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Struktura tkanek organizméw wyzszych wynika
ze swoistej adhezji grup komorek, ich potaczen z cy-
toszkieletem wewngtrznym oraz z interakcji z ma-
cierza zewnatrzkomorkows (ang. extracellular matrix
— ECM). Macierz zewnatrzkomorkowa ;jest komp-
leksem sekrecyjnym, zlozonym z oddzialywujacych
na siebie makromolekul biatkowych zanurzonych
w uwodnionym Zzelu polisacharydowym. Strukturg
macierzy formuja trzy rézne typy biatek. Sa to biatka
strukturalne (kolagen, elastyna), biatka tworzace kom-
pleksy z polisacharydami (proteoglikany) i glikopro-
teiny adhezyjne (fibronektyna, laminina, witronekty-
na, tenascyna). Wlasnosci fizyczne polisacharydow
(hydrofilnos¢, tendencja do tworzenia zeli) i biatek
wiokienkowych (odpornos¢ na rozciaganie) zapew-
niajg stabilno$¢ mechaniczng i utrzymanie przestrzen-
nej organizacji tkanki. Molekuly adhezyjne pelnia
jeszcze funkcje dodatkowe. Struktura molekularna

tych czasteczek charakteryzuje si¢ posiadaniem se-
kwencji RGD (arginina, glicyna, kwas asparagino-
wy), odpowiedzialnej za wiazanie biatka z recepto-
rami powierzchni komarki.

Sygnaly z macierzy zewnatrzkomorkowej, przeka-
zywane do wnetrza komorki przy udziale receptorow
integrynowych, inicjuja tworzenie ztozonych kom-
plekséw bialkowych. W sklad tych kompleksow
wchodzga cytoplazmatyczne domeny integryn, biatka
cytoszkieletowe, bialka adaptorowe oraz niereceptoro-
we biatkowe kinazy tyrozynowe. Skoordynowane
wspdldzialanie bialek macierzy zewnatrzkomorkowe
1 receptorow powierzchni komoérki oraz aktywnosé
cytoszkieletu sa konieczne dla prawidlowego przebie-
gu podstawowych komorkowych proceséw biologicz-
nych wilaczajac proliferacje, réznicowanie i migracje.

Pomimo stalego postgpu badan, szczegolnie
w ostatnim dziesig¢cioleciu, wiedza o mechanizmach
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regulujacych przekazywanie sygnalu z macierzy
zewnatrzkomorkowe]j jest nadal pelna luk i nie-
scistosci. Intencja tego opracowania jest przedsta-
wienie aktualnych danych dotyczacych tego tematu.
Omoéwione zostang takze kluczowe elementy komp-
lekséw sygnalowych zaangazowanych w przeno-
szenie sygnalu z ECM.

Integryny — charakterystyka ogélna

Integryny sa heterodimerami ztozonymi z dwoch
podjednostek potaczonych wigzaniem niekowalen-
cyjnym — podjednostki a liczacej okoto 1000 ami-
nokwasow i nieco krotszej, ztozonej z okoto 750
reszt aminokwasowych, podjednostki B. Do chwili
obecnej opisano 16 réznych podjednostek alfa 1 8 pod-
jednostek beta. W kazdej z podjednostek integryn
wyr6zni¢ mozna duza domene zewnatrzkomor-
kowa, pojedynczy odcinek transblonowy i krotka,
liczaca okoto 50 aminokwaséw domeng cytoplaz-
matyczng. Integryny nalezg do klasy glikoprotein.
Oligosacharyd zwiazany jest z reszta N-koncowa.

Podjednostki integryn tacza si¢ w roznych
ukladach tworzac 22 rozpoznawalne heterodimery
o/p. Podjednostki o na ogdt tworza dimer tylko
z 1 specyficzna podjednostka B. Jedynie nieliczne (o4
1 o) wiazg si¢ z dwoma podjednostkami . Wyjatek
stanowi podjednostka o5 tworzaca potaczenia z 5 roz-
nymi podjednostkami B. Integryny zostaly podzie-
lone na 3 gléwne klasy: B; B, 1o, Chociaz wigkszo$¢
z nich obecna jest w wielu typach komorek, znane
sa takze integryny komoérkowo specyficzne. Przy-
kfadem moze by¢ limfocytarna integryna a, f3,, czy
a.,/B3 — marker miodych naczyn krwionosnych.

Receptory integrynowe rozpoznaja przede
wszystkim biatka macierzy zewnatrzkomodrkowe;j,
chociaz niektdre z nich moga wiagzac takze ligandy
rozpuszczalne (fibrynogen) lub receptory zlokalizo-
wane na komorkach sasiednich (tzw. counter-recep-
tory). Zgodnie z panujaca opinia, za specyficznosc¢
wigzania odpowiada¢ ma podjednostka a.

