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SAŽETAK 

Naslov doktorske disertacije: „Uticaj trombina na regulaciju proliferacije glatkih 

mišićnih ćelija aorte pacova” 

Kardiovaskularne bolesti predstavljaju najveći uzrok smrtnosti ljudske populacije, a njihova 

glavna i osnovna patološka komponenta je ateroskleroza. Proliferacija ili deoba glatkih 

mišićnih ćelija krvnog suda (VSMC) ključni je događaj u nastanku raznih vaskularnih 

oboljenja, uključujući aterosklerozu i hipertenziju. U procesu diferencijacije i abnormalne 

deobe VSMC povezanih sa hipertenzijom i aterosklerozom uključen 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 

ranijim studijama Isenović i saradnici potvrdili su na osnovu inhibicije ERK1/2 od strane 

PD9805 inhibitora, učešće ERK1/2 u regulaciji proliferacije VSMC izazvanoj trombinom. U 

nastavku, faktor rasta sličan epidermalnom faktoru rasta koji vezuje heparin (HB-EGF), 

protein kinaza C delta (PKCδ) i matriksne metaloproteinaze (MMP), nađene su u VSMC i 

pokazano je da je i njihova aktivnost regulisana trombinom. ADAM (engl. “A Disintegrin 

And Metalloproteinase”) transmembranske su metaloproteinaze koje pripadaju 

adamalizinskoj grupi i razlikuju se od matriksnih metaloproteinaza po tome što imaju 

vanćelijski dizintegrinski i citoplazmatski domen. C terminalni domen može da stupa u 

interakciju sa unutarćelijskim proteinima. Uvidom u literaturu, do sada ne postoji istraživanje 

koje ukazuje na prisustvo ADAM metaloproteinazne aktivnosti vezane za proliferaciju VSMC 

stimulisane trombinom. 

Predmet ove doktorske teze jeste proučavanje uloge EGFR, ERK1/2, HB-EGF, PKCδ, 

ukupnih metaloproteinaza, kao i specifičnih MMP-2 i ADAM 12, u posredovanju 

proliferativnog efekta trombina na VSMC pacova. Inkubacija VSMC pacova sa trombinom (1 

U/ml) u periodu od 5 minuta rezultirala je u značajnom povećanju: fosforilacije ERK1/2 od 

8.7 ± 0.9 puta (p<0.001), fosforilacije EGFR od 8.5 ± 1.3 puta (p<0.001) i sinteze DNK od 

3.6 ± 0.4 puta (p<0.001). Prethodni pojedinačni tretmani ovih ćelija u trajanju od 30 minuta sa 

10 µM PD169540 (PD), ireverzibilnim inhibitorom EGFR, i 20 µM antitelom protiv HB-EGF 

značajno su smanjili trombinom stimulisanu fosforilaciju EGFR za 81 % i 72 % i ERK1/2 za 



 

 

 

48 % i 61 %, respektivno. Istim ovakvim pretretmanima sa PD i HB-EGF antitelom smanjena 

je značajno proliferacija VSMC stimulisana trombinom za 44 % i 45%. Takođe, polučasovni 

pretretmani VSMC u toku 30 minuta sa 10 µM KB-R7785 (KB), specifičnim ADAM 12 

inhibitorom i 10 µM specifičnim MMP-2 inhibitorom značajno su smanjili fosforilacije 

izazvane trombinom: EGFR za 47 % i 78 % i ERK1/2 za 25 % i 25 %, respektivno. U 

nastavku, istim ovim pretretmanima sa KB ili MMP2 inhibitorom, smanjena je trombinom 

stimulisana proliferacija za 27 % i 45 %. Prethodni polučasovni tretman VSMC sa 5 µM 

rotlerinom, specifičnim inhibitorom za PKC delta, značajno je smanjio fosforilaciju EGFR i 

ERK1/2 i proliferaciju VSMC stimulisanu trombinom za 58 %, 55% i 32%, respektivno. 

Dobijeni rezultati pokazuju da je proliferacija VSMC pod delovanjem trombina pretežno 

zavisna od nivoa aktivacije ERK1/2 kinaze nego od nivoa aktivacije EGFR. Takođe, ovi 

rezultati ukazuju da trombin deluje preko EGFR i ERK1/2 signalnih puteva koji uključuju 

PKCδ, MMP-2 i ADAM 12, stimulišući proliferativni proces VSMC pacova. U zaključku, 

saznanje o učešću ADAM 12 molekula u proliferaciji VSMC pod delovanjem trombina je od 

izuzetne važnosti za bolje razumevanje uloge trombina u kardiovaskularnoj biologiji i 

medicini. Pošto su MMP-2 i ADAM 12 potvrđeni kao medijatori migracije i hipertrofije 

VSMC, oni predstavljaju potencijalne ključne „mete” u novim terapeutskim intervencijama 

kojima bi se smanjilo ireverzibilno oštećenje tkiva povezano sa aterosklerozom i 

hipertenzijom. Zasigurno bi jedna od poželjnih opcija, kao in vivo regulisane sinteze MMP-2 i 

ADAM 12, doprinela redukciji patološke proliferacije VSMC. 
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ABSTRACT 

Title of doctoral dissertation: “Effects of thrombin in the regulation of rat’s aortic 

smooth muscle cells proliferation” 
Cardiovascular disease is the largest 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 (ERK 1/2) activation 

through transactivation of the epidermal growth factor receptor (EGFR). Based on the studies 

in which PD98059 used to inhibit ERK1/2, we have shown previously that ERK1/2 was 

involved in the regulation by thrombin of VSMC’s proliferation. In addition, heparin-binding 

EGF-like growth factor (HB-EGF) and matrix metalloproteinases (MMPs) have also been 

detected in VSMC and shown to be regulated by thrombin. ADAMs (A Disintegrin And 

Metalloproteinase) are transmembrane metalloproteinases, belonging to adamalysin group, 

that are distinct from matrix metalloproteinases (MMPs) in that, they have an extracellular 

disintegrin domain and cytoplasmic domain that can associate with intracellular proteins. To 

the present knowledge there is no study that indicates the activation of an ADAM member in 

thrombin-induced VSMC proliferation.  

In this dissertation, the role of EGFR, ERK1/2, HB-EGF, general metalloproteinases, MMP-2 

and ADAM 12, as well as PKCδ in mediating the mitogenic action of Thrombin in rat VSMC 

was investigated. Incubation of rat VSMC with Thrombin (1 U/ml) for 5 minutes resulted in 

significant increase of ERK1/2 phosphorylation by 8.7 ± 0.9 fold (p<0.001), EGFR 

phosphorylation by 8.5 ± 1.3 fold (p<0.001) and DNA synthesis by 3.6 ± 0.4 fold (p<0.001). 

Separate pretreatments for 30 minutes with EGFR tyrosine kinase irreversible inhibitor, 10 

µM PD169540 (PD), and 20 µM anti-HB-EGF antibody, significantly reduced thrombin-

stimulated EGFR and ERK1/2 phosphorylation by 81 %, 72 % and by 48 % and 61%, 

respectively. Furthermore, same pretreatments with PD and anti-HB-EGF antibody reduced 

Thrombin-induced VSMC’s proliferation by 44% and 45%, respectively. In addition, 

pretreatments for 30 minutes with 10 µM KB-R7785 (KB), a specific ADAM 12 inhibitor or 

10 µM specific MMP2 inhibitor significantly reduced thrombin-stimulated EGFR and 



 

 

 

ERK1/2 phosphorylation by 47 %, 47 % and by 25 % and 25 %, respectively. Furthermore, 

same pretreatments with either KB or MMP2 inhibitor reduced thrombin-induced VSMC’s 

proliferation by 27 % and 45 % respectively. Pretreatment of VSMC with 5 µM rottlerin, a 

specific inhibitor of PKCδ, for 30 min significantly reduced EGFR and ERK1/2 

phosphorylation by 58 % and 55%, respectively and reduced significantly thrombin-induced 

VSMC’s proliferation by 32%. These results show that thrombin-induced DNA synthesis 

correlates with the level of ERK1/2 activation rather than EGFR activation. Further, these 

results suggest that thrombin acts through EGFR and ERK 1/2 signaling pathways involving 

PKCδ, MMP-2 and ADAM 12, to up-regulate proliferation of VSMC. 

Therefore, this thesis examines recent findings in signaling mechanisms employed by 

thrombin in modulating the regulation of proliferation of VSMC with particular emphasis on 

involvement of ADAM 12 and MMP2 that have been identified as important mediators of 

VSMC hypertrophy and vascular diseases. These findings are critical for understanding the 

role of thrombin in vascular biology and vascular diseases. Since these two molecules have 

been acknowledged as important mediators of VSMC migration and hypertrophy, MMP-2 

and ADAM 12 are identified as one of key targets for novel therapeutic interventions to 

minimize irreversible tissue damage associated with hypertension and atherosclerosis. A safe 

option to regulate in vivo synthesis of MMP-2 and ADAM 12 would be welcome.  

