

Cancer type Name Domain affected Mutation type Biochemical traits Reference

GBM EGFRvI Extracellular Deletion ND [34]
EGFRvII Extracellular Deletion ND [28,104]
EGFRvIIIa Extracellular Deletion Basal dimer formation, basal kinase activity [20,28,34,38]
EGFRvIV Carboxyl tail Deletion Predicted basal kinase activity [20,28,30,31]
EGFRvV Carboxyl tail Deletion ND [20,28]
EGFR TDM Kinase Duplication Basal kinase activity, escapes down regulation [28,32]

NSCLC 746-759b Kinase Deletion Basal kinase activity [105,106]
L858Rc Kinase – activation loop Point mutation Basal kinase activity [105,106]
G719Scc Kinase – nucleotide-binding loop Point mutation Basal kinase activity [105,106]
T790M Kinase Point mutation Confers reversible TKI resistance, increases basal activity [76]
D770InsNPG Kinase Insertion Basal kinase activity, confers reversible TKI resistance [106]

ND, Not determined.
a EGFRvIII has been identified in lung, breast, ovarian and other tumors [35,36].
b Various deletions within the indicated range have been reported.
c G719S and L858R are representative point-mutations in exons 18 and 21, respectively.
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Mutazioni nell’ EGFR avvengono in
mutational «hotspots» nella regione
extracitoplasmatica, nel dominio
chinasico e nella regione C-terminale
intracitoplasmatica.
Nei glioblastomi (GBM) sono presenti
mutazioni nella regione
extracitoplasmatica mentre nei tumori
del polmone (non-small cell lung
cancer NSCLC) mutazioni nel dominio
chinasico. Queste mutazioni
determinano l’attivazione costitutiva
del recettore.



Capacità proliferativa indipendente dalla presenza  di segnali di crescita: 
alterazione nel legame fra recettore e fattore di crescita

I recettori per i fattori di crescita
possono essere alterati attraverso
l’amplificazione del gene e
l’overespressione del recettore.
HER2 è overespresso nel 15-30% dei
tumori invasivi del seno e in altre forme
di cancro.
L’importanza di questi recettori tirosin
chinasici mutati nella crescita e
proliferazione delle cellule tumorali è
dimostrata dall’efficacia degli agenti che
hanno come bersaglio tali molecole.
I tumori della mammella con
amplificazione di HER2 rispondono al
trattamento con anticorpi anti-HER2
che bloccano la crescita del tumore e ne
inducono l’apoptosi.



Ligandi della famiglia dell’EGFR 

Il recettore per il fattore di crescita epidermico
oltre all’EGF ha altri ligandi che includono: il
(transforming growth factor-a (TGF-a),
l’amfiregulina (AREG) l’epiregulina (EREG),
betacellulina (BTC)

TGF-a



La stimolazione dell’EGFR avvia
diverse vie di segnalazione fra cui la
via delle MAP chinasi (MAPK, RAS-
ERK) e la via della PI3K-AKT-mTOR.
Entrambe queste vie sono
necessarie per stimolare la crescita
e la proliferazione cellulare
promuovendo l’entrata della cellula
nella fase G1/S del ciclo cellulare.

Vie di segnalazione dell’ EGFR



La segnalazione dell’EGFR: attivazione della via delle MAP chinasi nelle cellule sane

In seguito alla transfosforilazione dell’ EGFR i residui di
tirosina fosforilati legano la proteina GRB2 (growth factor
binding receptor 2) attraverso il suo dominio SH2.
GRB2 a sua volta si lega allo scambiatore di nucleotidi SOS1
(son of sevenless 1) attraverso i suoi domini SH3.
• SOS1 attiva RAS attraverso lo scambio di GDP con il GTP

inducendo un cambiamento conformazionale di RAS.
• RAS attivato attiva la serin treonin chinasi RAF
• RAF attiva le MAPKK chinasi MEK1/2
• MEK1/2 attivano attraverso la fosforilazione le MAPK

ERK1/2 che a loro volta attivano diversi fattori
trascrizionali responsabili della trascrizione di geni
coinvolti nella progressione del ciclo cellulare.



La segnalazione dell’EGFR: attivazione della via delle MAP chinasi nelle cellule sane

I geni codificanti le proteine RAS
sono tre (HRAS, KRAS, NRAS) e
codificano per proteine G
associate alla membrana che
legano il GDP e il GTP.