Podejmowane proby klasyfikacji integryn na
podstawie specyficznosci wigzania liganda wyka-
zaly znaczng zmiennos¢ badanych uktadéw. Pod-
czas gdy niektore integryny wiaza tylko jeden li-
gand, tak jak klasyczny receptor fibronektyny
(as/By), 1nne typy integryn wspotdziataja z kilkoma
peptydami. Ponadto niektore biatka macierzy wiaza
si¢ z wieloma integrynami. Taki system, aczkolwiek
wydaje si¢ paradoksalny, ma z pewnoscig znaczenie
funkcjonalne. Integryny w odréznieniu od recepto-
row powierzchniowych dla hormonéw czy innych
molekul sygnatlowych charakteryzuja si¢ niskim po-
winowactwem wigzania ligandow, natomiast jest
ich 10-100 razy wiecej. Taka aranzacja umozliwia

rownoczesne wigzanie duzej liczby moleku! biatko-
wych ECM, umozliwiajac utrzymanie szerokiego
kontaktc ze $rodowiskiem. Natomiast charakter
wigzania, jego niskie powinowactwo, ulatwia
migracj¢ komorek.

Warunkiem interakcji biatko ECM-receptor in-
tegrynowy jest uprzednie zwigzanie z podjednostka
a czterech dwuwartosciowych kationéw Ca?* lub
Mg 2+,

Domeny cytoplazmatyczne integryn
i cytoszkielet

Historycznie integryny uwazane byly wylacznie
za molekutly wiazace filamenty aktyny z macierza
zewnatrzkomorkowg [5]. Wiazanie takie umozliwia
przenoszenie do ECM napigcia generowanego
w komorce przez interakcj¢ aktyna/miozyna. Istnie-
je pelna zgodnos$¢, ze przylaczenie liganda do rece-
ptora integrynowego jest sygnatem inicjujacym aso-
cjacj¢ domen cytoplazmatycznych tego receptora
z biatkami cytoszkieletowymi (filamina, talina, al-
fa-aktynina, paksylina). W ten sposéb po obu stro-
nach blony tworza si¢ agregaty ztozone z biatka ma-
cierzy, integryny i biatka cytoszkieletowego. Powsta-
wanie takich agregatow obserwowano w kulturach
komorek nabtonka i fibroblastow. Nosza one nazwe
miejsc kontaktu lub przylegania (adhezji). Tworze-
nie ztozonych komplekséw integryn z biatkami cy-
toszkieletowymi moze by¢ molekularnym wyktad-
nikiem mechanizmu regulacji ksztattu komorki i jej
architektury wewngtrzne;.

W osrodkowym ukladzie nerwowym nie stwier-
dzono obecnosci struktur przypominajacych ,klasy-
czne” miejsca adhezyjne. Miejscem kontaktu po-
mi¢dzy komorkami neuronalnymi a substancja
zewnatrzkomorkows sa blony postsynaptyczne. Na
blonach tych zlokalizowane sa dynamiczne kompleksy
biatek sygnatowych, adaptorowych 1 cytoszkieleto-
wych, uczestniczacych w przekazywaniu sygnalow
z macierzy [13].

Funkcja receptoréw integrynowych jako prze-
kaznikow sygnatu z ECM zostala odkryta kilka lat
pozniej. Okazalo si¢, ze wigzaniu bialek macierzy
do integryn towarzyszy fosforylacja niereceptorowej
biatkowej kinazy tyrozynowej pp!2’FAK (ang. focal
adhesion kinase) oraz asocjacja tej kinazy z biatkami
cytoszkieletowymi [12, 14] (Ryc. 1).

Nie zostal natomiast w sposéb jednoznaczny
wyjasniony mechanizm odpowiedzialny za przenie-
sienie informacji z ECM do komorki. Kroétkie do-
meny cytoplazmatyczne podjednostek integryn sa
pozbawione aktywnosci enzymatycznych — cech
charakterystycznych dla receptora generujacego
sygnal wewnatrzkomorkowy 1 nie posiadaja sek-
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Ryc. 1. Wiazanie biatek macierzy inicjuje potaczenie podjednos-
tek integryn oraz ich asocjacj¢ z cytoszkieletem komorki.
Kompleksy te stymuluja dalsza dimeryzacj¢ integryn i organi-
zacj¢ macierzy (pozytywne sprz¢zenie zwrotne). RGD,
Arg-Gly-Asp — motyw wiazacy integryn¢. Tal, talina; Pax,
paksylina; Vin, winkulina; Cas, p130**. Wg. [10]

wencji umozliwiajgcych interakcj¢ z biatkami G.
Dopiero ostatnie lata przyniosty czgsciowe wyjas-
nienie tego problemu. Zastosowanie jadrowego re-
zonansu magnetycznego oraz techniki rezonanso-
wego przeniesienia sygnatlu emisji fluorescencji
(ang. fluorescence resonance energy transfer —
FRET) potwierdzito wczesniejsza hipotezg, ze akty-
wacja integryn w zywych komérkach jest zwiazana
ze zmianami konformacyjnymi zaréwno zewnatrz-
komorkowej [33] jak i wewnatrzkomérkowej do-
meny integryn [16].