KEY WORDS:    Thrombin, VSMC, Proliferation, ADAM 12, 

      MMP-2, PKCδ, EGFR, ERK1/2, HB-EGF, 

      Aterosclerosis. 
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SPISAK SKRAĆENICA 

 

ADAM adamalizinske metaloproteinaze - (engl. “A Disintegrin And  

  Metalloproteinase”) 

ADAM 12 adamalizinska metaloproteinaza 12 

ADAM-TS adamalizinske metaloproteinaze sa trombospondinskim domenima – 

  (engl. “A Disintegrin-like And Metalloproteinase with Trombospondin”)  

ANG II angiotenzin II 

AG  AG1478 

AG1478 specifični reverzibilni inhibitor receptora za epidermalni faktor rasta 

Akt/PKB protein kinaza B - (engl. “Protein Kinase B”) 

APS   amonijumpersulfat 

At HB-EGF anti HB-EGF neutrališuće monoklonsko antitelo 

BCA   bicinhoninična kiselina  

BrdU  5 bromo dezoksiuracil 

BSA   goveđi serum albumini - (engl. “Bovine Serum Albumine”) 

CDK   ciklin zavisne kinaze - (engl. “Cyclin Dependent Kinase”) 

CKI  inhibitor ciklin zavisnih kinaza - (engl. “Cyclin dependent Kinase  

  Inhibitor”) 

c-Src  ne-receptorska ćelijska tirozin kinaza Src familije – (engl.”Cell  

  Sarcoma”)  

DAG   diacil-glicerol 



 

 

ii 

DMEM  modifikovani rastvor za rast ćelija u kulturi - (engl. “Dulbecco's  

  Modified Eagle's Medium”) 

DMSO dimetilsulfoksid 

DNK   dezoksiribonukleinska kiselina 

ECM  vanćelijski matriks - (engl. “Extracellular Matrix”) 

EGF  epidermalni faktor rasta – (engl.”Epidermal Growth Factor”) 

EGFR  receptor za epidermalni faktor rasta – (engl.”Epidermal Growth Factor 

  Receptor”) 

EDTA  etilen-diamin-tetrasirćetna kiselina - (engl. “Ethylene Diamine  

  Tetraacetic Acid”) 

EGTA  etilen-glikol-tetrasirćetna kiselina – (engl. “Ethylene Glycol Tetraacetic 

  Acid”) 

ELISA enzimom spregnut imunovezujući test - (engl. “Enzyme Linked  

  Immuno-Sorbent Assay”) 

eNOS  endotelna azot-monoksid-sintaza – (engl. “endothelial Nitric Oxide 

  Synthase”) 

ERK1/2 ekstracelularnim signalima regulisane kinaze 1 i 2 – (engl.   

  “Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2”)  

ET-1  endotelin 1 

FCS  fetalni teleći serum - (engl. “Fetal Calf Serum”) 

FITC  fluorescein-izotiocijanat  

GM  GM6001 

GM6001 inhibitor ukupnih matriksnih metaloproteinaza 

GPCR  receptor spregnut sa proteinom G – (engl. “G Protein Coupled  

  Receptor”) 
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Grb2  adaptorni protein Grb-2 (engl. “Growth Factor Receptor Bound protein 

  2”) 

GTP   guanozin trifosfat 

HB-EGF faktor rasta sličan epidermalnom faktoru rasta koji vezuje heparin (engl. 

  “Heparin Binding Epidermal Growth Factor- like growth factor”) 

HBSS   Hanks-ov puferisani fiziološki rastvor - (engl. “Hanks Buffered Saline 

  Solution”) 

IC50  sredina (polovina) maksimalne koncentracije inhibicije 

ICAM-1 međućelijski adhezioni molekul tipa 1 - (engl. “Intercellular Cell 

Adhesion  Molecule Type-1”) 

IGF-1   insulinu sličan faktor rasta tipa 1 - (engl. “Insulin-like Growth Factor 

  Type-1”)  

IL-1β  interleukin 1 beta 

JAK   Jak kinaza - (engl. “Just Another Kinase”/ “Janus Kinase”) 

JNK/SAPK  c-Jun N-terminalna kinaza - (engl. “c-Jun N-Terminal Kinase/Stress-

  Activated Protein Kinase”) 

KB  KB-R7785 

KB-R7785 specifični inhibitor ADAM 12 

LDL  lipoproteini male gustine (engl. „Low-density Lipoprotein”) 

LPA  lizofosfatidična kiselina (engl. “Lysophosphatidic Acid”) 

MAPK  mitogenom aktivirane protein kinaze - (engl. “Mitogen-Activated  

  Protein Kinases”)  

MAPKK kinaze MAPK - (engl. “MAPK Kinases”) 

MAPKKK kinaze MAPKK - (engl. “MAPKK Kinases”) 



 

 

iv 

MCP-1 protein hemotaktičnog privlačenja monocita tipa 1- (engl.”Monocite 

  Chemoattractant Protein Type 1”) 

MMP  matriksne metaloproteinaze – (engl. “Matrix Metalloproteinase”) 

MMP-2 matriksna metaloproteinaza 2 

MP  metaloproteinaze 

MT1-MMP transmembranska forma MMP tipa 1- (engl. ”Membrane Type 1- Matrix 

  Metalloproteinase”) 

NFκB   nuklearni faktor-κB - (engl. “Nuclear Factor-κB”) 

NO   azot-monoksid 

p85α   regulatorna subjedinica fosfatidilinozitol-3 –kinaze 

PAI  inhibitor aktivatora plazminogena - (engl. “Plasminogen Activator  

  Inhibitor”) 

PAR  proteolitički aktiviran receptor - (engl. “Proteolyticaly Activated  

  Receptor”) 

PBS   fosfatno puferisan rastvor kuhinjske soli - (engl. “Phosphate Buffered 

  Saline”) 

PD  PD169540 

PD 169540 ireverzibilni inhibitor receptora za epidermalni faktor rasta 

PDGF  faktor rasta poreklom iz krvnih pločica - (engl. “Platelet Derived Growth 

  Factor”) 

p-EGFR fosforilisana forma EGFR receptora 

p-ERK1/2 fosforilisana forma ERK1/2 kinaze 

PH   plekstrinu homologi domeni, kratke oligopeptidne sekvence u proteinima 

  - (engl. “Pleckstrin Homology”) 



 

 

v 

PHEN  orto-fenantrolin, inhibitor ukupnih metaloproteinaza 

PKA   protein kinaza A - (engl. “Protein Kinase A”) 

PKC   protein kinaza C - (engl. “Protein Kinase C”) 

PKCδ   protein kinaza C delta 

PKCɛ  protein kinaza C epsilon 

PI3-K  fosfatidilinozitol-3 –kinaza - (engl. “Phosphoinositide 3-Kinase”) 

pro HB-EGF transmembranski prekursor faktora rasta sličnog epidermalnom faktoru 

  rasta koji vezuje heparin (engl. “pro Heparin Binding-Epidermal  

  Growth Factor – like growth factor”) 

pro-MMP-2 neaktivna, zimogena forma MMP-2 

PVDF  polivinil-difluorid 

Pyk2  ne-receptorska tirozin kinaza, bogata prolinom i zavisna od kalcijuma 

Ras  mali GTP vezujući protein – (engl. “Rat sarcoma”) 

Raf  Raf specifična serin/treonin protein kinaza – (engl. “Rapidly Accelerated 

  Fibrosarcoma kinase”) 

ROS   reaktivne vrste kiseonika - (engl. “Reactive Oxygen Species”) 

Rot  rotlerin, inhibitor protein kinaze C delta – (engl. “Rottlerin”) 

RTK  receptorske tirozin kinaze – (engl. “Receptor Tyrosin Kinase”) 

SI-II  specifični inhibitor-II matriksne metaloproteinaze 2 

SDS   natrijum dodecil sulfat - (engl. “Sodium Dodecyl Sulphate”) 

SDS-PAGE  poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu deterdženta SDS - (engl. 

