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SaZetak

Zajednicki cinilac u nastanku vaskularnih
oboljenja kao Sto su ateroskleroza, restenoza i
hipertenzija je patoloska proliferacija i akumulacija
glatkih misicnih celija krvnog suda (VSMC) u njegov
unutrasnji (intima) sloj.

Trombin,  kljucni  hormon  koagulaciono-
aterogenetske mreze posreduje u regulisanju tonusa i
propustljivosti krvnih sudova, migracije i proliferacije
VSMC, privlacenja monocita i raznih proinflamatornih
markera u aterosklerotske lezije i svoje efekte ostvaruje
direktno kao serinska proteinaza i aktivacijom svojih
receptora spregnutih sa G proteinom (GPCR).
Pokazano je da trombin posreduje u proliferaciji
VSMC transaktivacijom receptora za epidermalni
faktor rasta (EGFR). Proces transaktivacije EGFR
preko aktivacije trombinskih receptora, ukljucuje
metaloproteinaze koje generisu ligande proteolitickim
cepanjem membranskih prekursora, kao sto je heparin
vezujuci epidermalni faktor rasta (HB-EGF) koji se
vezuje za EGFR i aktivira ga, Sto vodi proliferaciji
VSMC preko nishodnih, signalnih puteva mitogenom
aktiviranih protein kinaza (MAPK).

U okviru ovog preglednog clanka su prikazani i
diskutovani novi literaturni podaci koji se odnose na:
ulogu aktivacije EGFR u posredovanju proliferativnog
efekta trombina na VSMC, razumevanje i reviziju
koncepta trostruke kaskade transaktivacije EGFR
stimulisane trombinom u mehanizmu proliferacije
VSMC.

Kljuéne reci: trombin, VSMC, proliferacija,
transaktivacija, EGFR, ateroskleroza.

Summary
The common factor in the development of
vascular  diseases, such as  atherosclerosis,

hypertension and restenosis, is excessive accumulation

and proliferation of vascular smooth muscle cells
(VSMC) within inner (intima) layer of vessel wall.

Thrombin, a key player in athero-coagulation
maze, mediates the regulation of vascular permeability
and contraction, migration and proliferation of VSMC,
attracting monocytes and a variety of pro-
inflammatory markers in atherosclerotic lesions.
Thrombin exerts its effects either directly as serine
proteinases and/or via activation of its G proteins
coupled receptors (GPCR). It has been shown that
thrombin mediates transactivation of epidermal growth
factor receptor (EGFR) within the process of VSMC
proliferation. EGFR transactivation process through
the activation of thrombin protease activated receptor
(PAR), includes a matrix metalloproteinase cleavage of
membrane ligands precursors such as epidermal
growth factor like growth factor that binds heparin
(HB-EGF) that binds to the EGFR and activates it,
leading to VSMC proliferation via downstream
signaling pathways of mitogen activated protein kinase
(MAPK).

This review article presents review of the new
literature data concerning: the vrole of EGFR
activation in mediating the proliferative effect of
thrombin in VSMC and understanding of the concept of
the triple cascade of EGFR transactivation stimulated
by thrombin in the mechanism of VSMC proliferation.

Key words: thrombin, VSMC, proliferation,
transactivation, EGFR, atherosclerosis.

Uvod

Glatke miSi¢ne celije krvnih sudova (VSMC,
engl. “Vascular Smooth Muscle Cell”) od vitalnog su
znacaja za strukturu i funkcionisanje krvnih sudova.
Zajednicki Cinioci u nastanku vaskularnih oboljenja
poput ateroskleroze, restenoze 1 hipertenzije su
prekomerna proliferacija i abnormalna akumulacija
VSMC [1, 2]. Kardiovaskularne bolesti danas su jedan
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od vodecih uzroka smrtnosti ljudske populacije u ¢ijoj
osnovi, u najvecoj meri, dominira ateroskleroza kao
patoloska komponenta [3].

