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SaZetak

Kardiovaskularne bolesti predstavijaju najveci
uzrok smrtnosti ljudske populacije, a jedna od njihovih
najucestalijih  patoloskih  komponenti je i sama
ateroskleroza. Proliferacija ili deoba glatkih misicnih
celija krvnih sudova (VSMC) kljucni je dogadaj u
nastanku raznih vaskularnih oboljenja, ukljucujuci
aterosklerozu i hipertenziju. U procesu diferencijacije i
abnormalne deobe VSMC povezanih sa hipertenzijom i
aterosklerozom ukljucen je i trombin.

Stimulisanje VSMC trombinom dovodi do
aktivacije ekstracelularnim  signalima regulisanih
kinaza 1 i 2 (ERK1/2), preko transaktivacije receptora
za epidermalni faktor rasta (EGFR). U nasim ranijim
studijama potvrdili smo na osnovu inhibicije ERK1/2
od strane PD9805 inhibitora, ucesce ERKI/2 u
regulaciji proliferacije VSMC izazvanoj trombinom.
Takode, protein kinaza C delta (PKC9), detektovana je
u VSMC i pokazano je da je i njena aktivnost takode
regulisana trombinom.

U okviru ovog preglednog clanka bice prikazani
literaturni podaci koji se odnose na ulogu PKCS i
ERKI1/2, u posredovanju proliferativnog efekta
trombina na VSMC.

Kljuéne reci: trombin, VSMC, proliferacija, PKCo,
ERK1/2, EGFR, ateroskleroza.

Summary

Cardiovascular disease is the greatestest single
cause of mortality and its major underlying pathology
is atherosclerosis. The proliferation of vascular smooth
muscle cells (VSMC) is a key event in the pathogenesis
of various vascular diseases, including atherosclerosis
and hypertension. Thrombin is involved in the
differentiation and abnormal proliferation of VSMC
associated with atherosclerosis and hypertension.

Thrombin stimulation results in extracellular
signal-regulated kinase (ERKI1/2) activation through

transactivation of the epidermal growth factor receptor
(EGFR). Based on our reacent studies in which
PD98059 used to inhibit ERKI1/2, we have shown
previously that ERK1/2 was involved in the regulation
by thrombin of VSMC’s proliferation. In addition,
protein kinase C delta (PKCd) have also been detected
in VSMC and shown to be regulated by thrombin.

In this review, we are presenting literature data
relating to role of PKCo and ERK1/2 in mediating the
mitogenic action of thrombin in VSMC.

Key words: Thrombin, VSMC, Proliferation, PKCJ,
EGFR, ERK1/2, Atherosclerosis.

Uvod

Proliferacija 1 patoloska akumulacija glatkih
misicnih Celije krvnih sudova (VSMC, engl. “Vascular
Smooth Muscle Cell”) su jedan od klju¢nih dogadaja u
genezi raznih vaskularnih oboljenja, kao Sto su
ateroskleroza i hipertenzija [1, 2].

Trombin ima ulogu u mnogobrojnim procesima,
kao Sto su regulisanje tonusa i propustljivosti krvnih
sudova, proliferacije i migracije VSMC, , privlacenja
monocita 1 raznih proinflamatornih markera u
aterosklerotske lezije, $to sve zajedno, doprinosi
progresiji kardiovaskularnih oboljenja [3]. Trombin je
agonist receptora spregnutog sa proteinom G (GPCR,
engl. “G Protein Coupled Receptor”), Ccijom
aktivacijom dolazi do stimulacije fosfolipaze C,
porasta nivoa intracelularnog Ca2+ i aktivacije protein
kinaze C (PKC), sto sve zajedno aktivira signalni put
mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK, engl.
“Mitogen-Activated Protein Kinases”), u kome
centralno mesto zauzima ekstracelularnim signalom
regulisana kinaza 1/2 (ERK1/2, engl. “Extracellular-
signal Regulated Kinase 1/2”) [4, 5]. U naSim
prethodnim studijama potvrdili smo uceS¢e ERK1/2 u
regulaciji proliferacije VSMC izazvanoj trombinom [6, 7].
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Brojna familija Ser/Thr PKC ukljucena je u mnoge
¢elijske aktivnosti i regulaciju signalnih puteva [8, 9]
ukljuCujuéi 1 proliferaciju glatkih misiénih celija
traheja Coveka i psa pod delovanjem trombina [10, 11].
Protein kinaza C delta (PKCd), ¢lan podgrupe novih
PKC kinaza [8], do skora je bila implicirana samo u
negativnoj regulaciji proliferacije 1 apoptoze u velikom
broju celijskih linija i tumorskih ¢elija [12, 13]. Prvi
izvestaj o pozitivnoj mitogenoj ulozi PKCd u ¢elijama
mlecnih zlezda pacova je u studiji Grossoni i sar.
(2007). Nedavno, Hsieh i sar. (2009), a potom i
Smiljani¢ i sar. (2011) su ukazali na pozitivno ucescée
PKCo u proliferaciji VSMC pacova stimulisanih
trombinom, ali je ostao nerazjasnjen mehanizam
dejstva ove kinaze.