  “SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis”) 

Ser  aminokiselina serin 



 

 

vi 

Shc  Src homologni i kolagen protein (engl. “Src Homology and Collagen 

  Protein”)  

TGF-α  transformišući faktor rasta alfa – (engl. “Transforming Growth Factor 

  Alpha”) 

TGF-β  transformišući faktor rasta beta – (engl. “Transforming Growth Factor 

  Beta”) 

t-ERK1/2 ukupna ERK1/2 kinaza 

t-EGFR ukupni EGFR receptor 

TEMED  tetrametiletilendiamin  

TIMP  tkivni inhibitori metaloproteinaza – (engl. “Tissue Inhibitor of  

  Metaloproteinases”) 

TBS  TRIS puferisan rastvor kuhinjske soli - (engl. “Tris Buffered Saline”) 

TMB   3,3′,5,5′-tetrametilbenzidin 

TNF-α  faktor nekroze tumora alfa – (engl. “Tumor Necrosis Factor-Aplha”) 

Thr  aminokiselina treonin 

TRIS  tris(hidroksimetil)aminometan 

Tyr  aminokiselina tirozin 

VCAM-1 adhezioni molekul vaskularnih ćelija tipa 1 - (engl. “Vascular Cell  

  Adhesion Molecule Type-1”) 

VSMC  glatke mišićne ćelije krvnih sudova - (engl. “Vascular Smooth Muscle 

  Cell”) 

WST-1  tetrazolijum so tipa 1 
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1. UVOD  

 Glatke mišićne ćelije krvnih sudova (VSMC, engl. “Vascular Smooth Muscle 

Cell”) od vitalnog su značaja za strukturu i funkcionisanje krvnih sudova. Proliferacija i 

abnormalna akumulacija VSMC među ključnim su događajima u nastanku raznih 

vaskularnih oboljenja, uključujući aterosklerozu i hipertenziju (Beckman i sar., 2002; 

Mnjoyan i sar., 2008). Kardiovaskularne bolesti su vodeći uzrok smrtnosti ljudske 

populacije u čijoj osnovi u najvećoj meri dominira ateroskleroza kao patološka 

komponenta (Hozawa i sar., 2007). 

 Trombin je moćni modulator mnogih procesa kao što su regulisanje tonusa i 

propustljivosti krvnih sudova, migracije i proliferacije VSMC, privlačenja monocita i 

raznih proinflamatornih markera u aterosklerotske lezije, a sve ovo takođe, doprinosi 

progresiji kardiovaskularnih oboljenja (Borissoff i sar., 2009). Trombin je agonist 

receptora spregnutog sa proteinom G (GPCR, engl. “G Protein Coupled Receptor”), 

čijom aktivacijom dolazi do stimulacije fosfolipaze C, porasta nivoa intracelularnog 

Ca2+ i aktivacije protein kinaze C (PKC), što 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”) (Fager, 1995; 

Gutkind, 1998a). U prethodnim studijama potvrdili smo učešće ERK1/2 u regulaciji 

proliferacije VSMC izazvanoj trombinom (Bobe i sar., 2003; Isenovic i sar., 2010a). U 

okviru nekoliko ćelijskih vrsta pokazano je da trombin posreduje u njihovoj proliferaciji 

kroz transaktivaciju receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) koja uključuje 

metaloproteinaze (MP) koje cepaju ligande (engl. “shedding of ligands”) od 

membranskih prekursora kao što je prekursor faktora rasta sličan epidermalnom faktoru 

rasta koji vezuje heparin (pro-HB-EGF, engl. “pro Heparin Binding-Epidermal Growth 

Factor – like growth factor”). Otcepljeni faktor rasta sličan epidermalnom faktoru rasta 

koji vezuje heparin (HB-EGF, engl. “Heparin Binding Epidermal Growth Factor- like 

growth factor”), vezuje se za EGFR i aktivira ga (Bobe i sar., 2003; Hsieh i sar., 2009; 

Prenzel i sar., 1999).  
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 Cepanje EGFR liganada vrše 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 još uvek je aktuelna tema u istraživanju ćelijskih signalnih puteva 

(Ohtsu i sar., 2006a). U literaturi postoje brojni podaci o efektima angiotenzina II (ANG 

II), transformišućeg faktora rasta alfa (TGF-α), lizofosfatidične kiseline (LPA), 

fenilefrina, endotelina-1 (ET-1), kao ćelijskim aktivatorima koji dovode do cepanja 

EGFR liganada aktivacijom različitih ADAM molekula i sledstvene EGFR 

transaktivacije i ćelijske proliferacije, ali ne i podaci o efektima trombina. Prema našim 

saznanjima, ne postoje literaturni podaci koji ukazuju na ADAM metaloproteinaznu 

aktivnost vezanu za EGFR transaktivaciju i proliferaciju bilo koje ćelijske linije 

uključujući i VSMC, pod delovanjem trombina.  

S druge strane, iako HB-EGF i matriksna metaloproteinaza 2 (MMP-2) u VSMC 

čine sastavni deo transaktivacione kaskade EGFR, koja vodi migraciji ovih ćelija pod 

uticajem trombina, još uvek nema potpunog odgovora na pitanje da li i na koji način 

MMP-2 utiče na proliferaciju VSMC pod delovanjem trombina, obzirom na 

kontroverzne literaturne podatke o uticaju MMP na proliferaciju VSMC (Huang i sar., 

2009; Koo i sar., 2010; Newby, 2006; Ohtsu i sar., 2006a; Smiljanic i sar., 2011). 

 Brojna familija Ser/Thr PKC uključena je u mnoge ćelijske aktivnosti i regulaciju 

signalnih puteva (Mellor i sar., 1998; Rosse i sar., 2010) uključujući i proliferaciju 

glatkih mišićnih ćelija traheja čoveka i psa pod delovanjem trombina (Lin i sar., 2001; 

Lin i sar., 2002). Protein kinaza C delta (PKCδ), član podgrupe novih PKC kinaza 

(Mellor i sar., 1998), do skora je bila implicirana samo u negativnoj regulaciji 

proliferacije i apoptoze u velikom broju ćelijskih linija i tumorskih ćelija (Grossoni i 

sar., 2007; Yamaguchi i sar., 2007). Prvi izveštaj o pozitivnoj mitogenoj ulozi PKCδ u 

ćelijama mlečnih žlezda pacova je u studiji Grossoni i saradnika (2007). Nedavno, 

Hsieh i sar. (2009), a potom i Smiljanić i saradnici (2011) su ukazali na pozitivno 

učešće PKCδ u proliferaciji VSMC pacova stimulisanih trombinom ali je ostao 

nerazjašnjen mehanizam dejstva ove kinaze.  
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1.1. Građa, uloga i osobine VSMC u vaskulaturi 

Glatko mišićno tkivo (lat. „textus muscularis nonstriatus”) ulazi u sastav krvnih i 

limfnih sudova, organa sistema za varenje, dušnika, mokraćne bešike, materice, kože, 

unutrašnjih mišića oka itd. Za razliku od skeletnih mišića, glatki mišići su sposobni za 

dugotrajne kontrakcije i veoma se teško zamaraju (Guyton i sar., 1999). 

Zidovi arterija i vena sadrže 3 različita sloja. Tunica intima oblaže lumen krvnog 

suda i sačinjen je uglavnom od endotelnih ćelija i vezivnog tkiva bogatog elastičnim 

vlaknima (Slika 1.1.1).  

 

Slika 1.1.1 Poprečni i trodimenzionalni preseci prikaza građe krvnih sudova. 
Preuzeto i modifikovano iz „Fundamentals of Anatomy & Physiology”, (Martini i sar., 
1995). 
 

Tunica media je srednji deo koji sadrži koncentrične slojeve VSMC uronjene u 

rastresito vezivno tkivo koje oblaže endotel i reguliše dijametar krvnog suda svojim 

kontrahovanjem i opuštanjem, omogućavajući kontrolu krvnog pritiska (Martini i sar., 

1995). Spoljni sloj (lat. „tunica adventitia”, „tunica externa”), čine pretežno vezivno 
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tkivo koje u zavisnosti od veličine i vrste krvnog suda sadrži različit odnos i stepen 

elastičnih i kolagenih vlakana. Zidovi arterija su deblji i elastičniji od zidova vena jer 

sadrže više koncentričnih slojeva VSMC, i unutrašnju i spoljašnju elastičnu membranu 

(Slika 1.1.1). 

 VSMC su vretenastog oblika i imaju jedno jedro postavljeno u središnjem delu 

citoplazme koje unekoliko prati oblik ćelije svojom spljošteno-jajolikom formom (Slika 

1.1.2). Dužina im se kreće od 20 do 500 µm, a dijametar 2-5 µm (Guyton i sar., 1999).  

 

Slika 1.1.2 Morfološke odlike VSMC – uzdužni i poprečni presek ćelije. 
Citoplazmatske organele uključene u sintetske procese, rapavi endoplazmin retikulum i 
deo Goldžijeve oblasti, kao i glikogenske čestice (ljubičasto), koncentrisane su u 
središnjem delu ćelije uz jajoliko euhromatsko jedro. Elementi sarkoplazminog 
retikuluma, pinocitotske vezikule i kaveoli nalaze se u perifernom delu ćelije. Oko 
svake ćelije zapaža se lamina (smeđe). Većinu citoplazme zauzimaju snopovi aktinskih, 
miozinskih i intermedijarnih filamenata (plavo) između kojih su smeštene mitohondrije. 
Preuzeto i modifikovano iz „Pokretne i nepokretne ćelije“ (Šerban, 1995).  