Trombin, kljuéni hormon koagulaciono-
aterogenetske mreze posreduje u regulisanju: tonusa i
propustljivosti krvnih sudova, migracije i proliferacije
VSMC, privlacenja monocita i raznih proinflamatornih
markera u aterosklerotske lezije i svoje efekte ostvaruje
direktno kao serinska proteinaza i aktivacijom svojih
receptora spregnutih sa G proteinom (GPCR, engl. “G
Protein Coupled Receptor”) [4-8]. Pokazano je da
trombin posreduje u proliferaciji VSMC, fibroblasta,
endotelnih  ¢elija, transaktivacijom receptora za
epidermalni faktor rasta (EGFR, engl. “Epidermal
Growth Factor Receptor”), ali ne i kod astrocita. Proces
transaktivacije EGFR, preko aktivacije GPCR, kao §to
su trombinski proteazom aktivirani receptori (PAR.
engl  “Protease-Activated  Receptor), ukljucuje
metaloproteinaze (MP) koje cepaju ligande (engl.
“shedding of ligands”) od membranskih prekursora,
kao Sto je prekursor faktora rasta slican epidermalnom
faktoru rasta koji vezuje heparin (pro-HB-EGF, engl.
“pro Heparin Binding-Epidermal Growth Factor—like
growth factor”). Otcepljeni faktor rasta slican
epidermalnom faktoru rasta koji vezuje heparin (HB-
EGF, engl. “Heparin Binding Epidermal Growth
Factor-like growth factor”), vezuje se za EGFR i
aktivira ga [8-10]. Kao posledica njegove aktivacije,
dolazi do aktivacije nishodnih signalnih puteva MAPK
kinaza, §to je i potvrdeno u nasim ranije objavljenim
istrazivanjima o uceS¢u ekstracelularnim signalom
regulisane kinaze 1/2 (ERK1/2, engl. “Extracellular-
signal Regulated Kinase 1/2”) u regulaciji proliferacije
VSMC indukovanoj trombinom [7, 8].

Iz literaturnih radova moze se primetiti da je jos
uvek nedovoljno rasvetljena uloga aktivacije kako
EGFR tako i MAPK kinaza u proliferaciji VSMC pod
delovanjem trombina. S jedne strane, naucni radovi
govore u prilog kriticne uloge aktivacije EGFR
potrebne za aktiviranje ERK1/2 kinaze [9, 11-13], dok
postoje 1 literaturni podaci koji ukazuju na aktivaciju
ERK1/2 nezavisno od aktivacije EGFR [8, 11].
Postavlja se pitanje: da li je aktivacija EGFR receptora
neophodna u proliferaciji VSMC pod delovanjem
trombina?

Cepanje EGFR liganada vrSe adamalizinske
metaloproteinaze (ADAM, engl. “A Disintegrin And
Metalloproteinase”) i matriksne metaloproteinazae
(MMP, engl. “Matrix Metalloproteinase”).
Transaktivacija EGFR kao posledica dejstva nekih
GPCR agonista, bila je i jo§ uvek je aktuelna tema u
istrazivanju celijskih signalnih puteva [14]. U literaturi
postoje brojni podaci o efektima angiotenzina I (ANG
1), transformiSuceg faktora rasta alfa (TGF-a),
lizofosfatidi¢ne kiseline (LPA), fenilefrina, endotelina-
1 (ET-1), kao ¢elijskim aktivatorima koji dovode do
cepanja EGFR liganada aktivacijom razli¢itth ADAM

molekula i sledstvene transaktivacije EGFR i ¢elijske
proliferacije, ali ne i podaci o uces¢u ADAM u
ostvarivanju efekata trombina u proliferaciji VSMC
[15]. Prvi literaturni podatak, prema nasim saznanjima,
koji ukazuje na ADAM metaloproteinaznu aktivnost
vezanu za transaktivaciju EGFR i proliferaciju bilo
koje celijske linije ukljucuju¢i i VSMC, pod
delovanjem trombina, je iz nase studije (Smiljanic i sar.
2011), u okviru koje je istaknuta uloga ADAM 12 kao
odgovorne molekulske makazice (“sheddase”) [15].

S druge strane, iako HB-EGF i matriksna
metaloproteinaza 2 (MMP-2) u VSMC ¢ine sastavni
deo transaktivacione kaskade EGFR, koja vodi
migraciji ovih ¢elija pod uticajem trombina, jo§ uvek
nema potpunog odgovora na pitanje: da li i na koji
na¢in MMP-2 ima efekta na proliferaciju VSMC pod
delovanjem trombina, imaju¢i u vidu kontroverzne
literaturne podatke o uticaju MMP na proliferaciju
VSMC [14-18]?