Bialkowa kinaza tyrozynowa — FAK

Kinazg pp!2’FAK opisano po raz pierwszy w ro-
ku 1992 jako niereceptorowa biatkowga kinazg tyro-
zynowa, aktywowana wiazaniem bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej z integrynami. Zaakceptowa-
no rowniez jej kluczowa rol¢ w przekaznictwie syg-
nalu integrynowego. [12, 24].

Kinaze pp'*FAK zidentyfikowano u ludzi, my-
szy, kurczgcia 1 zaby (Xenopus). Enzymy znalezio-
ne u tych gatunkow prezentowaly okoto 90% homo-
logii sekwencyjnej. Kinaza pp'?’FAK jest produ-
ktem pojedynczego genu, natomiast izoforma
zlokalizowana w osrodkowym uktadzie nerwowym,
oznaczana symbolem FAK+, jest wynikiem alterna-
tywnego zlozenia RNA. Izoforma kinazy posiada 3
dodatkowe reszty aminokwasowe (Pro-Trp- Arg)
w poblizu reszty tyrozyny w pozycji 397. Funkcja
tych aminokwasow nie jest jasno okreslona. By¢
moze ta forma kinazy jest w inny sposob aktywo-
wana przez specyficzne bodzce komorkowe anizeli
forma natywna a wstawienie dodatkowych amino-

kwaséw moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu aktyw-
nosci kinazowe;j.

Kinaza ppl25FAK, podobnie jak inne kinazy
niereceptorowe, nie posiada domeny zewnatrzko-
moérkowej. W molekularnej strukturze enzymu mo-
zna wyrozni¢ polozona centralnic domen¢ katali-
tyczng, obudowana duzymi, liczacymi okolo 400
aminokwas6w, domenami bocznymi — N- i C- kon-
cowa. W wyniku interakcji domeny N-koncowe;j
z domeng katalityczng lub C-koncowg enzym jest
utrzymywany w stanie nicaktywnym. Przyjecie
aktywnej konformacji zalezy od zwiazania konca
aminowego z P integryng. Dotychczas brakuje do-
wodow wskazujacych na bezposrednig interakcije
tych molekut in vivo [25]. By¢ moze posrednikami
tej interakcji sa biatka cytoszkieletowe (talina,
paksylina) [35].

Odcinek C-koncowy biatka FAK posiada sek-
wencje bogate w proling, ktére sa miejscami
wiazacymi biatkowe domeny SH3. Lezacy w obrg-
bie tego odcinka fragment polipeptydowy liczacy
okoto 100 reszt aminokwasowych tak zwany FAT
(ang. focal adhesion targeting), odpowiedzialny jest
za translokacje enzymu do miejsc kontaktu komorki
Z macierza.

Domeny konca karboksylowego zwane FRNK
(ang. FAK related non kinase) moga by¢ ekspresjo-
nowane w pewnych typach komorek jako autono-
miczne molekuty, regulujace negatywnie aktywnosé
kinazowa [34].

Unikalna budowa molekularna kinazy pp125FAK
umozliwia interakcj¢ z licznymi molekutami biatko-
wymi — adaptorowymi, strukturalnymi i enzymaty-
cznymi. Biatka te moga aktywowac liczne szlaki
przekazywania sygnalow wplywajac na wzrost, mi-
gracj¢ czy réznicowanie komorek (Ryc. 2) [30]. Fos-
forylacja reszty tyrozyny w pozycji 397 (P-Tyr397)
wigze bialtka posiadajace domeny SH2 (ang. Src ho-
mology domain 2). Sa to przede wszystkim kinazy na-
lezace do rodziny Src, podjednostka p85 kinazy 3-fos-
fatydyloinozytolu (PI-3K), fosfolipaza Cy (PLC )

- J
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Ryc. 3. Sciezki transdukcji sygnaléow z macierzy zew-
natrzkomérkowej. A) z wlaczeniem kinazy pp'”FAK; B)
z wlaczeniem kinazy Fyn i biatka Shc. N — koniec aminowy; C —
koniec karboksylowy; Y397, Tyrm; Y, tyrozyna; Cav, kaweo-
lina