Aktinski filamenti su uronjeni u tzv. gusta amorfna tela (engl. “dense body”), 

lokalizovana uz ćelijsku membranu ili su razasuta po citoplazmi (Slika 1.1.2). Gusta 

tela, danas poznatija kao jedna od formi fokalnih adhezija ćelije, predstavljaju velike, 

dinamične proteinske komplekse preko kojih se citoskelet povezuje sa vanćelijskim 

matriksom (ECM, engl. “Extracellular Matrix”) (Gerthoffer i sar., 2001). Među tankim 

aktinskim filamentima raspoređeni su i miozinski debeli filamenti, 15 puta manje 

zastupljeni od aktinskih vlakana, zajedno raspoređeni u vidu spiralno zakrivljenih 
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snopova (Slika 1.1.3). U skupinama VSMC, pojedinačne ćelije su tako postavljene da 

izduženi i suženi krajevi jednih VSMC naležu na proširene središnje delove susednih 

ćelija (Slika 1.1.3), gradeći obrazac koji je poznat i kao „dolina-breg” (engl. “hill and 

valley pattern”). 

 

Slika 1.1.3 Morfološke karakteristike VSMC (A) Snopovi aktinskih filamenata 
(plavo) u ćeliji se pružaju blago spiralno zakrivljeni; jednim svojim krajem uronjeni u 
citoplazmatsko gusto telo a drugim u membransko gusto polje. (B) VSMC koje grade 
glatku muskulaturu zida krvnog suda postavljene su međusobno paralelno. U 
organizovanju glatke muskulature učestvuju i retikularna (zeleno) i kolagena vlakna 
(smeđe). Preuzeto i modifikovano iz „Pokretne i nepokretne ćelije“ (Šerban, 1995). 

Između gustih tela susednih ćelija ponekad se uspostavljaju međućelijski 

proteinski mostovi (Guyton i sar., 1999) koji prenose kontraktilnu silu jedne ćelije na 

drugu pa se kontrahovanje i opuštanje skupine ćelija odigrava sinhrono (Walsh i sar., 

1999). Prilikom kontrahovanja vretenast oblik VSMC se menja (Slika 1.1.4). U 

kontrahovanoj ćeliji promenjen je i izgled jedra koje se prilagođava promeni prostora i 

spiralno se uvija (Slika 1.1.4). 

 

Slika 1.1.4 Kontrakcija i relaksacija VSMC. Pri kontrakciji glatka mišićna ćelija 
krvnog suda se skraćuje u odnosu na dužinu koju ima u stanju relaksacije. Njen prečnik 
se povećava a na površini, između susednih membranskih gustih tela (zeleno), zapaža se 
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pojava ispupčenja. Aktinski filament – ciklama; miozinski filament – ljubičasto; 
intermedijarni filament – plavo. Preuzeto i modifikovano iz „Pokretne i nepokretne 
ćelije“ (Šerban, 1995). 

 VSMC nakon diferenciranja i sazrevanja ostaju sintetski aktivne i zadržavaju 

sposobnost deobe pod uticajem faktora rasta (Šerban, 1995). Aktivirane VSMC imaju 

funkcionalne i morfološke osobine embrionalnih VSMC, sposobnih da se dele, 

migriraju i sintetišu komponente ECM i faktora rasta (Walsh i sar., 1999) (Slika 1.1.5). 

Fenotipski prelaz VSMC je reverzibilan i naziva se fenotipska modulacija. Na jednom 

kraju fenotipskog spektra su visoko diferencirane, kontraktilne VSMC kakve se nalaze u 

adultnom, intaktnom krvnom sudu, koje omogućavaju vazokonstrikciju i 

vazorelaksaciju (Campbell i sar., 1985). Na suprotnom su VSMC sekretornog tipa nalik 

fibroblastima, sa aktivnim proliferativnim i migratornim kapacitetima, VSMC prisutne 

tokom embrionalnog razvića ili u lezijama krvnih sudova (Walsh i sar., 1999). 

Fenotipskom modulacijom objašnjava se rasprostranjeno učešće VSMC, kako u 

normalnim, fiziološkim procesima, tako i u patofiziološkim poremećajima poput 

ateroskleroze i hipertenzije (Berk, 2001; Campbell i sar., 1985; Dzau i sar., 2002). 

 
Slika 1.1.5 Različite uloge VSMC u vaskulaturi u zavisnosti od uslova sredine: 
proliferacija, inflamacija, promena matriksa i kontrakcija. Mnogi od medijatora 
imaju višestruke funkcije. Na primer, trombin je vazodilatator, ali stimuliše i 
proliferaciju i inflamaciju. AA, arahidonska kiselina; TNF-α, faktor nekroze tumora 
alfa; G-CSF, faktor stimulacije kolonije granulocita; GM-CSF, faktor stimulacije 
kolonije granulocita i monocita; MCP-1, protein hemotaktičkog privlačenja monocita 
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tipa-1; ICAM-1, međućelijski adhezioni molekul tipa-1; VCAM-1, adhezioni molekul 
vaskularnih ćelija tipa-1; MMP – matriksne metaloproteinaze ; PDGF, faktor rasta 
porekom iz krvnih pločica; bFGF, osnovni faktor rasta fibroblasta; EGF, epidermalni 
faktor rasta; IGF-1, insulinu sličan faktor rasta tipa-1 ; TGF-β, transformišući faktor 
rasta beta; uPA, urokinazni tip plazminogen aktivatora; TIMP, engogeni tkivni 
inhibitori MMP; PAI, inhibitor aktivatora plazminogena. Preuzeto i modifikovano iz 
(Dzau i sar., 2002). 

1.2. Poremećaji u kardiovaskularnom sistemu i kardiovaskularne 

bolesti uzrokovane prekomernom proliferacijom VSMC 

 Kardiovaskularni sistem čini srce, čiji je zadatak da ispumpava krv, kao i sistem 

sudova za cirkulaciju, koji obuhvata arterije, vene, kapilare i limfne sudove (Martini i 

sar., 1995). Najčešće bolesti ovog sistema jesu slabljenje snage mišića srca 

(kardiomiopatije, kongestivna insuficijencija srca), poremećaj ritma rada srca (aritmije) 

i nedostatak kiseonika u srčanom mišiću zbog bolesti koronarnih sudova (ateroskleroza, 

ishemijska bolest srca, angina pectoris, infarkt srca) (Guyton i sar., 1999; Hozawa i sar., 

2007). Opšta bolest vaskularnog sistema je hipertenzija (povišen arterijski pritisak), koja 

je faktor razvoja ostalih brojnih poremećaja kardiovaskularnog sistema (Hayashi i sar., 

2009; Mulvany i sar., 1978). Kardiovaskularne bolesti su vodeći uzrok smrtnosti ljudske 

populacije u čijoj osnovi u najvećoj meri dominira ateroskleroza kao patološka 

komponenta (Beckman i sar., 2002; Hozawa i sar., 2007).  

Ateroskleroza je bolest oštećenja i suženja krvnih sudova. Ona je i glavni uzrok 

infarkta miokarda, moždanog udara i perifernih vaskularnih bolesti, koje čine približno 

polovinu svih smrtnih slučajeva u razvijenim zemljama (Rivard i sar., 2000). 

Ateroskleroza uključuje orkestrirane procese endotelne disfunkcije, inflamacije, 

proliferacije VSMC i reorganizaciju vanćelijskog matriksa (Dzau i sar., 2002). 

Kompleksan proces ateroskleroze karakteriše formiranje neointimalnih lezija koje 

progresivno zagušuju arterijski lumen (Libby i sar., 2002; Ross, 1999).  

Neointimalno zadebljanje nastaje kao akumulacija ćelijskih elemenata i 

vanćelijskih supstanci u prostoru između tunica intima (endotelnog sloja) i 

koncentričnih slojeva VSMC u tunica media (Slika 1.2.1). Studije sa 

hiperholesterolemičnim životinjama i na humanim aterosklerotskim arterijama 

identifikovale su tri procesa koji vode formiranju aterosklerotskih lezija: 1) proliferacija 
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VSMC, makrofaga i limfocita; 2) formiranje vezivnog tkivnog matriksa sastavljenog od 

elastičnih, kolagenih i proteoglikanskih vlakana i 3) akumulacije lipida, najviše 

slobodnog i esterifikovanog holesterola u okružujućem matriksu sa pridruženim 

ćelijama (Rivard i sar., 2000; Ross, 1993) (Slika 1.2.1). 

Najnoviji podaci studija korelacije na humanom materijalu, kako u in vitro 

uslovima mehanističkih studija, tako i u in vivo uslovima, ukazuju na važnu ulogu 

VSMC u inicijaciji ateroskleroze (Doran i sar., 2008; Feil i sar., 2004; Wolfsgruber i 

sar., 2003). VSMC su glavni proizvođači komponenti ECM i u odgovoru na aterogene 

stimuluse mogu modifikovati tip matriksnih proteina koje proizvode. Vrsta prisutnih 

komponenti ECM utiče na lipidni sadržaj plaka u razvoju i na proliferativni indeks 

ćelija koje se nalaze u njemu (Doran i sar., 2008). 