EGFR i kaskada transaktivacije EGFR

EGFR je jedan od Ccetiri visoko srodna clana
ErbB familije RTK [19]. Genski simbol, ErbB, potice
od imena viralnog onkogena sa kojima su ovi receptori
homolozi (engl. “Erythroblastic Leukemia Viral
Oncogene”). U fizioloskim uslovima za EGFR vezuju
se slede¢i Clanovi familije epidermalnih faktora rasta:
epidermalni faktor rasta (EGF, engl.”Epidermal
Growth Factor”), TGF-a, HB-EGF, amfiregulin,
epiregulin, betacelulin i epigen [20, 21]. Poremecaj u
mehanizmu ErbB signalizacije kod ljudi je povezan sa
razvojem neurodegenerativnih bolesti, poput multiple
skleroze i Alchajmerove bolesti [22], a njegova
povisena ekspresija dokumentovana je u viSe vrsta
tumora [23-25].
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Slika 1. (4) Sematski prikaz celovite strukture

monomernog neaktivnog molekula EGFR. (B)
Trodimenzionalni model ektodomena EGFR za koji je
vezan EGF. Preuzeto iz doktorske disertacije: Uticaj
trombina na regulaciju proliferacije glatkih misicnih
celija aorte pacova. Smiljanic, 2012. [26]
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EGFR je jednolanani transmembranski
glikoprotein od 170 kDa i 1186 aminokiselina, sa
mnostvom N-glikozilovanih oligosaharidnih
komponenti (priblizno 40 kDa) (Slika 1). Sastoji se od
ekstracelularnog dela koji ima Cetiri domena (I i III
odgovorni za specifi¢nost receptora ka ligandu, a II i
IV su bogati cisteinom) (Slika 1), transmembranskog
alfa heliksa i citoplazmatskog dela koji sadrzi kinazni
domen [20].

Transdukcija hormonskog signala zapocinje
kada se odgovaraju¢i ligand tj., hormon veze za
vancelijski deo EGFR, S§to vodi ka dimerizaciji,
odnosno rearanzmanu monomera u veé postojecem
dimeru [27-29]. U aktivnom dimeru domeni dve
tirozinske kinaze su orijentisani da dovedu do
uzajamne fosforilacije i aktivacije (Slika 2) [30].
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Slika 2. Sematski prikaz vezivanja EGF za EGFR
receptor. Vezivanje EGF dovodi do konformacionih
promena i dimerizacije receptora Sto rezultuje u
aktivaciji tirozin kinaznih domena EGFR dimera.
Preuzeto i modifikovano iz ¢lanka: EGF Activates Its
Receptor by Removing Interactions that Autoinhibit
Ectodomain Dimerization, J Molecular Cell [30].

Proces koji jo§ uvek privlaci veliku paznju
nauc¢ne javnosti je upravo transaktivacija EGFR
odnosno posredna aktivacija EGFR preko aktivacije
GPCR. Prvi korak GPCR indukovane transaktivacije
EGFR, poznate jo§ 1 kao ,trostruko prolazeca
membranska kaskada” (engl. “triple membrane passing
cascade”), je direktna ukljuc¢enost sekundarnih glasnika
i/ili signalnih puteva pod delovanjem sekundarnih
glasnika kao S$to je povecéanje intracelularnog nivoa
Ca2+ [31, 32], aktivacije PKC [7, 9, 15, 33] ili
proizvodnje ROS [33]. Drugi korak predstavlja
ukljucenje ne-receptorskih tirozin kinaza, kao §to su c-
Src i1 prolinom bogate tirozin kinaze Pyk2 [8, 34, 35].
Poslednji u nizu, tre¢i dogadaj, je proteoliticko cepanje
EGFR liganda (engl. “ligand shedding”) od strane
aktivirane MP [10, 32] koji se vezuje za EGFR i na taj
nacin ga aktivira.

Mnoge studije su ukazale da aktivacija EGFR
vodi Sirokom spektru bioloskih odgovora, ukljucujuci
proliferaciju 1 inflamaciju [20, 36, 37]. EGFR su
identifikovani u humanim aterosklerotskim plakovima
imunocitohemijskim putem [38]. U kulturi VSMC
poreklom iz aorte pacova pokazano je uces¢e EGFR u
¢elijskoj proliferaciji i DNK sintezi [39, 40]. Centralna
uloga EGFR u proliferaciji VSMC dokumentovana je u
brojnim studijama, sa mnogim faktorima rasta
ukljucujuéi i trombin.