1 biatko adaptorowe Grb-7 (ang. growth factor recep-
tor bound protein-7). Natomiast P-Tyr w pozycji 925
rozpoznaje bialko Grb2. Bogate w proling sekwen-
cje tancucha karboksylowego, asocjuja z domenami
SH3 (ang. Src homology domain 3) bialka p130 Cas
1 biatka aktywujacego GTPazg — GRAF. Sekwencja
aminokwasowa umieszczona w poblizu konca lan-
cucha karboksylowego jest kolejnym miejscem in-
terakcji. W tym odcinku polipeptydowym czasteczki
kinazy znajdujg si¢ miejsca wigzania bialek cyto-
szkieletowych — paksyliny, taliny i czynnika trans-
krypcyjnego STAT1.

Szlaki przekaZnictwa sygnalu
integrynowego

Wiazanie biatek macierzy z zewnatrzkomorko-
wymi podjednostkami integryn aktywuje nierecep-
torowe tyrozynowe kinazy bialkowe m.in. kinazg
pp'2’FAK, kinazy nalezace do rodziny Src oraz se-

rynowo-treoninowa kinaz¢ zwigzang z integrynami
tzw ILK (ang. integrin linked kinase) [37, 38]. Fos-
forylacja tyrozyny uczestniczy w kaskadach przeka-
zywania sygnaléw wplywajac na rozne etapy rozwo-
Ju komdrki. Dotychczas bardziej szczegétowo zostaly
przebadane jedynie $ciezki sygnalowe z udzialem
kinazy pp'>’FAK i kinaz rodziny Src. Interakcje
obu enzyméw wiaza FAK ze $ciezkami sygnalowy-
mi modyfikujacymi cytoszkielet i aktywujacymi
kaskady MAPK (ang. mitogen activated protein
kinase) [10, 27].

Drogi sygnalowe 7 udzialem kinazy FAK

Model przekaznictwa sygnatdéw integryn z udzia-
fem kinazy FAK opracowany na podstawie badan in
vitro przedstawia ryc. 3A. Zgodnie z przedstawiong
sekwencja zdarzen, wigzanie ligandow macierzy z
receptorami integrynowymi prowadzi do autofosfo-
rylacji tyrozyny 397 (Tyr 397) czasteczki biatka
FAK. Zgodnie z aktualnymi pogladami jest to etap
kluczowy, determinujacy aktywacj¢ dalszych szla-
koéw przekaznictwa. Ufosforylowana tyrozyna jest
rozpoznawana przez domen¢ SH2 kinaz z rodziny
Src (Src lub Fyn). Najnowsze dane eksperymental-
ne z zastosowaniem inhibitora kinazy Src wskazu)a,
ze asocjacja obu kinaz jest warunkiem ich aktywacji
[26]. Nastepnie ufosforylowane zostajg reszty tyro-
zynowe w pozycji 576/577 czasteczki FAK. Jest to
warunek konieczny, aby enzym osiagnat aktywno$é
maksymalna.

Aktywne kinazy mogg fosforylowaé biatka cy-
toszkieletowe i biatko adaptorowe p130Cas. Ufos-
forylowane biatko pl30cas, oryginalnie zidentyfi-
kowane jako substrat fosforylacji przez onkoprotei-
n¢ v-Crk, wiaze kolejne biatka — kinazg Crk 1 biatko
adaptorowe Nck. Zgodnie z uzyskanymi danymi
eksperymentalnymi biatko Nck stymuluje kaskadg
kinaz prowadzac do aktywacji JNK (ang. Jun NH,
terminal kinase). Natomiast fosforylacja nastgpnej
reszty tyrozyny 925 przez Src staje si¢ miejscem
wigzania kompleksu zlozonego z bialka adaptoro-
wego Grb2 1 czynnika wymieniajacego GDP na
GTP (ang. GTP-exchange factor) — SOS. Ten szlak
transdukcji sygnatéw prowadzi do aktywacji kaska-
dy kinaz MAP (26). Nalezy podkresli¢, ze fosfory-
lacja reszt tyrozynowych kinazy pp'?FAK jest
mozliwa jedynie przy zachowaniu integralnego cy-
toszkieletu aktyny [18].