Uloga MAPK u proliferaciji VSMC

MAPK su familija serin (Ser)/treonin (Thr)
protein kinaza, koje ucestvuju u regulaciji vise
signalnih puteva ukljucenih u osnovne celijske procese
kao Sto su rast, proliferacija, diferencijacija i Celijski
opstanak [6, 14-16]. U osnovi signalnih puteva MAPK
su tri kinaze: MAPK kinaze kinaza (MAPKKK;
MEKK tj. MEK kinaza; Raf) koja fosforiliSe i aktivira
MAPK kinazu (MAPKK; MEK; MKK), koja zatim
aktivira MAPK [17] (Slika 1). Postoji najmanje pet
razli¢itih signalnih puteva MAPK nazvanih po
specificnoj MAPK sa kojom je povezan [16, 18].
Najvaznije su izoforme MAPK od 42 i 44 kDa, poznate
i kao ERK1/2, c-Jun N-terminalna kinaza (JNK/SAPK,
engl. “c-Jun N-Terminal Kinases/Stress-Activated
Protein Kinase”) i p38 kinaza.
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Slika 1. Sematski prikaz aktivacije Ras-Raf-MEK1/2-
ERK1/2 kaskade. Grb2 -adaptorni protein Grb-2 (engl.
“Growth factor Receptor Bound protein-27); Sos -
faktor izmene nukleotida Sos - (engl ’Son of
Sevenless”); Ras — mali GTP vezujuci protein.
Preuzeto i modifikovano iz [18].

Aktivacija signalnih puteva MAPK ukljucuje
male GTP hidrolaze, tzv., male GTP vezujuée proteine
(Ras, engl.“Rat sarcoma”), koja regrutuje Raf kinazu u
membranu, $to dovodi do fosforilacije i aktivacije
ERK1/2 [19], (Slika 1). Za punu aktivnost ERK1/2
neophodna je fosforilacija na dva aminokiselinska
mesta: Thr202 i Tyr204 za ERK1 i Thr183 i Tyr185 na
ERK2. Aktivirana ERK1/2 zatim moze da fosforilise
razli¢ite Ser/Thr ostatke viSe od 50 razlicitih citosolnih
i nuklearnih proteina i transkripcionih faktora i time
utice na ekspresiju gena koji vode povecanju
proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja Celije [18,
20], (Slika 1).

Od tri MAPK, pokazano je da ERK1/2 i p38

kinaze imaju aktivnu ulogu u prenosu signala faktora
rasta i proliferaciji VSMC [21, 22]. Znatno je vise
objavljenih rezultata o uces¢u ERK1/2 nego p38 u
transaktivaciji receptora epidermalnog faktora rasta
(EGFR engl.”Epidermal Growth Factor Receptor”) i
subsekventnoj proliferaciji VSMC [7, 23-28].
S jedne strane, postoje radovi koji govore u prilog
kriticne uloge aktivacije EGFR potrebne za aktiviranje
ERK1/2 kinaze [23, 26, 29, 30], a takode postoje i
radovi koji ukazuju da se MAPK signalni put moze
aktivirati nezavisno od aktivacije EGFR [7, 30]. Skoro
kompletna inhibicija ERKI1/2 aktivacije izazvane
trombinom u VSMC, pomocu dva inhibitora EGFR
kinazne aktivnosti, AG-1478 i PD 153035 ipak govori
u prilog zavisnosti  aktivacije ERK1/2 od
transaktivacije EGFR [7] $to je u skladu sa centralnom
ulogom koju EGFR ima u prenosu GPCR signala [31].
S druge strane, u astrocitima transaktivacija EGFR nije
neophodna da bi trombin aktivirao ERK1/2 [32].
Takode, u studiji Bobe i sar., (2003) pokazano je da
pretretman VSMC sa BAPTA-AM (Ca2+ helirajuce
jedinjenje, membranski propusno, koristi se kao
intracelularni ,,sunder” za Ca2+) potpuno inhibira
fosforilaciju EGFR izazvanu trombinom, a ERK1/2
samo parcijalno, §to ukazuje na postojanje EGFR-
zavisnih i EGFR-nezavisnih puteva ERK1/2 aktivacije
odmaskiranih u uslovima unutaréelijske deprivacije
Ca2+[7, 27] (Slika 2).