Medutim, jo§ uvek je nedovoljno rasvetljena
veza aktivacije EGFR 1 proliferacije VSMC. Vecina
dosadasnjih nauc¢nih radova ukazuje da bez aktivacije
EGFR ne dolazi ni do proliferacije VSMC [9, 41].
Medutim, ima i radova koji ukazuju da je aktivacija
ovog receptora vazna, ali ne i neophodna za proces
proliferacije VSMC [15, 42]. Potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se razresila ova dilema, imajuéi u
vidu 1 razli¢itu biologiju samog EGFR receptora u
fenotipskim modulacijama VSMC [43]. Osim toga,
potrebno je napraviti distinkciju pojmova aktivacija
EGFR i transaktivacija EGFR. Prvi dogadaj je izolovan
i direktan, ali je takode i sadrzan u okviru pojma
«transaktivacija EGFR». S druge strane, transaktivacija
podrazumeva sve gore navedene korake, ali i dalju
divergenciju tih pomenutih signala.

Postavlja se pitanje, da li je zaista aktivacija
EGFR neophodna za aktivaciju ERKI1/2, kao i za
proliferaciju VSMC pod delovanjem trombina? Brojne
studije ukazuju da bez aktivacije EGFR ne dolazi ni do
aktivacije ERK1/2 kao ni do proliferacije VSMC [9,
10, 41, 44]. Bobe i sar. su 2003. godine, u uslovima
smanjenog intracelularnog Ca2+ identifikovali EGFR
nezavisni put aktivacije ERKI1/2, pri ¢emu nisu
eksperimentalno potvrdili, da 1i u takvim uslovima
dolazi i do proliferacije VSMC. Ova potvrda bi bila
relevantna i bitna kod pacijenata sa hipertenzijom koji
su na terapiji sa blokatorima Ca2+ kanala. Zbog
nedostatka naucne potvrdenosti, do sada se uglavnom
prelazilo olako preko ovih, za sada, usamljenih studija
[8] koje su u VSMC ukazivale na postojanje 2 puta
aktivacije ERK1/2: zavisnog i nezavisnog od aktivacije
EGFR. Druge istrazivatke grupe su, u svojim
objavljenim rezultatima, ukazivale na neophodnost
EGFR aktivacije u proliferaciji VSMC, pri ¢emu su
rezultate Bobe i sar. iz 2003. godine uglavnom
objasnjavali ,,razlikama u eksperimentalnim uslovima”
[9], ne ostavljajuéi moguénost postojanja ,,baj-pas”
signala za aktivaciju ERK1/2 u VSMC [8, 15, 45].
Mogucée je da je signal koji premoscéuje EGFR i
univerzalnije prirode, tj., nije ogranien samo na
VSMC. Takode, ,,baj-pas” signal funkcionise kako u
fizioloSkim uslovima, tako i u uslovima smanjenog
intracelularnog Ca2+, koji su omoguéili da EGFR
nezavisan put ERK1/2 aktivacije bude odmaskiran. To
ne znaci da on ne postoji u uslovima homeostaze Ca2+,
samo je mimikriran, obzirom na vode¢u ulogu EGFR u
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aktivaciji ERK1/2 1 proliferaciji VSMC. Rezultati
nasih eksperimenata (Smiljani¢ i sar. 2012.), sa
parcijalnom inhibicijom proliferacije VSMC, kao i
aktivacije ERK1/2  stimulisane trombinom, pri
potpunom farmakoloskom iskljuc¢enju EGFR receptora
sa ireverzibilnim PD 169540 inhibitorom, ukazuju na
postojanje ,baj-pas” signala aktivacije ERKI1/2
kaskade, kao i proliferacije VSMC pod delovanjem
trombina, ¢iji je izvor uzvodno od EGFR [26]. Na
osnovu nasih rezultata, mi pretpostavljamo da
aktivacija EGFR u okviru njegove transaktivacije
inicirane  trombinom nije neophodna =za dalje
provodenje proliferativnog odgovora u VSMC, Ssto
svakako predstavlja novootkriven koncept deobe
VSMC pod delovanjem trombina.