In circa il 25% dei tumori umani le proteine Ras
presentano mutazioni che alterano la struttura
della molecola causando l’attivazione
costitutiva della segnalazione.
Nella forma attiva Ras interagisce con la
proteina citosolica Raf sulla via delle MAP
chinasi. Le MAP chinasi attivate attivano fattori
trascrizionali e promuovono la mitosi.
Mutazioni in RAS sono presenti nel 90% dei
carcinomi del pancreas e nel 50% delle
neoplasie del colon.

Attivazione della via delle MAPK chinasi nei tumori umani 



Frequenza delle mutazioni di RAS nei tumori 



Oltre a RAS altri membri della cascata di trasduzione del
segnale RAS/RAF/MAP chinasi possono essere alterati
nelle cellule tumorali.
Il 40-50% dei melanomi presentano mutazioni attivanti la
proteina BRAF.
BRAF è una serin treonin chinasi e la mutazione V600E è
presente nel 70-88% dei casi.
I melanomi con tale mutazione sono sensibili al
trattamento con inibitori di BRAF.
La alta dipendenza di un tumore da un oncogene prende il
nome di «oncogene addiction».
Sebbene, il cancro si sviluppi attraverso l’accumulo
progressivo di mutazioni geniche che attivano diversi
oncogeni, studi preclinici e di pazienti trattati con terapie
oncogene-mirate suggeriscono che la sopravvivenza del
tumore dipende da un numero ristretto di alterazioni
geniche definite «driver». Il termine «oncogene addiction
è stato coniato per descrivere questo fenomeno di
dipendenza del tumore da pochi oncogeni per
sopravvivere.

Capacità proliferativa indipendente dalla presenza  di segnali di crescita: alterazione delle 
molecole che mediano la trasduzione del segnale dei recettori per i fattori di crescita
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La stimolazione dell’EGFR avvia diverse vie di
segnalazione che comprendono la via delle
MAP chinasi (MAPK, RAS-ERK) e la via della
fosfatidil inositolo 3 chinasi o PI-3 chinasi
(PI3K) PI3K-AKT-mTOR. Entrambe queste vie
sono necessarie per stimolare la crescita e la
proliferazione cellulare promuovendo l’entrata
della cellula nella fase G1/S del ciclo cellulare.

Vie di segnalazione dell’ EGFR
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Fig. 1 | The PI3K–AKT pathway and the most common PIK3CA mutations in cancer. a, The gene expression profile of PI3K isoforms in normal human 
tissues shown in log2!(TPM!+!1) scale based on http://gepia.cancer-pku.cn (accessed in April 2021). b, RTK activation by insulin or growth factors 
mediates tyrosine phosphorylation, which allows recruitment of the lipid kinase PI3K to the plasma membrane through the p85 regulatory subunit. PI3K 
phosphorylates the lipid PIP2 to generate PIP3. The lipid phosphatase PTEN dephosphorylates PIP3 back to PIP2. PIP3 recruits the serine/threonine kinase 
AKT to the plasma membrane, where it is activated through phosphorylation at T308 by the PDK1 kinase and S473 by the mTORC2 kinase complex. AKT 
then phosphorylates a number of substrates, promoting glucose metabolism, cell cycle arrest, cell growth, proliferation and translation. P denotes protein 
phosphorylation events. c, The most frequent mutations of the PIK3CA gene according to MSK-IMPACT. d, The alteration frequency of the PIK3CA gene 
across human cancers according to MSK-IMPACT. ABD, N-terminal adaptor-binding domain; RBD, Ras-binding domain; C2, protein kinase C homology-2; 
CNA, copy number alteration.
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La segnalazione dell’EGFR: attivazione della via della PI3K nelle cellule sane

L’interazione del fattore di crescita con il suo recettore ad
attività tirosin chinasica media la fosforilazione del
recettore che permette il reclutamento della PI3K alla
membrana mediante la sua subunità regolatoria p85. La
PI3K fosforila il fosfatidil inositolo bi-fosfato (PIP2) in
fosfatidil inositolo trifosfato (PIP3). Il PIP3 recluta la serin
treonin chinasi AKT alla membrana plasmatica dove è
attivata dalla fosforilazione mediata dalla chinasi PDK1.
AKT fosforila diversi substrati che controllano processi
cellulari fondamentali. Fra questi substrati è compreso
mTORC1. AKT attiva mTORC1 inibendo gli inibitori di
mTORC1 TSC2 e TSC1.
mTORC1 regola la crescita, la sintesi proteica e il
metabolismo cellulare.
mTORC1 inibisce 4E-BP che inibisce eIF4E (eukariotic
translation initiation factor 4E). Inoltre mTOR attiva la
chinasi S6K che fosforila la proteina ribosomale S6. Questo
determina un aumento della sintesi proteica della cellula.
Questa via è regolata dalla fosfatasi PTEN che converte il
PIP3 in PIP2 inattivando la segnalazione della PI3K.