Drogi sygnalowe 7 udzialem kinazy Fyn

Niektore integryny nalezace do klasy B, 1 a,
aktywujq takze tyrozynowa kinazg¢ Fyn i biatko ad-
aptorowe Shc [10] (Ryc. 3B). W tym przypadku
rolg blonowego biatka adaptorowego ma petni¢ ka-
weolina —1, ktéra wigze podjednostk¢ integryny
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z kinaza Fyn. Asocjacj¢ integryn z kaweoling obser-
wowano w hodowlach komoérek pierwotnych [38].
Ta funkcja kaweoliny-1 pozostaje w zgodzie z jej
zdolnoscia wiazania cholesterolu i glikosfingolipi-
doéw oraz z organizowaniem wyspecjalizowanych
miejsc na blonie plazmatycznej wzbogaconych
w kinazy rodziny Src zakotwiczone w blonie za po-
$rednictwem reszt mirystylowych i palmitylowych.
Wiazanie bialek macierzy z receptorami integryn
prowadzi do aktywacji kinazy Fyn, ktérej domena
SH3 asocjuje z bogata w proling domeng biatka
Shc. Biatko She po ufosforylowaniu reszty Tyr 317
taczy si¢ z kompleksem Grb2-SOS. Koncowym eta-
pem jest aktywacja kaskady kinaz MAP.

Jest zatem prawdopodobne, ze zaréwno kinaza
pp '?° FAK jak i biatko Shc maja udziat w aktywacji
kaskady kinaz MAP. Postuluje si¢, ze wybdr danej
$ciezki sygnalowej zalezy od typu komoérki oraz od
stopnia adhezji. Zbyt ubogie dane eksperymentalne
uniemozliwiaja jednak wyciagnigcie jednoznacz-
nych wnioskow.

Uzyskane wyniki do$wiadczalne sugeruja, ze
w niektorych typach komorek $ciezka przekaznic-
twa sygnaléw z udzialem biatka Shc jest odpowie-
dzialna za poczatkowy, znaczacy wzrost aktywacji
ERK (ang. extracellular signal regulated kinase) in-
dukowanej adhezja komorek do macierzy. Nato-
miast FAK, aktywowany znacznie wolniej, mialby
odpowiada¢ za przedtuzenie aktywacji kinazy ERK
[27]. Za hipoteza ta przemawia fakt, ze integryny,
ktére nie aktywujq bialka Shc sa stabymi aktywato-
rami ERK 1 proliferacji [37, 21]. Zdolnos$¢ integryn
do aktywacji kinazy ERK moze mieé szczegélne
znaczenie w warunkach ograniczonego dostgpu
czynnikow wzrostu.

Prawidlowy kontakt komdrek =z macierza
zewnatrzkomorkowa jest warunkiem przezycia wie-
lu typéw komorek [22]. Efektem funkcjonalnym
aktywacji kaskady kinaz MAP moze by¢ ukierunko-
wanie losu komoérek w strong ich $§mierci lub prze-
zycia. Wyniki badan wskazuja, ze aktywacja kinazy
ERK zwiazana jest z przezyciem komorki. Nato-
miast zmiana interakcji komérka/ECM oraz akty-
wacja alternatywnej drogi sygnatowej JNK z nad-
miernym ufosforylowaniem cJun i zmiang funkcji
transkrypcyjnej AP1 moze sta¢ si¢ w pewnych wa-
runkach sygnatem apoptotycznym. Innym efektyw-
nym szlakiem neuroprotekcyjnym aktywowanym
przez pp '2’FAK jest szlak inicjowany przez PI3K
1 aktywujacy kinaz¢ Akt. Zalezne od adhez;ji i fosfo-
rylacji tyrozyny 397 kinazy FAK formowanie kom-
pleksu z podjednostka katalityczna p85 PI3K obser-
wowano w niektérych typach komérek.

Drogi sygnatlowe aktywowane przez asocjacje
kinazy pp125FAK z licznymi biatkami (Ryc. 2) nie
zostaly jeszcze precyzyjnie zbadane. Postuluje si¢
ich udzial w regulacji procesu migracji 1 progresji
cyklu komérkowego. Badania in vitro dostarczyty
wprawdzie dowodoéw wskazujacych na wiaczenie
aktywnej kinazy FAK w proces migracji fibrobla-
stow 1 komorek CHO (ang. chinese hamster ovary),
natomiast udziat poszczegdlnych efektoréw kinazy
zalezal od warunkéw eksperymentalnych. Sugeruje
si¢ zarowno rol¢ $ciezki sygnalowej wiaczajacej
PI-3K, jak 1 kompleksu FAK/p130Cas/Crk oraz
biatka Grb7 [30].

Udziat transdukcji sygnatu integrynowego w eks-
presji genéw wiazany jest z aktywacjg kinazy ERK.
Interakcja biatka ECM z receptorem integrynowym
zwigksza ekspresj¢ niektérych zewnatrzkomorko-
wych enzymoéw proteolitycznych (kolagenazy, stro-
mielizyny 1 1 zelatynazy MMP9). Nie wiadomo jed-
nak, czy ekspresja tych gendw jest zwiazana z akty-
wacja kaskady MAPK przez kinaz¢ FAK.