Uloga HB-EGF u aktivaciji EGFR i
proliferaciji VSMC

HB-EGF je ¢lan familije EGF faktora rasta i
sintetiSe se kao transmembranski prekursor od 208
aminokiselina (pro-HB-EGF), poznat i kao receptor za
toksin difterije, koji nakon proteolitickog cepanja od
strane metaloproteinaze, postaje zreo, solubilan EGFR
ligand od 86 aminokiselina [10, 46]. Od njegovog
pronalaska 1991. godine, smatran je vaznim Ciniocem
u nastanku ateroskleroze, hipertrofije miokarda,
zaraS¢ivanju rana o ¢emu svedoCe brojne studije [47-
49]. HB-EGF je eksprimiran u VSMC, makrofazima, T
limfocitima i endotelnim ¢elijama, a pokazao se i kao
faktor proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija i fibroblasta
[46, 50-52].

Pod dejstvom heparina blokira se HB-EGF
zavisna transaktivacija EGFR i sledstvena migracija
VSMC pacova i babuna pod delovanjem trombina [12].
HB-EGF je, takode, aktiviran (otcepljen) kao odgovor
na aktivaciju PKC sa forbol estrima (npr., TPA) [53].
Smatra se da je PKCo kao enzim, odgovoran za
stimulaciju HB-EGF cepanja, izazvan TPA aktivacijom
[54].

Dominantni ligand, detektovan u kulturi VSMC
kao ligand aktivacije EGFR i proliferacije VSMC
stimulacijom sa GPCR agonistima, jeste HB-EGF [10,
44]. Brojni literaturni podaci govore u prilog uloge
HB-EGF u proliferaciji VSMC, aktivacijom EGFR sa
raznim GPCR agonistima ukljucujuci trombin, ANG I,
ET-1, ATP, itd. [20, 41, 49, 55]. HB-EGF-indukovana
proliferacija ukljucuje aktivnost ERK1/2 kinaze i
PI3/Akt kinaze, ali ne i p38 kinaze [41]. Postoje radovi
o uces¢u HB-EGF u transaktivaciji EGFR i
proliferacije VSMC pod delovanjem trombina [9, 12],
ali se do skora nije znalo koje su MP uljuene u
proteoliticko cepanje HB-EGF [15, 17]. NaSi najnoviji
eksperimentalni rezultati potvrduju ulogu endogeno
nastaju¢eg HB-EGF, koji pod delovanjem trombina,
biva osloboden proteolitickim cepanjem od strane
metaloproteinaza ADAM 12 i MMP-2 i aktivira EGFR
receptor u primarnoj kulturi VSMC pacova [26].

Njegova blokada sa anti-HB-EGF neutraliSu¢im
antitelom, dovodi do potpune inhibicije aktivacije
EGFR i delimi¢nih inhibicija aktivacije ERK1/2 i
proliferacije VSMC stimulisanih trombinom [26].

Uloga MMP u transaktivaciji EGFR i

proliferaciji VSMC

MMP i ADAM pripadaju ,,metzincinskoj” grupi
superfamilije cink zavisnih metaloproteinaza koju ¢ini
pet grupa podeljenih na osnovu primarne strukture
katalitickog mesta [56]. ,,Metzincinska® grupa kojoj
pripadaju MMP i ADAM, sadrzi jo§ dve podgrupe MP:
seralizinske i astacinske MP [57].

MMP su poznate i kao kolagenaze, uglavnom su
solubilne i nalaze se u blizini ili na povrsini celija,
mada postoje i transmembranske forme MMP (Slika
3). Ovi enzimi su odgovorni za degradaciju i
remodeliranje ekstracelularnog matriksa (ECM), igraju
vaznu ulogu u razvi¢u, zarastanju rana i nastanku
oboljenja, kao Sto su ateroskleroza, artritis i kancer [18,
58].
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Slika 3. Topograski prikaz domenskih struktura ADAM
i MMP. Prikazana MMP odgovara potklasi Zelatinaza,
druge MMP potklase nemaju hemopeksinu slicnu
sekvencu i/ili fibronektinu 11 slicnu sekvencu. ADAM sa
trombospondinu slicnim domenima (ADAM-TS) sadrzi
i varijabilni broj domena slicnih trombospondinu.
Preuzeto i modifikovano iz clanka: The ADAMSs family
of metalloproteases: multidomain proteins with
multiple functions, J Genes Dev [59].

VSMC proizvode Ccitav spektar solubilnih i
membranskih ~ MMP  (MMP-1,-2,-3,9,11,13, i
membranska MT1-MMP), neke konstitutivno, a neke
kao odgovor na istezanje, povredu ili delovanje faktora
rasta [18, 60]. Analiza humanih aterosklerotskih lezija i
naprednih plakova pokazala je visoku ekspresiju MMP,
posebno Zelatinaza MMP-2 i MMP-9, prevashodno od
strane VSMC [61, 62].