 

 Slika 1.2.1 Funkcionisanje VSMC tokom različitih faza ateroskleroze. 
Kardiovaskularni rizici menjaju endotel, što uzrokuje kaskadu događaja uključujući i 
privlačenje leukocita. Citokini i faktori rasta proizvedeni od strane inflamatornih ćelija i 
VSMC stvaraju milje sa visokim mitogenim potencijalom. VSMC migriraju, dele se i 
sintetišu komponente ECM na unutrašnjoj strani krvnog suda, formirajući fibroznu kapu 
aterosklerotske lezije. Medijatori inflamacije potom indukuju stanjivanje fibrozne kape 
potičući ekspresiju metaloproteinaza, čineći plak slabim i podložnim pucanju i 
formiranju tromba. U poodmakloj bolesti, fibroblasti i VSMC učestvuju u stvaranju 
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fibrokalcifikovanih lezija. LDL – lipoproteini male gustine; MCP-1 – protein 
hemotaktičnog privlačenja monocita tipa 1; VCAM-1 – molekul adhezije vaskularnih 
ćelija tipa 1; PDGF-BB – faktor rasta krvnih pločica BB, beta lanac homodimera; TNF 
– faktor nekroze tumora; TGF-β – transformišući faktor rasta beta; IL-1 - interleukin 1; 
IGF-1 – insulinu sličan faktor rasta tipa 1; bFGF - osnovni faktor rasta fibroblasta; Ang 
II - angiotenzin II; EGF – epidermalni faktor rasta; IFNγ – interferon gama. Preuzeto i 
modifikovano iz (Dzau i sar., 2002).  

 Kao i makrofazi, VSMC eksprimiraju mnoge receptore za preuzimanje lipida i 

mogu formirati „penaste” ćelije, učestvujući u ranoj akumulaciji lipida u plaku. Takođe, 

poput endotelnih ćelija, VSMC eksprimiraju razne adhezione molekule kao što su 

molekul adhezije vaskularnih ćelija tipa 1 (VCAM-1, engl. „Vascular Cell Adhesion 

Molecule Type-1”) i molekul međućelijske adhezije tipa 1 (ICAM-1, engl. 

„Intercellular Cell Adhesion Molecule Type-1”) i migriraju kroz zid krvnog suda. Preko 

istih molekula VSMC mogu inhibirati apoptozu drugih ćelija, doprinoseći tako ranoj 

celularnosti lezije. I VSMC kao i druge ćelije proizvode citokine: faktor rasta poreklom 

iz krvnih pločica (PDGF, engl. “Platelet-derived Growth Factor”), transformišući faktor 

rasta beta (TGF-β, engl. ”Transforming Growth Factor beta”), interferon gama (IFNγ) i 

protein hemotaktičnog privlačenja monocita (MCP-1, engl. ”Monocyte Chemoattractant 

Protein Type-1”), koji započinju i propagiraju zapaljenski odgovor na lipide. 

 U patofiziologiji in-stent i balon restenoze (ponovno sužavanje krvnog suda 

nakon ugradnje stenta i balona radi dilatacije krvnog suda), vaskulopatiji usled 

transplantacije (engl. “transplant vasculopathy“) i odbacivanju venskog kalema pri 

premošćavanju zapušenih krvnih sudova (engl. “vein bypass graft failure”), proliferacija 

VSMC zauzima centralno mesto (Dzau i sar., 2002; Mnjoyan i sar., 2008; Ross, 1993). 

Važno je istaći da se ova patološka stanja poput angioplastične restenoze i odbacivanja 

venskog grafta, razvijaju kao posledica procedura primenjivanih da bi se otklonile 

okluzije nastale usled aterosklerotskih poremećaja. Stoga ne čudi da se još uvek veliki 

napori ulažu u razvoj tretmana i lekova ciljanih na regulaciju ćelijskog ciklusa koji će 

inhibirati ćelijsku proliferaciju (Marche i sar., 1990; Mnjoyan i sar., 2008). VSMC na 

povredu krvnog suda reaguju ekstenzivnom proliferacijom i migracijom u intimalni deo 

zida krvnog suda (Mnjoyan i sar., 2008) (Slika 1.2.2). Primarna hipertenzija vodi 

hipertrofiji i/ili hiperplaziji VSMC i sledstvenoj promeni strukture krvnog suda (Marche 

i sar., 1995), obzirom da dugotrajan povišen krvni pritisak vodi stalnom pojačanom 
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istezanju krvnih sudova, te je i to jedna vrsta povređivanja strukture krvnog suda 

(Mulvany, 1991; Mulvany i sar., 1978). Takođe, pokazano je da VSMC izolovane iz 

spontano hipertenzivnih pacova brže proliferišu nego VSMC izolovane iz njihovih 

kontrolnih Wistar-Kyoto pacova (Yamori i sar., 1981).  

 

Slika 1.2.2 Odgovor karotidnih arterija Sasco i Harlan soja pacova na povredu 
izazvanu ugradnjom balona. Drastična neointimalna proliferacija u povređenim 
karotidnim arterijama Sasco soja pacova 14 dana nakon povrede modelom ugradnje 
balona. Posmatrano pod mikroskopom na uvećanju X 25 (početno stanje i povreda) i 
uvećanju X 200 (povreda). Crne duži predstavljaju 500 µm i 50 µm na malom i velikom 
uvećanju. Preuzeto i modifikovano iz (Mnjoyan i sar., 2008). 

 Glavne funkcionalne uloge VSMC u nastanku ateroskleroze su: (1) fenotipska 

modulacija VSMC odnosno njihov preokret iz mirnog, kontraktilnog oblika u aktivni, 

migratorno-sintetski fenotip; (2) depozicija ekstracelularnog matriksa, (3) proliferacija, 

(4) migracija, (5) ekspresija inflamatornih gena, (6) indukcija oksidativnog stresa, (7) 

zadržavanje i vezivanje monocita. 

1.3. Ćelijski ciklus i antiproliferativni terapeutski pristupi u VSMC 

 Ćelije sisara reaguju na stimuluse iz spoljašnje sredine aktivacijom različitih 

signalnih transdukcionih puteva, koji vode procesima kao što su proliferacija, 

zaustavljanja rasta, hipertrofija, diferencijacija ili apoptoza (Rivard i sar., 2000).  
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 Migratorne i proliferativne aktivnosti VSMC regulisane su pozitivnim 

promoterima rasta kao što su PDGF, ET-1, trombin, FGF, IL-1, mehanički stres poput 

hipertenzije (Dzau i sar., 2002) i negativnim stimulusima proliferacije kao što su 

heparin sulfat, azot-monoksid (NO), TGF-β (Rivard i sar., 2000). 

  Međutim, na kraju signalne mreže proliferativnog odgovora VSMC, mitogeni 

faktori rasta dele isti krajnji signalni put ćelijskog ciklusa (Slika 1.3.1). Mirne ćelije iz 

faze G0 ulaze u period G1 (engl.”gap”), tokom kojeg se faktori potrebni za sledeću fazu 

DNK replikacije (S faza), grade. 

 

Slika 1.3.1 Pojednostavljena šema ćelijskog ciklusa sa terapeutskim pristupima 
vaskularnim proliferativnim poremećajima (narandžasto). Objašnjenje u tekstu. 
Preuzeto i modifikovano iz (Dzau i sar., 2002). 

 Nakon završene replikacije DNK, ćelija ulazi u drugu „gap” fazu (G2) gde se 

priprema za fazu mitoze (M faza). Restrikcione tačke ćelijskog ciklusa su G1–S i G2–M 

interfaze koje obezbeđuju pravovremenu progresiju ćelijskog ciklusa (Elledge, 1996). 

Faze ćelijskog ciklusa koordinisane su sa ciklin-zavisnim kinazama (CDK, engl. 

“Cyclin Dependent Kinase”) koje formiraju holoenzime sa svojim regulatornim 

subjedinicama, ciklinima (Koepp i sar., 1999; Sherr, 1995). Aktivnosti ciklin–CDK 

kompleksa zavisi od fosforilacionog statusa CDK i nivoa ekspresije ciklina. U nastavku, 

progresija ćelijskog ciklusa regulisana je endogenim inhibitorima ciklin zavisnih kinaza 

(CKI, engl. ”Cyclin Kinase Inhibitor”) kao što su p27KIP1 i p21CIP1 koji se vezuju za 

ciklin-CDK komplekse i inhibiraju njihovu aktivnost (Smith i sar., 1997).  
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  Sintetički CDK inhibitori (CVT-313, flavopiridol), genska terapija sa „antisens” 

oligodeoksiribonukleotidima (ODN) prema CDK/ciklinima i prekomerna ekspresija 

CKI smanjuju neointimalnu hiperplaziju u eksperimentalnim postavkama ateroskleroze 

i angioplastične restenoze (Andres i sar., 2003). Najviše rezultata u ispitivanju 

prevencije stent restenoze ima makrolid rapamicin (Andres i sar., 2003), potentni 

imunosupresor koji snažno inhibira proliferaciju i migraciju VSMC (Marx i sar., 1995; 

Poon i sar., 1996; Sun i sar., 2001) preko p27KIP1–zavisnih (Luo i sar., 1996; Sun i sar., 

2001) i p27KIP1–nezavisnih mehanizama (Braun-Dullaeus i sar., 2001; Roque i sar., 

2001). Sledeći terapeutski pristup je primena „mamca“ transkripcionog faktora E2 (E2F, 

engl. ”E2F decoy”), koji se pokazao kao bezbedna strategija inhibicije ekspresije gena 

ćelijskog ciklusa i DNK replikacije kod pacijenata sa ugrađenim bajpasom venskog 

kalema (Mangi i sar., 2001; Mann i sar., 1999). Progresija ćelijskog ciklusa VSMC je 

regulisana i specifičnim komponentama ECM i integrinima (Assoian i sar., 2001). 