Wspéldzialanie integryny — receptory
czynnikéw wzrostu

Aktywacja integryn moze modulowaé odpowie-
dzi receptoréw czynnikéw wzrostu. Istnieja dane
eksperymentalne, ze receptory dla insulinopodobne-
go czynnika wzrostu (ang. insulin-like growth fac-
tor — IGF), czynnika wzrostu pochodzenia ptytko-
wego (ang. platelet derived. growth factor — PDGF),
naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal
growth jactor — EGF) 1 czynnika wzrostu komorek
nablonka naczyn (ang. vascular endothelial cell
growth factor — VEGF) sa optymalnie aktywowane
przez specyficzne dla nich ligandy jedynie w wa-
runkach zachowania kontaktu komérek z podiozem
[36, 28]. Pewne integryny wydaja si¢ by¢ preferen-
cyjnie asocjowane z okreslonymi czynnikami wzro-
stu. I tak integryna o,f; moze immunoprecypito-
wa¢ w kompleksach z receptorami: IGF, PDGF
1 VEGF, podczas gdy asf3; 1 prawdopodobnie inne
integryny klasy B, asocjuja z receptorem VEGF.
Agregacja podjednostek integryn, a nast¢gpnie aso-
cjacja z cytoszkieletem stymuluje prawdopodobnie
powstawanie komplekséw integryn z receptorami
czynnikow troficznych [19]. Skoordynowana akty-
wacja receptorow czynnikéw wzrostu i integryn
niewatpliwie pelni rolg¢ w przemodelowaniu komp-
leksow adhezyjnych oraz inicjowaniu sygnalow
kontrolujacych podstawowe procesy komérkowe.

Transblonowe i zewnatrzkomorkowe domeny
niektorych integryn maja réwniez zdolnos¢ do aso-
cjowania z innymi biatkami transblonowymi, ktére
moga pehi¢ funkcj¢ bialek adaptorowych zaanga-
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zowanych w transdukcje sygnatéw. Zidentyfikowa-
ny zostal kompleks integryny B; z bialkiem trans-
blonowym nalezacym do rodziny immunoglobulin
tzw. IAP (ang. integrin associated protein). Komp-
leks ten aktywuje inhibitorowe biatko wigzace GTP
(Gi) (ang. irhibitory trimeric quanine nucleotide-bin-
ding) [31]. Integryny o3B; 1 o3| asocjuja z biatkami
transbtonowymi i prawdopodobnie utatwiaja wigzanie
integryn z drogami sygnatowymi fosfatydyloinozytolu
[3]. Istnieje takze polaczenie pomiedzy integrynami
1 kanatami jonowymi, jednak znaczenie fizjologicz-
ne tych potaczen nadal nie jest wyjasnione [29].
Wiadomo ;jedynie, ze aktywacja integryn indukuje
wzrost st¢zenia wapnia wewnatrzkomoérkowego. Jest
to odpowiedz specyficzna dla integryny, liganda i ty-
pu komorki. Natomiast nie wyjasnionym pozostaje
czy jest to mobilizacja wapnia z siateczki endoplaz-
matycznej czy transport przez kanaty jonowe.

Regulacja szlakow przekaznictwa
integrynowego

Jednym z podstawowych mechanizméw regula-
cji szlakow przekaznictwa integrynowego wydaje
si¢ by¢ defosforylacja przy udziale specyficznych
fosfataz tyrozynowych. Aktualna wiedza odnosnie
tego tematu majedynie charakter fragmentaryczny.
Wiadomo, ze niektore fosfatazy, takie jak tyrozyno-
wa fosfataza biatkowa typu receptorowego — fosfa-
taza o czy fosfataza cytosolowa SHP-2, defosfory-
luja negatywne miejsca regulatorowe kinaz rodziny
Src, umozliwiajac przyjecie przez te kinazg konfor-
macji aktywnej [20]. Do negatywnych regulatoréw
szlakow sygnalizacji integrynowej zalicza si¢ dwie
cytoplazmatyczne fosfatazy tyrozynowe: PTP-1B
1 PTP-PEST, zwiazane z defosforylacja biatka adap-
torowego p130Cas, oraz fosfataza PTEN. Ten ostat-
ni enzym wykazuje powinowactwo zaréwno do li-
pidow inozytolowych ;jak i substratéw biatkowych
[11].