Attivazione della via della PI3K  

La via della PI3K può essere attivata
direttamente dal recettore ad attività
tirosin chinasica o attraverso RAS.
L’attivazione della PI3K avviene in
seguito alla dissociazione della sub-
unità p85 dalla chinasi p110a che
fosforila il PIP2 nella membrana
citoplasmatica.
Questa via è regolata dalla fosfatasi
PTEN che converte il PIP3 in PIP2
inattivando la segnalazione della PI3K.



L’iper-attivazione genetica della via di
segnalazione PI3K/AKT è uno dei
meccanismi «driver» in molti tumori.
Questo determina un aumento della
proliferazione cellulare, della migrazione e
dell’invasione dei tessuti.
L’analisi di tutti i tumori nel Cancer
Genome Atlas ha identificato PIK3
(PIK3CA) e PTEN come i geni che più
frequentemente presentano mutazioni in
più di 12 tumori solidi.
I tumori che presentano più
frequentemente mutazioni attivanti di
PIK3 sono il carcinoma dell’endometrio
(40%) della mammella (30%), della vescica
(20%) e del colon-retto (17%).

Mutazioni attivanti la via di segnalazione PI3K/AKT sono frequenti nei tumori solidi umani
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Fig. 1 | The PI3K–AKT pathway and the most common PIK3CA mutations in cancer. a, The gene expression profile of PI3K isoforms in normal human 
tissues shown in log2!(TPM!+!1) scale based on http://gepia.cancer-pku.cn (accessed in April 2021). b, RTK activation by insulin or growth factors 
mediates tyrosine phosphorylation, which allows recruitment of the lipid kinase PI3K to the plasma membrane through the p85 regulatory subunit. PI3K 
phosphorylates the lipid PIP2 to generate PIP3. The lipid phosphatase PTEN dephosphorylates PIP3 back to PIP2. PIP3 recruits the serine/threonine kinase 
AKT to the plasma membrane, where it is activated through phosphorylation at T308 by the PDK1 kinase and S473 by the mTORC2 kinase complex. AKT 
then phosphorylates a number of substrates, promoting glucose metabolism, cell cycle arrest, cell growth, proliferation and translation. P denotes protein 
phosphorylation events. c, The most frequent mutations of the PIK3CA gene according to MSK-IMPACT. d, The alteration frequency of the PIK3CA gene 
across human cancers according to MSK-IMPACT. ABD, N-terminal adaptor-binding domain; RBD, Ras-binding domain; C2, protein kinase C homology-2; 
CNA, copy number alteration.
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Frequenza delle mutazioni della PI3K



Le mutazioni oncogeniche avvengono anche in proteine
localizzate nel nucleo o nel citoplasma delle cellule.
Nella leucemia mieloide cronica (tumore del sangue
caratterizzato da una proliferazione incontrollata e un
progressivo accumulo di cellule mature granulocitarie nel
midollo osseo e nel sangue periferico) e in un
sottogruppo di leucemia linfoblastica acuta il gene ABL è
soggetto a traslocazione dalla sua normale sede sul
cromosoma 9 al cromosoma 22 dove si fonde con il gene
BCR dando origine al cromosoma Philadelphia.
Il gene risultante codifica per una proteina chimerica BCR-
ABL che ha attività tirosin chinasica costitutiva.
Le chinasi ABL sono tirosi chinasi coinvolte nello sviluppo
embrionario, nella divisione cellulare, adesione e risposta
allo stress.

Mutazioni oncogeniche in proteine intracitoplasmatiche



Il trattamento con inibitori della chinasi BCR-ABL
rappresenta un esempio di «oncogenic target
therapy» (terapia oncogene mirata). Il
trattamento con l’inibitore Imatinib ha
dimostrato una robusta risposta clinica in un
elevata percentuale di pazienti affetti da
leucemia mieloide cronica dovuta alla induzione
di apoptosi nelle cellule tumorali. Questo è un
altro esempio di «oncogene addiction».
Nel tempo tuttavia una frazione di pazienti
sviluppa resistenza al trattamento.