MMP reguliSu migraciju, proliferaciju i smrt
VSMC degradacijom komponenti ECM 1 drugih
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supstrata [18]. One su odgovorne za promenu (engl.
“switch”) fenotipa VSMC iz tihog, mirnog u
migratorni [63]. Jasno je da MMP posreduju u
migraciji VSMC u in vivo i in vitro uslovima, dok je
uloga MMP u proliferaciji VSMC jos uvek nedovoljno
razjasnjena [18]. Inhibicija MMP blokirala je
proliferaciju glatkih miSi¢nih ¢elija traheja u odgovoru
na serum, trombin i PDGF [64], proliferaciju VSMC iz
komadica tkiva aorte (tzv. eksplanti aorte) [65], VSMC
proliferaciju in vivo [66, 67], MMP-2-posredovanu
VSMC migraciju nakon kateterizacije balonom [65, 68,
69] 1 nastanak neointimalnog zadebljanja [68]. Vecina
radova pokazala je inhibiciju proliferacije VSMC sa
sintetickim MMP inhibitorima u in vitro uslovima [70-
72], ali neki i nisu [67].

Nasi eksperimentalni rezultati (Smiljani¢ i sar
2011, 2012) ukazuju da trombin dovodi do proliferacije
primarnih kultura VSMC, dvojakim mehanizmom:
aktivacijom svojih PAR receptora (intacelijski impuls
signala) i direktnim proteolitickim cepanjem molekula
pro-MMP-2 izlu€enog na povrsinu Celijske membrane
(spoljni, vancelijski impuls signala) [26]. Ovim se
objasnjava uc¢es¢e MMP-2 kako u transaktivaciji EGFR
i proliferaciji VSMC preko aktivacije ERK1/2 kinaze,
tako 1 u¢eS¢e MMP-2 u proliferativnom procesu preko
drugih  permisivnih  interakcija  vezanih  za
remodelovanje  ekstracelularnog matriksa. Dalja
istrazivanja u ovom pravcu su potrebna kako bi se
utvrdilo  eventualno uceS¢e drugih  matriksnih
metaloproteinaza (kolagenaza) u transaktivaciji EGFR
i proliferaciji VSMC. Nova saznanja, u ovom smislu,
svakako bi doprinela odgovoru na pitanje, koja klasa
metaloproteinaza ima vode¢u ulogu, u odsecanju
membranskih prekursora faktora rasta i sledstvenoj
transaktivaciji EGFR.

Interakcija ~ trombina  sa  heparan-sulfat
proteoglikanima vodi takvim alosternim promenama
katalitickog mesta, koje menjaju njegovu specificnost
ka supstratu ¢ine¢i ga potentnim enzimom degradacije
vancelijskih komponenata [16]. Posebno se naglasava
njegova sposobnost aktivacije pro-MMP-2, nezavisne
od aktivacije preko MT1-MMP [16]. S druge strane, u
VSMC, MMP-2 moze biti aktivirana i od strane MT1-
MMP [18], koju aktiviraju c-Src u endotelnim i
naSa istrazivanja [15, 26], omogucili su nam da
elaboriramo 1 doradimo signalizacionu Semu ekstra- i
intracelularnih  dogadaja  kaskade transaktivacije
EGFR, kao i nizvodnih signala u proliferaciji VSMC
stimulisanoj trombinom (Slika 4).

Nas§ predlozeni model je sledeéi: postojanje
spoljno-membranskog delovanja trombina koji vodi
aktivaciji pro-MMP-2, nezavisnoj od MT1-MMP [16]
(Slika 4) i intracelularnog delovanja preko PAR-1
receptora, sa c¢-Src 1 PKCS posredovanom
fosforilacijom i aktivacijom MT1-MMP koja, takode,
doprinosi daljoj aktivaciji pro-MMP-2 [74]. Aktivirani