Kolejnym, znacznie lepiej poznanym mechaniz-
mem regulacji przekaznictwa sygnalow z recepto-
réw integrynowych jest proteoliza. Istnieje petna
zgodno$¢, ze najbardziej znaczace wydarzenia pro-
teolityczne maja miejsce w przedziale zewnatrzko-
moérkowym. Przemodelowanie struktur macierzy
zewnatrzkomoérkowej jest nieodzownym warun-
kiem rozwoju uktadu nerwowego, a wigc procesow
proliferacji, réznicowania i migracji.

Do najlepiej poznanych zewnatrzkomorkowych
uktadéw proteolitycznych naleza metaloproteinazy
(MMPs), proteinazy rodziny ADAM oraz proteazy
serynowe. Proteinazy nalezace do rodziny ADAM
charakteryzuja si¢ posiadaniem zaréwno domeny
dezintegryny ;jak 1 metaloproteinazy, taczac cechy

powierzchniowych molekut adhezyjnych i proteinaz.
Budowa molekularna sugeruje znaczaca role tych en-
zym6éw w degradacji komponent ECM. Dotychczaso-
we badania wykazaly podobienstwo pewnych typow
tych proteinaz do sekretazy a [2], natomiast brak jest
wyczerpujacych informacji na temat degradacji przez
te enzymy biatek macierzy zewnatrzkomorkowej. Do-
wod eksperymentalny udziatu proteinazy ADAM 13
w degradacji fibronektyny uzyskano w badaniach
prowadzonych na gatunku zaby Xenopus [1].

Z grupy proteaz serynowych wyr6zni¢ nalezy
aktywatory plazminogenu — urokinazowy i tkanko-
wy. Proteolizujg one plazminogen do aktywnej
plazminy. Wtasnie plazming, w przeciwienstwie do
aktywatoréw plazminogenu, charakteryzuje specy-
ficznosé w stosunku do licznych substratéw — fibry-
ny, oraz biatek ECM - fibronektyny i lamininy.
Zwigzany z receptorem aktywator plazminogenu
znaleziono w stozkach wzrostu nerwéw oraz
w migrujacych biatych ciatkach krwi.

Ogolnie akceptuje si¢ poglad, ze kluczowa role
w przemodelowaniu ECM petnig zwigzane z blong
oraz rozpuszczalne metaloproteinazy, Biochemicz-
ne wiasnosci oraz mechanizmy regulacji aktyw-
nosci tych enzymow zostaty szeroko omoéwione
w publikowanych pracach przegladowych [32, 41].

Ekspresj¢ licznych MMPs obserwuje si¢ w cza-
sie rozwoju ukfadu nerwowego. Ekspresja poszcze-
gélnych MMPs moze by¢ zwiazana ze specyfika
budowy ECM w réznych etapach dojrzewania. Ba-
dania in vitro wykazaty, ze migracja komérek pro-
genitorowych oligodendrocytéw wymaga aktywacji
MMP-2 [39]. Podwyzszony poziom MMP-2 stwier-
dzono takze w kulturach neuronalnych komérek
macierzystych oraz w komorkach progenitorowych
réznicujacych si¢ w astroglej 1 neurony [9, 39]. Na-
tomiast w migracj¢ transplantowanych do mézgu ko-
morek zarodka krolika zaangazowana jest MMP-1
[8]. Sugerowany jest takze udziat MMPs (MMP-2,
-3, -9) we wzroscie neurytdéw w czasie rozwoju on-
togenetycznego [39].

Aktywnos$¢ uktadow proteolitycznych w warun-
kach fizjologicznych podlega Scistej, wielopozio-
mowej regulacji — zaréwno na etapie syntezy enzy-
mow, aktywacji proenzymow ;jak 1 aktywnosci specy-
ficznych inhibitoréw. Zaburzenie tych mechanizméw
prowadzace do nadmiernej aktywacji czy inhibicji
procesu proteolizy towarzyszy licznym stanom pa-
tologicznym. Wzrost aktywnosci metaloproteinaz
prowadzi do ostabienia lub nawet utraty prawidtowe-
go kontaktu migdzy komorka a macierza zewnatrz-
komorkowa, a dalej do apoptozy, okreslanej w tym
przypadku terminem ,anoikis” [22]. Generowane
w wyniku proteolizy fragmenty macierzy zewnatrzko-
moérkowej moga wigzaé si¢ z innymi receptorami in-
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tegrynowymi i1 aktywowac inne $ciezki sygnatowe.
Np. natywny kolagen wiaze si¢ z integryna o,f,,
podczas gdy jego fragment wykazuje powinowac-
two do integryny af;. Znaczaca aktywacj¢ metalo-
proteinaz obserwowano w patologii niedokrwiennej
mozgu i rdzenia, arteriosklerozie, artretyzmie i w prze-
wlektych chorobach zwyrodnieniowych — stwardnie-
niu rozsianym (SM) i w chorobie Alzheimera,
a przede wszystkim w chorobach nowotworowych
[7, 23, 40]. Wedlug aktualnych hipotez, popartych
wynikami badan biochemicznych, proteolityczna
przebudowa ECM umozliwia migracj¢ komoérek no-
wotworowych. Ponadto podwyzszona aktywnos¢
MMPs stymuluje proces angiogenezy w okolicy
guza. Podwyzszony poziom MMPs (MT-MMPI,
MMP2 i MMP9), przy znaczaco niskiej ekspresji
inhibitoréw tkankowych, obserwowano w wielu ty-
pach nowotwordw, szczegdlnie w nowotworach
neuroektodermalnych — w glejaku i rdzeniaku, cha-
rakteryzujacych si¢ wysoka inwazyjnoscia. Niestety,
podejmowane proby ingerowanej regulacji aktyw-
nosci proteolitycznej przez podanie inhibitoréw me-
taloproteinaz w licznych modelach schorzen neuro-
logicznych nie dawaty zadawalajacych wynikow
[17]. Réwniez wprowadzone do kliniki leki ha-
mujace aktywnos¢ MMPs, skuteczne w terapii pew-
nych typéw guzoéw, zostalty wycofane ze wzglgdu na
wysoki stopien toksycznosci.