Dodatne dokaze o postojanju EGFR-nezavisnih
puteva aktivacije ERK1/2, pruzila su i nasa najnovija
istrazivanja [33], gde je pokazano da je aktivacija
ERK1/2 wvazan korak wu proliferaciji VSMC
stimulisanoj trombinom. Inhibicija molekula ucesnika
signalnog puta koji vodi proliferaciji VSMC kao §to su:
EGFR, HB-EGF (eng. Growth Factor like Epidermal
Factor which Binding Heparin), ADAM 12 (eng. A
Disintegrin And Metalloproteinase domain-containing
protein 12), MMP-2 (eng. Matrix Metalloproteinase-2)
i PKC9 inhibira aktivaciju ERK1/2 u istoj meri kao i
proliferaciju VSMC stimulisanu trombinom.

IIT Uloga PKC$ u proliferaciji VSMC
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Slika 2. (A) EGFR zavistan put aktivacije ERKI1/2 u
VSMC. (B) EGFR nezavistan put aktivacije ERK1/2 u
VSMC. Preuzeto i modifikovano iz [7, 27].

PKC su familija serin i treonin specifi¢nih
proteinskih kinaza koje mogu biti aktivirane sa Ca2+,
fosfolipidima i DAG. Clanovi PKC familije fosforilidu
sirok spektar proteinskih ,,meta“ i poznate su po ucescu
u Sirokom spektru celijskih dogadaja, poput celijske
adhezije, transformacije, kriti¢nih tacaka celijskog
ciklusa i kontrole ¢elijske zapremine [8]. Svaki ¢lan
PKC familije ima poseban ekspresioni profil i ima
razli¢itu ulogu u ¢elijama. Kod sisara, PKC familija
kinaza podeljena je na 4 grupe na osnovu strukturnih i
funkcionalnih razlika njihovih regulatornih domena:
klasicne izoforme (PKCo,[1,y), nove izoforme
(PKC9,e,n,0), atipi¢ne izoforme (PKC{A) i kinaze
sli¢ne PKC kinazama (PKN1,2,3) [9].

Najprisutnija, najvise eksprimirana izoforma
PKC u humanim i pacovskim VSMC je PKCd [34, 35],
mada su prisutne i PKCa,[] i € [36]. Za razliku od
klasicnih PKC koje su aktivirane vezivanjem DAG,
fosfolipida i Ca2+ za odgovaraju¢e domene, PKCS nije
direktno aktivirana sa Ca2+ jer nema Ca2+-vezujuci
domen [8].

PKC ucestvuje u proliferaciji glatkih miSiénih
¢elija traheja Coveka i psa pod delovanjem trombina
[10, 11]. PKCS, ¢lan podgrupe novih PKC kinaza [8],
do skora je bila ukljucena samo u negativnu regulaciju
proliferacije i apoptoze u velikom broju ¢elijskih linija
i tumorskih ¢elija, noseci atribut tumorskog supresora
[12, 13]. Prvi izveStaj o pozitivnoj mitogenoj ulozi
PKCd u mle¢nim ¢elijama pacova objavili su Grossoni
i sar.(2007). Nedavno, Hsieh i sar. (2009), a potom i
naSa grupa (2011) su ukazali na pozitivno ucesce
PKCd u proliferaciji VSMC pacova stimulisanih
trombinom, ali je ostala nerazja$njena precizna uloga i
mehanizam uceS¢a ove kinaze u kompleksnoj mrezi
proliferativnog odgovora VSMC pod delovanjem
trombina.