Neointimalne VSMC sintetišu nove komponente ECM i indukuju ekspresiju MP, koje 

preoblikuju okružujući ECM. Ekspresija MP je indukovana unutar neointimalnih lezija 

(Bendeck i sar., 1994; Galis i sar., 1994; Southgate i sar., 1996; Zempo i sar., 1994). 

Uprkos ohrabrujućim rezultatima, značajni napori u osnovnim istraživanjima su još 

uvek preko potrebni, kako bi se identifikovali dodatni ciljni geni i strategije za tretman 

različitih kardiovaskularnih poremećaja. 

1.4. Trombin u aterosklerozi i proliferaciji VSMC  

1.4.1. Građa i funkcije trombina u vaskulaturi 

 Zgrušavanje krvi je proces sekvencijalne aktivacije serije serinskih proteinaza i 

kofaktora, koji kulminira stvaranjem trombina. Trombin je tripsinu slična serinska 

proteinaza molekulske mase 36 kDa koja pokreće mnoštvo enzimskih i ćelijskih 

reakcija uključujući pretvaranje fibrinogena u fibrin i sledstveno stvaranje fibrinskog 

čepa, aktivaciju kofaktora V i VIII, krvnih pločica, endotelnih ćelija, VSMC i leukocita 

(Coughlin, 2000; Lane i sar., 2005). Aktivnost trombina je strogo regulisana putem 

nekoliko endogenih inhibitornih mehanizama, kao što su antitrombin-heparinski put i 

signalni put proteina C (Mann i sar., 2003).  
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 Prekursorski protein, protrombin (faktor koagulacije II), sintetiše se samo u jetri 

u inaktivnoj formi zimogena, sa prosečnim poluživotom od 72h u cirkulaciji (Andrew i 

sar., 1987). Signal za stvaranje trombina pokreće se kada cirkulišući faktori koagulacije 

dođu u kontakt sa ekstravaskularnim tkivnim faktorom (na primer u slučaju povrede i 

razaranja endotelijskog sloja krvnog suda). Aktivirani faktor X zajedno sa aktiviranim 

kofaktorom V prevodi protrombin u aktivnu formu, trombin (Brass i sar., 1997; Esmon i 

sar., 1999). Pošto je tkivni faktor eksprimiran samo na površini ćelija koje u fiziološkim 

uslovima nisu u kontaktu sa krvlju (kao što su VSMC), za trombin je pretpostavljeno da 

predstavlja vezu između povrede tkiva i zarašćivanja rana (Borissoff i sar., 2009), 

odnosno da ima važnu ulogu u vaskularnom remodelovanju.  

 Uloga trombina u hemostazi je dvojaka i kontradiktorna. S jedne strane 

pretvaranje fibrinogena u fibrin predstavlja prokoagulantnu radnju, a vezivanje za 

protein C i njegovo subsekventno aktiviranje, antikoagulantnu funkciju (Lane i sar., 

2005). Slično ponašanje trombin pokazuje u vaskularnoj reaktivnosti gde on iskazuje 

kako vazodilatatorne (Hamilton i sar., 2000) tako i vazokonstriktorne efekte (Hirano, 

2007; Maki i sar., 2010). 

 Reakcije koje trombin potiče na ćelijskom nivou uključuju aktiviranje krvnih 

pločica i njihovu agregaciju, hemotaktički efekat na monocite (Bar-Shavit i sar., 1983), 

VSMC (Kalmes i sar., 2000), endotelne ćelije (Moy i sar., 1996), limfocite (Coughlin, 

2000) i neutrofile (Bizios i sar., 1986). Mitogeni efekat trombina dokumentovan je u 

VSMC (McNamara i sar., 1993), fibroblastima (Carney i sar., 1992; Giacco i sar., 

2006), endotelnim ćelijama (Zania i sar., 2008) i astrocitima (Wang i sar., 2002). U 

endotelnim ćelijama trombin stimuliše proizvodnju brojnih faktora: prostaciklina 

(Hallam i sar., 1988), faktora aktivacije krvnih pločica (PAF, engl. “Platelet-Activating 

Factor”) (Prescott i sar., 1984), ET-1 (Schini i sar., 1989), von Willebrandovog faktora 

(Sporn i sar., 1989), aktivatora plazminogena (PA) (Levin i sar., 1984) i njegovog 

inhibitora (PAI, engl.”Plasminogen Activator Inhibitor”) (Levin i sar., 1984). Ovi 

raznoliki ćelijski odgovori pokrenuti trombinom doprinose patologiji ateroskleroze, 

tromboze i drugih vaskularnih oboljenja putem inflamatornih i proliferativnih procesa 

na mestu vaskularne povrede (Borissoff i sar., 2009; Martorell i sar., 2008). 
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1.4.2.  Struktura trombinskih receptora 

 Receptori aktivirani proteinazama (PAR, engl. “Protease-Activated Receptor”) 

pripadaju familiji receptora GPCR. Oni čine posebnu grupu unutar familije GPCR zbog 

načina aktivacije putem proteolitičkog cepanja umesto okupiranja receptora ligandom. 

Do danas je pronađeno i klonirano 4 člana ove grupe: PAR-1, -2, -3 i -4, s tim da su 

PAR-1, PAR-3 i PAR-4 trombinski receptori (Martorell i sar., 2008). Trombin 

prepoznaje amino kraj svog receptora i proteolitički ga cepa, generišući novi amino kraj 

sa funkcijom liganda, tzv. (engl. “tethered ligand”) (Slika 1.4.2.1).  

 Drugi važni domeni PAR-1 i PAR-3 trombinskih receptora su aminoterminalni 

hirudinu-sličan domen, takođe važan za vezivanje trombina i karboksilni kraj koji ima 

ulogu u usmeravanju internalizovanog receptora u lizozomsko odeljenje radi 

degradacije (Coughlin, 2000). Treća intracelularna petlja trombinskih PAR receptora 

doprinosi mehanizmu internalizacije receptora unutar ćelije (Vu i sar., 1991). 

 

Slika 1.4.2.1 Šematski prikaz strukture trombinskog PAR receptora. Preuzeto i 
modifikovano od (Brass, 2003). 

1.4.2.1. Molekularni mehanizam aktivacije PAR-1 receptora i njegove signalizacije 

 Trombin proteolitički cepa i aktivira PAR-1 sa visokom efikasnošću. Već jedan 

minut nakon aplikacije trombina od 10 nM skoro svi trombinski receptori na površini 

ćelije su aktivirani (Coughlin, 2000; McNamara i sar., 1993). Nakon vezivanja za dva 

specifična mesta na amino kraju trombin podleže konformacionoj promeni i izlaže 
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aktivno mesto sa katalitičkom trijadom (His365, Asp419 i Ser527), odgovornom za sistem 

prenosa naelektrisanja (Bahou WF, 2003; Coughlin SR, 2000), što dovodi do efikasnog 

i trenutnog proteolitičkog cepanja aminoterminalnog kraja (Slika 1.4.2.1). 

  Kod ćelija u mirovanju, PAR su povezani sa heterotrimernom Gq familijom G 

proteina, koja se sastoji od tri različite subjedinice nazvane α, β, i γ (Gαβγq). Nakon 

aktiviranja PAR-1 receptora delovanjem trombina, vezani GDP se izmenjuje sa GTP što 

rezultira u disocijaciji βγ od α subjedinice, aktivirajući signalne puteve inozitol-1,4,5-

trifosfaat (IP3) i diacilglicerola (DAG), kao i oslobađanje intracelularnog Ca2+. PAR-1 

aktivacija takođe vodi aktivaciji PKC, MAPK kinaza, receptorske tirozin kinaze (RTK) 

i Rho kinaze koja fosforiliše laki lanac miozina u signalnom putu uključenom u 

promene strukture citoskeleta i ćelijskog oblika VSMC (Kahn i sar., 1998; van Nieuw 

Amerongen i sar., 2000). Druga signalna grana aktivacije PAR-1 receptora uključuje 

Gαi subjedinicu koja inhibira adenil ciklazu, sprečavajući pretvaranje ATP u cAMP 

(Zhang i sar., 2007b).  