Trattamento con gli inibitori della chinasi BCR-ABL



Oncogeni: fattori trascrizionali

Tutte le vie di trasduzione del segnale avviate dai fattori di
crescita culminano con la attivazione di fattori trascrizionali che
guidano l’espressione di geni che promuovono la crescita
cellulare.
L’autonomia della crescita cellulare può essere acquisita dalle
cellule tumorali come conseguenza di mutazioni in geni che
regolano la trascrizione del DNA.
Diverse oncoproteine fra cui MYC, JUN, FOS sono fattori di
trascrizione che regolano l’espressione di geni che promuovono
la crescita cellulare. Fra questi MYC è quello più comunemente
attivato nel cancro.

L’attivazione dell’oncogene MYC è stata inizialmente descritta
nel linfoma di Burkitt. MYC è trascrizionalmente attivato come
conseguenza della traslocazione fra il cromosoma 8 e il
cromosoma 14 nella regione contenente i geni per le
immunoglobuline.



Capacità proliferativa indipendente dalla presenza  di segnali di crescita 

I meccanismi che conferiscono alle cellule
neoplastiche la capacità di proliferare possono
interessane ognuna di queste fasi.
Quindi le cellule tumorali possono

i) produrre i fattori di crescita
ii) avere mutazioni in recettori di crescita o

alterata espressione dei recettori
iii) avere mutazioni in componenti della cascata di

trasduzione del segnale del fattore di crescita
iv) avere mutazioni in geni che regolano la

trascrizione del DNA



Expression of CPEB-family proteins are frequently downregulated
in human cancers.40 Therefore, pharmacological approaches
aimed at reactivating CPEB expression would lead to Myc
inhibition in Myc-driven cancers.

TARGETING MYC STABILITY
USP28, USP36, and USP7
Myc stability is tightly controlled by the ubiquitin-proteasome
system.1 Upon phosphorylation at Thr58, Myc is polyubiquitinated
by the E3 ligase FBW7 and degraded by the proteasome.43 The
human FBW7 locus encodes three protein isoforms, FBW7α,
FBW7β, and FBW7ɣ, that differ in their N-terminal sequences and
in their subcellular localization.44 Both FBW7α and FBW7ɣ are
responsible for the selective degradation of endogenous Myc in
human cells.44 Several deubiquitinating enzymes are involved in
Myc stabilization. USP28 was shown to bind c-Myc through an
interaction with FBW7α and antagonize its E3 ligase activities in
the nucleus, leading to Myc stabilization and tumor cell
proliferation.45 USP36 deubiquitinates and stabilizes c-Myc
through interactions with FBW7ɣ in the nucleolus.46 USP7 directly
binds to and stabilizes N-Myc through deubiquitination in
neuroblastomas cells, and a small-molecule inhibitor of USP7,
P22077, markedly suppressed growth of MYCN-amplified neuro-
blastoma in a xenograft model.13 In principle, targeting these
deubiquitinases could cause Myc destabilization and tumor
suppression.

AURKA
The Aurora family includes AURKA, AURKB, and AURKC, which are
key regulators of mitosis.47 AURKA contributes to tumorigenesis
through interactions with P53 and Myc.48–50 Recently, Otto et al.14

showed that Aurora A and N-Myc acted as oncogenic partners in
neuroblastomas. AURKA forms a complex with N-Myc, which
protects N-Myc from FBW7-mediated proteasomal degradation.14

Two AURKA inhibitors, MLN8054 and MLN8237, disrupt the
Myc–AURKA complex, resulting in N-Myc degradation and tumor
regression in MYCN-amplified neuroblastomas.14, 51 MLN8237 also
induced c-Myc degradation in P53-mutant human hepatocellular
carcinoma cells.52 These data suggest that AURKA inhibitors may
be potential therapeutics for the treatment of Myc-dependent
cancers.