NaSa najnovija istrazivanja [33], ukazuju da
PKC9, osim S$to aktivira ERKI1/2 posredno preko
EGFR transaktivacije [23], i direktno aktivira MAP
kinazni put [37]. Takode rasvetlili smo i njeno ucesce u
okviru transaktvacione EGFR kaskade gde poredc-Src
(eng. cellular Src), PKCS ucestvuje u aktivaciji ADAM
12, MTI-MMP (eng. Membrane-Associated MMP),

kao i same c-Src, time pojacavajuéi sam signal i
obezbeduju¢i i dodatni baj-pas signala u uslovima
intracelijske homeostaze Ca2+ preko aktivacije ne
receptorske prolinom bogate tirozin kinaze Pyk2. Bobe
i sar. (2003) su u uslovima deprivacije Ca2+ i
isklju¢enja signalizacije EGFR receptora, pokazali
ucesée c-Src uzvodno od Pyk2 kinaze u trombinom
stimulisanoj EGFR transaktivaciji i ERK1/2 aktivaciji.
Diki¢ i sar. (1996) su pokazali da Pyk2 i Src imaju
kompleksnu, izjednacenu ulogu, ali ima i radova koji
pokazuju da je Ca2+-zavisna Pyk2 locirana uzvodno
od c-Src kinaze i aktivira je [38, 39]. Suprotni nalazi
mogu se objasniti razli¢itim eksperimentalnim
uslovima, a takode je mogucée da u slucajevima Ca2+
deprivacije, prvenstvo ima c-Src, koja potom aktivira
Pyk2 [7].

Na osnovu svojih rezultata, Dang i sar. (2011),
sugeriSu da specifi¢nost (selektivnost) oslobadanja
EGFR liganada preko PKC-zavisnih i -nezavisnih
signalnih puteva ukljucuje regulaciju proteolitickog
cepanja liganada ne samo na nivou metaloproteinaza
(ADAM), ve¢ i na nivou nekog drugog adaptornog
proteina ili samog prekursora liganda. Isti autori tvrde
da PKC izoforma ukljucena u regulaciju proteolitickog
cepanja HB-EGF ne zavisi ustvari od identiteta ADAM
molekula ve¢ od stimulusa. To ide u prilog objasnjenju
kako je moguée da ADAM 12 bude glavna
proteoliticka ,,makazica” HB-EGF u VSMC pod
delovanjem trombina naspram velike grupe radova
koja govori u prilog ADAM 17 kao glavnom
proteolitickom enzimu koji odcepljuje HB-EGF u
ANG II-stimulisanim VSMC. Ovo takode moze
objasniti i razliite rezultate vezane za uces¢e PKCd i
PKCe formi u aktivaciji ADAM 12. Naime, na$i
preliminarni rezultati [33], kao i rad Hsieh i sar.
(2009), pokazuju wuces¢e PKCS u trombinom
stimulisanoj proliferaciji VSMC. S druge strane,
Sundberg i sar. (2004) sugeriSu da PKCe ucestvuje u
translokaciji ADAM 12 na povrSinu celije u RD
¢elijama coveka (engl “Rhabdomyosarcoma’). Ove
razlike o uce$¢éu razliCitih PKC izoformi mogu se
objasniti koris¢enjem razliCitih celijskih linija, kao i
razli¢itih stimulusa, kako je ve¢ pretpostavljeno od
strane Dang i sar. (2011).

U zakljucku, PKCS je vazan molekul-spona
izmedu transaktivacije EGFR receptora i signalnog
puta trombinskih PAR receptora u proliferaciji
primarnih kultura VSMC stimulisanih trombinom.

Zakljucak

U zakljucku, PKCd i ERK1/2 ukljuceni su u
trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC. Saznanje
o uceséu nekog od PKCo i ERKI1/2 molekula u
proliferaciji glatkih miSi¢nih ¢elija krvnih sudova pod
delovanjem trombina od izuzetne je vaznosti za bolje
razumevanje uloge trombina u kardiovaskularnoj
biologiji i medicini. Posto je ERK1/2 potvrden kao
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medijator hipertrofije VSMC, on, zajedno sa PKCH
moze biti prepoznat kao klju¢na ,meta” u novim
terapeutskim intervencijama kojima bi se smanjilo

ireverzibilno

oSteCenje  tkiva  povezano  sa

aterosklerozom i hipertenzijom. Jedna od pozeljnih
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