1.4.3. Uloga trombina u aterosklerozi 

 Endotelna disfunkcija, koju karakteriše nesposobnost endotela da reguliše svoje 

osnovne funkcije (tonus krvnog suda, hemostazu, ćelijsku adheziju, balans elektrolita), 

smatra se preduslovom za nastanak aterosklerotskog plaka, a trombin, jednim od njenih 

ključnih okidača (Borissoff i sar., 2009). Događaji poput vazokonstrikcije preko 

sekrecije prostaglandina H2 i tromboksana A2 (Hirano, 2007), smanjenja dostupnosti NO 

usled smanjene aktivnosti eNOS (Watts i sar., 2009), smanjene sinteze eNOS (Ming i 

sar., 2002) i povećanje aktivnosti arginaze (Lewis i sar., 2008; Yang i sar., 2006), samo 

su neki od mnogih efekata kojim se objašnjava ključna uloga trombina u endotelnoj 

disfunkciji. Tokom ateroskleroze nivo trombina je izrazito povećan (Husmann i sar., 

2007). 

 Pod uticajem trombina povećava se proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika 

(ROS, engl. “Reactive Oxygen Species”) u zidu krvnog suda (Brandes i sar., 2001; 

Colotta i sar., 1994) što olakšava lipidnu peroksidaciju i inicijaciju apoptotičnih 

procesa. Trombin indukuje proizvodnju pro-inflamatornih medijatora, uzrokujući 

promene u transkripciji gena za interleukine IL-1β, IL-6 (Tokunou i sar., 2001) i faktor 
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nekroze tumora alfa (TNF-α) i MCP-1 u VSMC (Kranzhofer i sar., 1996), dok u 

endotelu povećava ekspresiju IL-6 (Marin i sar., 2001b), IL-8 (Marin i sar., 2001a), 

MCP-1, VCAM-1 i ICAM-1, itd., što olakšava regrutovanje cirkulišućih monocita i T 

limfocita u zidove arterija (Colotta i sar., 1994) i doprinosi stvaranju ranih plakova. 

Većina pomenutih aktivnosti trombina posredovana je receptorima za trombin 

(Martorell i sar., 2008). 

 Trombin takođe, posreduje u adheziji leukocita, njihovom kotrljanju (engl. 

“rolling of leukocytes”) i migraciji u aktivirani endotel (Borissoff i sar., 2009). U ovom 

procesu transmigracije leukocita, trombin utiče na povećanje oslobađanja Ca2+ iz 

intracelularnih skladišta (Sandoval i sar., 2001), što pomaže ligaciji ICAM-1 (van 

Nieuw Amerongen i sar., 2007), a sve ovo dalje vodi do raskidanja veza među ćelijama 

endotela (Delekta i sar., 2010; van Nieuw Amerongen i sar., 2008). 

 Kod monocita i makrofaga u aterosklerozi, trombin dovodi do povećanja 

ekspresije IL-1β, IL-6 i TNF-α i MCP-1, pri višim koncentracijama nego u VSMC 

(Kranzhofer i sar., 1996). 

 Proces neoangiogeneze usko je povezan sa procesom progresije plaka krvnih 

sudova. Krvarenje unutar plaka smatra se kritičnim faktorom destabilizacije i vezano je 

predominantno za neovaskularizaciju tunica intima i media od strane nezrelih i 

„curećih” kapilara (Virmani i sar., 2005). Za trombin je pokazano da izaziva 

neoangiogenezu kako u in vitro, tako i u in vivo uslovima (Haralabopoulos i sar., 1997). 

  U odmakloj, naprednoj aterosklerotskoj leziji najznačajniji efekat trombina je 

aktivacija krvnih pločica, koja vodi daljoj inflamatornoj kaskadi i proizvodnji raznih 

aktivatora i faktora rasta od strane krvnih pločica. Tako aktivirani trombociti stimulišu 

nuklearni faktor κB (NF-κB) signalni put u VSMC, koji indukuje ekspresiju MMP, 

citokina i faktora rasta (Henn i sar., 1998), kao i MCP-1 (Gawaz i sar., 1998) što 

rezultuje u snažnoj proliferaciji i migraciji VSMC u aterosklerotsku leziju (Lutgens i 

sar., 2007). Svi ovi procesi zajedno doprinose progresiji plaka, potom njegovoj 

destabilizaciji i na kraju rupturi (Yu i sar., 2005), o čemu svedoče i in vivo nalazi (Bea i 

sar., 2006; Westrick i sar., 2001). 
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1.4.4. Uloga trombina u proliferaciji VSMC 

 Trombin je uključen u abnormalnu proliferaciju VSMC povezanu sa 

aterosklerozom i hipertenzijom (Doran i sar., 2008; Galis i sar., 1994; Isenovic i sar., 

2010a; Isenovic i sar., 2010b; Marche i sar., 1990; McNamara i sar., 1996). Osim što 

posredno doprinosi fenotipskoj modulaciji, migraciji i proliferaciji VSMC, interakcijom 

sa drugim ćelijama kao što trombociti koji luče PDGF, snažan mitogen VSMC (Shankar 

i sar., 1994), trombin i direktno dovodi do proliferacije i migracije VSMC (Fager, 1995; 

Kalmes i sar., 2000; Kanda i sar., 2001; McNamara i sar., 1996; McNamara i sar., 

1993).  

 Za VSMC je poznato da eksprimiraju trombinske PAR-1 i PAR-4 receptore, kao 

i PAR-2. Dominantni receptor preko koga trombin ostvaruje svoju mitogenu ulogu u 

VSMC je PAR-1 (Hsieh i sar., 2009). Pozitivna regulacija PAR-1 u VSMC u in vivo 

uslovima je pokazana nakon oslobađanja TGF-β1, PDGF i serotonina iz krvnih pločica 

(Schini-Kerth i sar., 1997) i veoma je važna za dalje direktne efekte trombina na 

proliferaciju i migraciju VSMC (Borissoff i sar., 2009).  

 Vezivanje trombina za receptore u VSMC dovodi do stimulacije fosfolipaze C, 

što rezultuje u povećanju intracelularnog nivoa Ca2+ i aktivaciji PKC (Bobe i sar., 2003; 

Lin i sar., 2001; McNamara i sar., 1996). Veliki broj studija je pokazao da je neophodan 

signalni korak transaktivacija EGFR od strane PAR-1 aktiviranog trombinom u 

proliferaciji VSMC u in vitro uslovima (Daub i sar., 1996; Kalmes i sar., 2000; Kanda i 

sar., 2001; Prenzel i sar., 1999).  

 Takođe, u brojnim radovima pokazano je učešće MAPK kaskade u proliferaciji 

VSMC pod delovanjem trombina, kao što su ERK1/2, p38 kinaza i PI3K/Akt kaskada 

(Hsieh i sar., 2009; Isenovic i sar., 2008; Kanda i sar., 2001; Lin i sar., 2002). Iz 

literaturnih radova može se primetiti da je nedovoljno rasvetljena uloga EGFR 

transaktivacije u aktivaciji MAPK kinaza i sledstvenoj proliferaciji VSMC pod 

delovanjem trombina. S jedne strane, radovi govore u prilog kritične uloge EGFR 

aktivacije potrebne za aktiviranje ERK1/2 kinaze (Hsieh i sar., 2008; Hsieh i sar., 2009; 

Kalmes i sar., 2000; Yin i sar., 2005), a drugi da postoje i putevi aktivacije ERK1/2 

nezavisni od aktivacije EGFR (Bobe i sar., 2003; Yin i sar., 2005). Rezultati Hsieh i 

saradnika su pokazali da je pored aktivacije ERK1/2 kinaznog puta, takođe uključena i 



1.Uvod 

 

18 

aktivacija PI3K/Akt kaskade u sprovođenju mitogenog signala od aktiviranog PAR-1 i 

transaktiviranog EGFR. Takođe, pokazana je i uloga NF-κB i AP-1 u ekspresiji EGFR u 

VSMC pacova (Hsieh i sar., 2009). U signalnoj mreži transaktivacije EGFR i 

proliferacije VSMC pod delovanjem trombina, važno mesto zauzima i PKCδ, za koju je 

pokazano da predstavlja uzvodni signal EGFR transaktivacije (Hsieh i sar., 2009; 

Smiljanic i sar., 2011). 

 U VSMC pacova i PC3 ćelijama kancera prostate u in vitro uslovima pokazano 

je da trombin posreduje u ćelijskoj proliferaciji, transaktivacijom EGFR preko MP koja 

cepa membranski prekursor HB-EGF, (pro-HB-EGF) i oslobođeni HB-EGF se vezuje i 

aktivira EGFR (Bobe i sar., 2003; Isenovic i sar., 2010a; Prenzel i sar., 1999; Smiljanic 

i sar., 2011). Ovaj mehanizam je takođe demonstriran kod VSMC pacova i babuna i 

neophodan je za migraciju VSMC stimulisanu trombinom (Kalmes i sar., 2000). 