MMP-2 cepa pro-HB-EGF; oslobodeni HB-EGF
vezuje se za EGFR receptor i aktivira ga (Slika 4).
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Slika 4. Prikaz signalnih puteva ukljucenih u efekte
trombina na proliferaciju VSMC. Legenda: PAR 1:
proteoliticki aktiviran receptor 1; Gi/q: subjedinica i i
q receptora spregnutog sa proteinom G; EGFR:
receptor za epidermalni faktor rasta; pro-HB-EGF:
transmembranski prekursor faktora rasta slicnog
epidermalnom faktoru rasta koji vezuje heparin, HB-
EGF: faktor rasta slican epidermalnom faktoru rasta

koji vezuje heparin; MMP-2: matriksna
metaloproteinaza-2; MTI-MMP:  transmembanska
matriksna  metaloproteinaza  1;  ADAM  12:

adamalizinska metaloproteinaza 12; Ca2+: kalcijum,
PKCé: protein kinaza C delta; Pyk2: ne-receptorska
tirozin kinaza, bogata prolinom i zavisna od kalcijuma;
c-Src:  konstitutivna-Src  tirozinska kinaza; PI3-K:
fosfatidilinozitol-3 —kinaza, AKT: protein kinaza B;
Ras: mali GTP-vezujuci protein (mala GTP-aza); Raf -
Raf specificna serin/treonin protein kinaza;, MEK:
mitogenom aktivirana kinaza koja regulise ERKI/2
kinazu; ERK1/2: ekstracelularnim signalima
regulisane kinaze 1 i 2. Preuzeto i modifikovano iz
doktorske disertacije: Uticaj trombina na regulaciju
proliferacije glatkih misiénih Celija aorte pacova.
Smiljani¢, 2012. [26].

c-Src tirozin kinaza ima vazno mesto u prenosu
signala od PAR-1 receptora aktiviranog trombinom do
transaktivacije EGFR u nekoliko vrsta celija,
ukljucujuéi i VSMC [8, 75]. Kao $to se moze videti sa
Slike 4. c-Src fosforiliSe citoplazmatski deo MTI-
MMP, koji potom biva aktiviran i proteoliticki cepa
pro-MMP-2 [76, 77]. Obzirom da c-Src nije
membranski solubilna i deluje unutar ¢elije, ona ne
moze direktno da fosforilise MMP-2 i aktivira ga, kao
Sto su to u svom modelu predlozili Huang i sar. (2009),
ve¢ to radi fosforilisani MT1-MMP (Slika 4). MT1-
MMP je fizioloski aktivator pro-MMP-2 [78]. Osim
toga, c-Src i direktno transaktivira EGFR receptor na
Tyr845 [75, 79]. Luttrell i sar. (1997) pokazali su da
GOy subjedinica receptora spregnutog sa Gi proteinom
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aktivira c-Src koja potom dovodi do fosforilacije
EGFR receptora [34].

Uloga ADAM u transaktivaciji EGFR i

proliferaciji VSMC

ADAM su transmembranske metaloproteinaze
koje pripadaju adamalizinskoj grupi i razlikuju se od
MMP po tome S§to imaju vancelijski deo sa
dizintegrinskim domenom i citoplazmatski domen koji
moze da stupa u interakciju sa unutarcelijskim
proteinima (Slika 5.). Adamalizinska grupa takode
sadrzi i klasu III metaloproteinaza zmijskog otrova i
podgrupu ADAM-TS, koja se od ADAM familije
razlikuje po tome S$to sadrzi trombospondinu slicne
domene [59] (Slike 41 5).

neaktivirana aktivirana

q
NHz
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metaloproteinaza
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/

odvojen
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Slika 5. Sematski prikaz strukture ADAM molekula.
Preuzeto i modifikovano sa sajta:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Shedding 01.s

vg [80].

ADAM su ukljucene u vazne procese kao sto su:
proteoliza membranskih prekursora faktora rasta i
citokina, degradacija ECM i odsecanje drugih
membranskih proteina ukljucujuéi i obradu priona [81].
Pored ADAM i neke MMP mogu otcepiti membranske
proteine i proizvoditi ligande za aktivaciju EGFR [59].
ADAM, kao i MMP, osetljive su na endogene, tkivne
inhibitore metaloproteinaza (TIMP, engl.“Tissue
Inhibitor of Metaloproteinases™) [59].

Do sada je opisano 35 ADAM molekula iz
raznih vrsta. Kod ¢oveka opisano je 19 od kojih su
ADAM-9, -10, -12, -15,-17 i -19 wukljucene u
transaktivaciju EGFR u VSMC stimulacijom
ograni¢enog broja GPCR agonista [14].