Obok opisywanych zewnatrzkomérkowych pro-
cesow proteolitycznych, w mechanizm regulacji
transdukcji sygnatéw z ECM moze by¢ wlaczona
takze proteoliza wewnatrzkomorkowa. Ograniczona
proteoliza jednego tylko wigzania peptydowego
moze skutkowa¢ usunigciem istotnego funkcjonal-
nie peptydu lub zmiang konformacji biatka, a wigc
aktywnosci badz funkcji fizjologicznej. Kluczowa
rol¢ wydaja si¢ petni¢ dwie klasy proteaz cysteino-
wych — kaspazy 1 wapniowo-zalezne proteinazy —
kalpainy. Doswiadczalnym poparciem roli kalpainy
jest proteoliza biatka cytoszkieletowego — taliny —
inicjowana wiazaniem integryn do ligandow [15].
Ograniczona proteoliza bialek cytoszkieletu moze
zmieniac jego organizacjg, geometri¢ blony komor-
kowej, a wigc ksztalt komorki 1 rozmieszczenie orga-
nelli, co moze prowadzié¢ do zaburzenia wewnatrzko-
morkowej transdukcji sygnaléw, utraty integralnosci
1 $mierci komorki. Jedna z intrygujacych wiasnosci
kalpain jest zdolnos¢ do proteolitycznego cigcia nie-
ktorych bialek enzymatycznych migdzy domena re-
gulatorowaq i katalityczna. Taki wzor degradacji pro-
teolitycznej demonstruje kinaza pp125 FAK w wa-
runkach stymulacji wapniowo-zaleznej proteolizy
w obecnosci lub przy braku inhibitoréw. Odciecie
katalitycznej domeny enzymu od sekwencji FAT

uniemozliwia przemieszczenie enzymu do komplek-
s6w adhezyjnych i fosforylacj¢ bialek specyficznych.
Skutkiem zaburzenia sygnalizacji wewnatrzkomor-
kowej moze by¢ patologiczne pofaldowanie blon
komorkowych, rozpad komplekséw adhezyjnych
1 polaczen komodrka-macierz. Dane literatury suge-
ruja, ze proteoliza tej kinazy wpisana jest w pro-
gram prowadzacy do smierci komorki [6]. Jakkol-
wiek wiedza nasza na temat regulacji sygnatu inte-
grynowego przez kalpainy ma charakter fragmenta-
ryczny, mozna przypuszczaé ze w podobny sposob
mogg by¢ modulowane inne kluczowe kinazy i fos-
fatazy. Niektdrzy autorzy podkreslaja role kaspaz
w proteolizie kinazy FAK jak i biatka adaptorowego
p130Cas. Ze wzglgdu na wzajemne interakcje obu
klas enzymow, skutkujace aktywacja niektorych ka-
spaz przez kalpainy czy proteoliza endogennego in-
hibitora kalpain przez kaspazy, trudno okresli¢ jed-
noznacznie, ktoéry z enzymdéw petni kluczowa role
[4].

Liczne dane doswiadczalne wskazujg, ze sub-
stratami kalpain s3 blonowe receptory czynnikow
wzrostu — EGF 1 PDGF. Nie sg znane funkcjonalne
konsekwencje dziatania kalpainy na te substraty, ale
moga one zmieni¢ stopien interakcji szlakéw syg-
natowych aktywowanych przez integryny i czynniki
troficzne.
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