Polo-like kinase 1 (PLK1)
The Polo-like kinases (PLKs) comprise a family of five serine/
threonine protein kinases that control many crucial biological

Fig. 2 Transcriptional activation of target genes by Myc family
members. a protein structure of Myc family members. The N
terminus of Myc comprises a transactivation domain (TAD) and
three highly conserved elements, known as Myc boxes 1–3. Myc box
1 (MB1) possesses a phosphodegron, which is targeted by the
ubiquitin E3 ligase FBW7. MB2 is required for all the known
functions of Myc and recruits a histone acetyltransferase (HAT)
complex, MB3 regulates Myc protein stability and transcriptional
activities. The C-terminal domain contains a basic-region /helix-
loop-helix/leucine-zipper (BR/HLH/LZ) motif that is necessary for
DNA–protein interactions. Max, the partner of Myc, binds with Myc
through the C-terminal BR/HLH/LZ motif. b Myc functions as a
transcription factor. Upon binding to CACGTG (E-box), the Myc–Max
dimeric complex recruits chromatin-modifying complexes, including
GCN5, TIP60, TIP48, and TRRAP, leading to transcriptional activation.
GCN5 and TIP60 are histone acetyltransferases; TIP48 is an ATP-
binding protein, TRRAP transactivation/transformation-associated
protein. c Myc functions as a transcriptional signal amplifier. In this
model, Myc binding is not E-box dependent. Myc accumulates in the
promoter and enhancer region of all active genes and causes
transcriptional signal amplification

Fig. 3 Various strategies to target Myc. Inhibitors of BRD4, CDK7, and CDK9 inhibit MYC expression at the transcriptional level. Inhibition of the
PI3K/AKT/mTOR pathway blocks MYC translation, whereas USP7, AURKA, and PLK1 inhibitors destabilize Myc at the posttranslational level.
10058-F4 and Omomyc function to interrupt the Myc–Max dimeric complex. BRD4 bromodomain-containing 4, CDK7 cyclin-dependent kinase
7, CDK9 cyclin-dependent kinase 9, PLK1 polo-like kinases 1, PI3K/AKT/mTOR phosphatidylinositol 3-kinase/AKT/mammalian target of
rapamycin

Targeting oncogenic Myc as a strategy….
Chen et al.
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I proto-oncogeni MYC codificano per una famiglia di fattori di
trascrizione a cui appartengono MYC, MYCL e MYCN.
Le oncoproteine Myc regolano potenzialmente la trascrizione di
almeno il 15% dell’intero genoma. I geni bersaglio di Myc includono
quelli coinvolti nella biogenesi dei ribosomi, nella traduzione delle
proteine, nella progressione del ciclo cellulare orchestrando diverse
funzioni biologiche come la proliferazione, la sopravvivenza, il
differenziamento cellulare.

La famiglia dei proto-oncogeni MYC



• Il proto-oncogene c-MYC codifica per un fattore di
trascrizione

• negli adulti è espresso nei tessuti con elevata capacità
proliferativa come la pelle, l’intestino e la sua espressione
correla con la proliferazione

• nelle cellule in coltura in risposta a fattori di crescita
l’mRNA e la proteina c-MYC sono rapidamente espressi e la
cellula entra nella fase G1 del ciclo cellulare.

• C-MYC forma un complesso eterodimerico con la molecola
MAX che lega specifiche sequenze di DNA denominate E-
box. Attraverso il reclutamento di molecole co-regolatorie
associate alla acetilazione degli istoni aumenta l’espressione
di una serie selettiva di geni.

Proto-oncogene: c-MYC



Alterazioni dei fattori di trascrizione della famiglia MYC nei tumori umani  

Alterazioni dei proto-oncogeni MYC sono riscontrate
nel 28% dei tumori umani. Le alterazioni geniche
includono l’amplificazione del gene, traslocazioni e
mutazioni che determinano un aumento della
espressione di MYC.



L’espressione di c-MYC è deregolata in un
ampio numero di tumori umani.

Mutazioni puntiformi, traslocazioni
cromosomiche, amplificazione genica che
attivano la trascrizione o stabilizzano MYC
sono state osservate in numerosi tumori
umani.



Meccanismi di attivazione di MYC nei tumori 
MYC è amplificato in tumori solidi
umani come il tumore della
mammella e del fegato. Nelle
leucemie T e B e nei linfomi
l’attivazione di MYC è
conseguente a traslocazione
cromosomica.
Inoltre l’espressione di MYC può
essere aumentata dall’attivazione
anomala delle vie di segnalazione
oncogeniche come quelle
mediate dai recettori ad attività
tirosin chinasica (RTK), WNT,
Notch o attraverso la perdita di
oncosoppressori come il TGF-
beta. MYC può essere attivata da
modificazioni della stabilità della
proteina attraverso l’aumento
della forma fosforilata in serina
62 rispetto a quella fosforilata in
treonina 58.