Malo je literaturnih podataka o ulozi c¢lanova
ADAM familije u proliferaciji VSMC. U in vitro
uslovima pokazano je da ADAM-17 transaktivira
EGFR 1 dovodi do proliferacije VSMC u kulturi [55].
Takode, 1 u in vivo uslovima, ADAM 17 dovodi do
aktivacije EGFR 1 subsekventne neointimalne
hiperplazije nakon povrede krvnog suda delovanjem
ANG II [82].

ADAM 12 ucestvuje u proliferaciji hondrocita
proteolitickim cepanjem proteina 5 koji vezuje insulinu

slican faktor rasta (IGFBP5) u osteoartriticnoj
hrskavici [83]. Visoko pojacana selektivna ekspresija
ADAM 12 u ¢elijama glioblastoma povezuje se sa
¢elijskom proliferacijom 1 proteolitickim cepanjem
HB-EGF [84]. Asakura i sar. (2002) sugerisali su da je
ADAM-12 wucesnik HB-EGF otcepljivanja (engl.
“shedding”) i hipertrofije miokarda pod delovanjem
fenilefrina, ANG Il i ET-1[15]. Medutim, do skora nije
bilo nijednog objavljenog rada koji se odnosi na ulogu
ADAM 12 u proliferaciji VSMC. Na identitet i uc¢esce
ADAM molekula u transaktivaciji EGFR i proliferaciji
VSMC, odsecanjem HB-EGF, pod delovanjem
trombina, ukazala je nasa grupa [15].

Nasa pretpostavka je da ADAM 12 proteoliticki
cepa HB-EGF, sto sledstveno aktivira EGFR receptor
[15]. Za aktivaciju ADAM 12, odgovorna je PKC3 i c-
Sre, koje direktno interaguju sa citoplazmatskim delom
ADAM 12, kao $to su pokazali [85] za ADAM 9 i
PKCd i/ili direktnom interakcijom sa c-Src [74, 86]
(Slika 4). Ova interakcija ukljucuje region bogat
prolinom u citoplazmatskom delu ADAM 12 i SH3
domen Src kinaze [87]. Nas§ predlozeni model zahteva
dalja istrazivanja kako bi se priroda ove interakcije u
VSMC i ekperimentalno potvrdila.

Zakljucak

Nishodni signali u trombinom stimulisanoj
proliferaciji preko ERK1/2 i PI3K/Akt puteva zavisni
su od signala transaktivacione kaskade EGFR, s tim da
sama aktivacija EGFR nije neophodna za dalje
provodenje signala (aktivaciju ERK1/2 i proliferaciju
VSMC), §to je i jedan od bitnih zaklju¢aka naSih
istrazivanja. Izolovana aktivacija EGFR, u okviru
njegove transaktivacione kaskade pod delovanjem
trombina, nije neophodna za dalje provodenje signala
aktivacije ERK1/2 i proliferacije VSMC. To govori u
prilog postojanju EGFR-zavisnih puteva aktivacije
ERK1/2 i proliferacije VSMC, kao i EGFR-nezavisnih
puteva aktivacije ERK1/2 i proliferacije VSMC
stimulisanih trombinom. Za ,baj pas” signala od
transaktivacione kaskade EGFR, pa do aktivacije
ERK1/2, u nasem modelu predlazemo PKCd, koja
direktno aktivira MAPK kaskadu, ili preko mehanizma
koji ukljucuje [J-arestine. Inhibicija svih izoformi PKC
vodi znatnom smanjenju  aktivnosti ERK1/2
posredovanim  [11-arestin-protein G receptorskim
kompleksima (Slika 4). U zakljucku, ADAM 12,
MMP-2 i PKCd ukljuceni su u trombinom stimulisanoj
proliferaciji VSMC. Saznanje o uceS¢u nekog od
ADAM molekula u proliferaciji glatkih miSi¢nih celija
krvnih sudova pod delovanjem trombina od izuzetne je
vaznosti za bolje razumevanje uloge trombina u
kardiovaskularnoj biologiji i medicini. Posto je za
ADAM 12 potvrdeno da ima ulogu medijatora
nastanka hipertrofije VSMC, on, zajedno sa MMP-2
moze biti prepoznat kao klju¢na ,meta” u novim
terapeutskim intervencijama, kojima bi se smanjilo
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ireverzibilno

oSteCenje  tkiva  povezano  sa

aterosklerozom i hipertenzijom. Regulisana sinteza
PKCs, MMP-2 i ADAM 12 in vivo, mogla bi u

10.
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