Chr 14



Effetti dell’attivazione di MYC nelle cellule tumorali 

Nelle cellule normali l’espressione di MYC è
strettamente controllata. L’overespressione
di MYC promuove la crescita e la
proliferazione delle cellule tumorali
attraverso:
i) l’aumento della sintesi proteica e dei

ribosomi
ii) modificazioni del metabolismo che

facilitano l’assorbimento di nutrienti.
Es: l’induzione di trasportatori del
glucosio e della glutammina

iii) lo shift metabolico dalla fosforilazione
ossidativa alla glicolisi (effetto
Warburg)

iv) L’aumento di espressione dei geni
coinvolti nella progressione del ciclo
cellulare come la ciclina D.

L’attivazione di MYC da sola non è sufficiente a indurre la trasformazione
neoplastica nelle cellule non maligne. L’over-espressione di MYC nelle
cellule normali induce l’arresto del ciclo cellulare, la morte cellulare. Per
questo l’inattivazione di geni oncosoppressori o regolatori dell’apoptosi è
necessaria per la trasformazione tumorale.



C-MYC e proliferazione cellulare 

C-MYC promuove la proliferazione cellulare 
inducendo:
• l’espressione delle cicline D

• la degradazione  dell’inibitore KIP1 (p27) 
attraverso i suoi geni target CUL1 e CKS. 



Ciclo cellulare 

L’esito finale di tutti gli stimoli che promuovono la
crescita cellulare è l’ingresso delle cellule nel ciclo
cellulare.
I tumori possono proliferare in modo autonomo se i
geni che regolano il ciclo cellulare diventano
deregolati a causa di mutazioni o amplificazioni.
La replicazione delle cellule prevede la duplicazione
del DNA e la divisione cellulare che dà origine a due
cellule figlie. Per poter duplicare la cellula va incontro
ad una serie di eventi ordinati che prende il nome di
ciclo cellulare.
Il ciclo cellulare consiste di 4 fasi G1 (presintetica), S
(sintesi del DNA) G2 (premitotica) M (mitosi).
Il ciclo cellulare è controllato da numerose molecole e
ciascuna fase del ciclo cellulare dipende
dall’attivazione appropriata della fase precedente.



Ogni fase del ciclo cellulare è strettamente regolata dalle CDK
(cyclin dependent kinase) che sono serin/treonin chinasi con i
loro partner le cicline. Le CDK sono inibite da inibitori
denominati CDKI.
Le diverse fasi del ciclo cellulare richiedono diverse cicline e
CDK. Le cicline D (D1, D2, D3) si associano alle CDK4 e CDK6 e
sono essenziali per l’entrata in G1. La ciclina E associata alla
CDK2 regola la tarda fase G1. La ciclina A associata alla CDK2
controlla la sintesi del DNA e la replicazione in fase S. La ciclina
A si associa alla CDK1 per promuovere l’entrata in fase M. La
mitosi è promossa dalla CDK1 ciclina B.

I complessi CDK-cicline



Progressione del ciclo cellulare 
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The biology of CDKs
Integration of multiple signalling pathways through  
control of CDK4 and CDK6 activation. An understand-
ing of the biology of CDKs is critical to deciphering the 
clinical results seen with CDK inhibitors, particularly in 
regard to determining biomarker and combination strat-
egies. In most adult tissues, the majority of cells exit the 
cell cycle with diploid DNA content and are maintained 
in a quiescent G0 state. Tissue maintenance involves cues 
that physiologically induce cell cycle entry in a highly 
regulated manner. The mechanisms through which cells 
initiate entry into the cell cycle have been comprehen-
sively described. Extracellular signals — including those 
activated by peptide growth factors (for example, RAS, 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) and mamma-
lian target of rapamycin (mTOR)) and nuclear receptors 
(for example, the oestrogen receptor (ER) in mammary 
epithelia) — converge on the cell cycle to drive progres-
sion from G0 or G1 phase into S phase through regulation 
of the metazoan-specific CDK4 or CDK6 complex2,3,12,13. 
CDK4 and CDK6 emerged phylogenetically with the 
appearance of multicellular organisms, and are subjected 
to multiple levels of regulation to control the transition 
into S phase. CDK4 and CDK6 are structurally related 
proteins that harbour many biochemical and biological 
similarities, although most published studies have focused 
on CDK4 (REF. 14). CDK6 is particularly important in pro-
moting the proliferation of haematological precursors15,16.

Figure 1 | Progression of the cell cycle driven by CDKs.  /KVQIGPKE�UKIPCNU�UVKOWNCVG�E[ENKP�FGRGPFGPV�MKPCUG|��
(CDK4) and CDK6 and promote entry into the cell cycle, whereas antiproliferative checkpoints inhibit CDK4 and 
CDK6 activity or induce the expression of the CDK4 and CDK6 inhibitor p16INK4A. Active CDK4 and CDK6 complexes 
initiate the phosphorylation (P) of key substrates, including the tumour suppressor retinoblastoma protein (RB), 
VJGTGD[�WPNGCUJKPI�C�IGPG�GZRTGUUKQP�RTQITCOOG�VJCV�KU�EQQTFKPCVGF�D[�VJG�'�(�HCOKN[�QH�VTCPUETKRVKQP�HCEVQTU�� 
In this context, CDK4 and CDK6 initiate transcription and stability of Etype and Atype cyclins (CycE and CycA, 
TGURGEVKXGN[��CPF�VJG�UWDUGSWGPV�CEVKXCVKQP�QH�%&-��VJCV�EQPVTKDWVGU�VQ�VJG�HWTVJGT�RJQURJQT[NCVKQP�QH�4$�CPF�VJG�
KPKVKCVKQP�QH�&0#�TGRNKECVKQP��(WTVJGT�EJGEMRQKPVU�ECP�FKTGEVN[�KPJKDKV�%&-��CEVKXKV[�QT�KPFWEG�VJG�%&-�KPVGTCEVKPI�
RTQVGKP�MKPCUG�KPJKDKVQT[�RTQVGKP�
%+2�-+2��ENCUU�QH�KPJKDKVQTU�
R��CIP1�CPF�R��KIP1��VJCV�DKPF�VQ�CPF�KPJKDKV�%&-�sE[ENKP�
EQORNGZGU��9KVJ�VJG�EQORNGVKQP�QH�&0#�TGRNKECVKQP��%&-�s%[E�#�CPF�%&-�s%[E�$�EQORNGZGU�HQTO�VQ�RJQURJQT[NCVG�
VCTIGVU�KP�)�|RJCUG��+P�VJG�CDUGPEG�QH�&0#�FCOCIG�CPF�HQNNQYKPI�CRRTQRTKCVG�RTGRCTCVKQP�HQT�EJTQOQUQOCN�
UGITGICVKQP��VJG�EGNNWNCT�FGHCWNV�KU�VQ�CEVKXCVG�%&-�s%[E$�EQORNGZGU�CPF�RTQITGUU�KPVQ�OKVQUKU��*QYGXGT��VJGTG�CTG�
potent checkpoints that limit CDK1 activity and halt mitotic progression. Subsequent degradation of CycB is required 
for anaphase progression and the production of two daughter cells in G1 phase of the cell cycle. During this transition 
from M phase back into G1 phase, RB is dephosphorylated, and the cycle is once more responsive to mitogenic and 
antiproliferative signalling. CCN, cyclin; CDC, cell division cycle; CDT1, chromatin licensing and DNA replication 
factor 1; MAD2L1��/#&��OKVQVKE�CTTGUV�FGHKEKGPV�NKMG����MCM, minichromosome maintenance complex component; 
PLK1, pololike kinase 1.
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(CIP/KIP) class of CDK inhibitors, which bind to CDK2–
cyclin complexes and render them inactive60,69–71. For 
example, p21CIP1 acts as a DNA damage checkpoint (it is a 
critical downstream target gene of p53 that inhibits DNA 
synthesis), whereas p27KIP1 is responsive to mitogenic 
signalling as a further control on deregulated prolifera-
tion71,72. Additionally, CDK2 is regulated by phosphoryla-
tion events73. Therefore, multiple mechanisms in addition 
to the CDK4/6–RB axis can modulate the activity of 
CDK2 and subsequent DNA replication.

Recently, it has become clear that deregulation of 
CDK2 also occurs frequently in certain types of cancer74. 
Cyclin E1 or cyclin E2 amplifications are key oncogenic 
events in multiple cancers, particularly in uterine and 
ovarian cancers75–77 (FIG. 4). Ectopic expression of cyc-
lin E bypasses the need for CDK4 or CDK6 activity to 
initiate the S phase78–80, and it is therefore assumed that 
amplification of E-type cyclins may be oncogenic in 

a similar manner (that is, bypassing the physiological  
requirement for CDK4 or CDK6 activity to initiate 
expression of E-type cyclins). The CDK inhibitor p27KIP1 
is downregulated in many cancers, although the genetic 
loss of p27KIP1 is fairly rare81,82.

CDK1 is a key determinant of mitotic progression. CDK1 
was cloned on the basis of complementarity to the cdc2 
gene of Schizosaccharomyces pombe83. The expression of 
CDK1 and associated cyclins (cyclin A2 and cyclin B1) 
is coordinated through the activity of E2F-assembled 
complexes63,65. These include the canonical E2F and RB 
constituents, as well as the transcription factor FOXM1 
and the DREAM (dimerization partner, RB-like, E2F 
and multivulval class B) complex, which are particularly 
relevant for the coordination of transcripts involved in 
mitotic progression84–86. The cyclins that assemble with 
CDK1 are intrinsically unstable and are regulated by 
ubiquitin-mediated degradation mechanisms, and the 
assembly and localization of CDK1 complexes are regu-
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Mouse knockout experiments have shown that 
CDK1 is required for mammalian cell proliferation; it 
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shattering and cell death92. Multiple factors restrain the 
activity of CDK1 until DNA replication is complete 
and there is minimal DNA damage. This integration 
of DNA replication and CDK1 activity is mediated by 
checkpoint signalling kinases such as CHK1 and WEE1, 
which suppress the activity of CDK1 via inhibitory 
phosphorylation93, as well as through the cell division 
cycle 25 (CDC25) family of phosphatases. At the onset 
of mitosis, activation of CDK1 occurs rapidly through a 
positive feedback loop whereby CDK1 phosphorylates 
and inactivates WEE1. CDK1 subsequently phospho-
rylates multiple substrates, leading to nuclear envelope 
breakdown, chromosome condensation and mitotic 
spindle assembly94 (FIG. 3). The subsequent progression 
from metaphase to anaphase is controlled by the spindle 
assembly checkpoints, and progression through ana-
phase is dependent on the attenuation of CDK1 activity 
through the degradation of cyclin B1 by the anaphase-
promoting complex95,96.

Interestingly, in contrast to the genetic deregulation 
of the CDKs that coordinate the S phase, there is limited 
evidence to show that CDK1 activity is dysregulated by 
direct genetic alteration in tumorigenesis. Derangement 
of p53 signalling or of DNA damage checkpoints indi-
rectly leads to the deregulation of CDK1 (REFS 97,98), 
and high cyclin B1 expression is generally associated 
with a more aggressive cancer phenotype99,100. However, 
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initiate the S phase78–80, and it is therefore assumed that 
amplification of E-type cyclins may be oncogenic in 
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Meccanismi di regolazione delle chinasi ciclina dipendenti

L’attività delle chinasi ciclina dipendenti è 
controllata a diversi livelli:

• legame con le cicline specifiche

• fosforilazione da parte delle chinasi
attivanti le CDK (CAK)

• interazione con gli inibitori

• fosforilazioni inibitorie 



Progressione del ciclo cellulare e principali regolatori 

L’attività delle chinasi ciclina dipendenti 
è regolata dalla associazione  con gli 
inibitori CKI (inibitori delle chinasi
ciclina dipendenti).

I CKI includono:

• i membri della famiglia INK4
(p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C, p19INK4D)
che si legano alle CDK4 e CDK6 e
bloccano l’associazione alle cicline
D.

• i membri della famiglia Cip/Kip (p21,
p27,p57) che si legano e inibiscono
l’attività chinasica delle CDK2 e
CDK1.



La famiglia INK4 

Gli inibitori del ciclo cellulare
denominati p15INK4b, p16INK4a,
p18INK4c, and p19INKd inibiscono le
CDK4 e CDK6 inducendo un cambio
conformazionale della chinasi che
abroga la sua capacità di legare le
cicline D. Questo impedisce la
fosforilazione della proteina
retinoblastoma da parte dei complessi
CDK4/6-ciclina D e di conseguenza la
progressione della cellula nel ciclo
cellulare. Le proteine p15 e p16 hanno
una omologia dell’85%.

p15

p16

p19

p18



Proteine CIP/KIP 

L’attività delle CDK1/2 è regolata negativamente
dalle proteine della famiglia Cip/Kip a cui
appartengono p21CIP/WAF1, p27Kip1, p57Kip2

Queste proteine inibiscono le CDK1/2
complessate alle cicline A/E/B.

Struttura delle proteine della famiglia CIP/KIP

Struttura cristallografica dellla
CDK2/ciclinaA con p27