1.5.  EGFR i transaktivacija EGFR 

 EGFR je jedan od četiri visoko srodna člana ErbB familije RTK (Yarden i sar., 

2001). Genski simbol, ErbB, potiče od imena viralnog onkogena sa kojima su ovi 

receptori homolozi (engl. “Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene”). U fiziološkim 

uslovima za EGFR se vezuju sledeći članovi familije epidermalnih faktora rasta: 

epidermalni faktor rasta (EGF, engl.”Epidermal Growth Factor”), TGF-α, HB-EGF, 

amfiregulin, epiregulin, betacelulin i epigen (Dreux i sar., 2006; Olayioye i sar., 2000). 

Poremećaj u mehanizmu ErbB signalizacije kod ljudi je povezan sa razvojem 

neurodegenerativnih bolesti, poput multiple skleroze i Alchajmerove bolesti (Bublil i 

sar., 2007), a njegova povišena ekspresija dokumentovana je u više vrsta tumora 

(Kohler i sar., 1989; Libermann i sar., 1985; Yoshida i sar., 1994).   

 EGFR je jednolančani transmembranski glikoprotein od 170 kDa i 1186 

aminokiselina, sa mnoštvom N-glikozilovanih oligosaharidnih komponenti (približno 

40 kDa) (Slika 1.5.1). Sastoji se od ekstracelularnog dela koji ima četiri domena (I i III 

odgovorni za specifičnost receptora ka ligandu, a II i IV su bogati cisteinom) (Slika 

1.5.1), transmembranskog alfa heliksa i citoplazmatskog dela koji sadrži kinazni domen 

(Dreux i sar., 2006).  
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Slika 1.5.1 (A) Šematski prikaz celovite strukture monomernog neaktivnog 
molekula EGFR. (B) Trodimenzionalni model ektodomena EGFR za koji je vezan 
EGF. Preuzeto sa sajta:(http://en.wikipedia.org/wiki/File:EGF_Receptor.jpg). 

 Transdukcija signala započinje kada se ligand veže za vanćelijski deo EGFR, što 

vodi ka dimerizaciji, odnosno rearanžmanu monomera u već postojećem dimeru (Adak i 

sar., 2011; Jiang i sar., 1999; Schlessinger i sar., 2000). U aktivnom dimeru domeni dve 

tirozinske kinaze idealno su orijentisani da dovedu do uzajamne fosforilacije i aktivacije 

(Slika 1.5.2) (Ferguson i sar., 2003). 

 

Slika 1.5.2 Šematski prikaz vezivanja EGF za EGFR receptor. Vezivanje EGF 
dovodi do konformacionih promena i dimerizacije receptora što rezultuje u aktivaciji 
tirozin kinaznih domena EGFR dimera. Preuzeto i modifikovano iz (Ferguson i sar., 
2003). 
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 Događaj koji još uvek privlači veliku pažnju naučne javnosti je upravo 

transaktivacija EGFR odnosno posredna aktivacija EGFR preko aktivacije GPCR. Prvi 

korak GPCR indukovane transaktivacije EGFR poznate još i kao „trostruko prelazeća 

membranska kaskada (engl. “triple membrane passing cascade”) je direktna uključenost 

sekundarnih glasnika i/ili signalnih puteva pod delovanjem sekundarnih glasnika kao što 

je povećanje intracelularnog nivoa Ca2+ (Eguchi i sar., 2001; Zwick i sar., 1997), 

aktivacije PKC (Frank i sar., 2003; Hsieh i sar., 2009; Isenovic i sar., 2010a; Smiljanic i 

sar., 2011) ili proizvodnje ROS (Frank i sar., 2003). Drugi korak predstavlja uključenje 

ne-receptorskih tirozin kinaza kao što su c-Src i prolinom bogate tirozin kinaze Pyk2 

(Andreev i sar., 2001; Bobe i sar., 2003; Luttrell i sar., 1997). Poslednji u nizu, treći 

događaj, je proteolitičko cepanje EGFR liganda (engl. “ligand shedding”) od strane 

aktivirane MP (Eguchi i sar., 2001; Prenzel i sar., 1999) koji se vezuje za EGFR i na taj 

način ga aktivira.  

 Mnoge studije su ukazale da aktivacija EGFR vodi širokom spektru bioloških 

odgovora, uključujući proliferaciju i inflamaciju (Dreux i sar., 2006; Wahl i sar., 1987; 

Woodworth i sar., 2005). EGFR su identifikovani u humanim aterosklerotskim 

plakovima imunocitohemijskim putem (Tamura i sar., 2001). U kulturi VSMC 

poreklom iz aorte pacova pokazano je učešće EGFR u ćelijskoj proliferaciji i DNK 

sintezi (Nanney i sar., 1988; Tomita i sar., 1986). Centralna uloga EGFR u proliferaciji 

VSMC dokumentovana je u brojnim studijama, sa mnogim faktorima rasta uključujući i 

trombin. Međutim, može se primetiti da je nedovoljno rasvetljena veza EGFR aktivacije 

i proliferacije VSMC. Većina dosadašnjih radova ukazuje na to da bez aktivacije EGFR 

nema ni proliferacije VSMC (Hsieh i sar., 2009; Reynolds i sar., 2002). Ali postoje i 

radovi koji ukazuju da je aktivacija ovog receptora važna ali ne i neophodna za proces 

proliferacije VSMC (Schreier i sar., 2011; Smiljanic i sar., 2011). Potrebna su dodatna 

istraživanja kako bi se razrešila ova dilema imajući u vidu i različitu biologiju samog 

EGFR receptora u fenotipskim modulacijama VSMC (Ivanov i sar., 2006). 

1.5.1. Uloga HB-EGF u aktivaciji EGFR i proliferaciji VSMC 

 HB-EGF je član familije EGF faktora rasta i sintetiše se kao transmembranski 

prekursor od 208 aminokiselina (pro-HB-EGF), poznat i kao receptor za toksin difterije, 
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koji nakon proteolitičkog cepanja od strane metaloproteinaze, postaje zreo, solubilan 

EGFR ligand od 86 aminokiselina (Prenzel i sar., 1999; Raab i sar., 1997). Od njegovog 

pronalaska 1991. godine, smatran je važnim činiocem u nastanku ateroskleroze, 

hipertrofije miokarda, zarašćivanju rana o čemu svedoče brojne studije (Asakura i sar., 

2002; Matsumoto i sar., 2002; Miyagawa i sar., 1995). HB-EGF je eksprimiran u 

VSMC, makrofazima, T limfocitima i endotelnim ćelijama, a pokazao se i kao faktor 

proliferacije glatkih mišićnih ćelija i fibroblasta (Dluz i sar., 1993; Higashiyama i sar., 

1991; Nakano i sar., 1994; Raab i sar., 1997). 

 Pod dejstvom heparina blokira se HB-EGF zavisna transaktivacija EGFR i 

sledstvena migracija VSMC pacova i babuna pod delovanjem trombina (Kalmes i sar., 

2000). HB-EGF je takođe aktiviran (odcepljen) kao odgovor na aktivaciju PKC sa 

forbol estrima (npr.,TPA) (Gechtman i sar., 1999). Smatra se da je PKCδ kao enzim, 

odgovoran za stimulaciju HB-EGF cepanja izazvan TPA aktivacijom (Izumi i sar., 

1998).  

 Dominantni ligand detektovan u kulturi VSMC kao ligand aktivacije EGFR i 

proliferacije VSMC stimulacijom sa GPCR agonistima, jeste HB-EGF (Kalmes i sar., 

2001; Prenzel i sar., 1999). Mnoštvo literaturnih nalaza govori u prilog uloge HB-EGF 

u proliferaciji VSMC, aktivacijom EGFR sa raznim GPCR agonistima uključujući 

trombin, ANG II, ET-1, ATP, itd. (Asakura i sar., 2002; Dreux i sar., 2006; Ohtsu i sar., 

2006b; Reynolds i sar., 2002). HB-EGF-indukovana proliferacija uključuje aktivnost 

ERK1/2 kinaze i PI3/Akt kinaze ali ne i p38 kinaze (Reynolds i sar., 2002). Postoji 

radovi o učešću HB-EGF u transaktivaciji EGFR i proliferacije VSMC pod delovanjem 

trombina (Hsieh i sar., 2009; Kalmes i sar., 2000) ali se do skora nije znalo koje su MP 

uljučene u proteolitičko cepanje HB-EGF (Huang i sar., 2009; Smiljanic i sar., 2011). 

1.5.2. Uloga MMP u transaktivaciji EGFR i proliferaciji VSMC 

 MMP i ADAM pripadaju „metzincinskoj” grupi superfamilije cink zavisnih 

metaloproteinaza koju čini pet grupa podeljenih na osnovu primarne strukture 

katalitičkog mesta (Hooper, 1994). „Metzincinska“ grupa kojoj pripadaju MMP i 

ADAM, sadrži još dve podgrupe MP: seralizinske i astacinske MP (Stocker i sar., 

1995).  
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 MMP su poznate i kao kolagenaze, uglavnom su solubilne i nalaze se u blizini ili 

na površini ćelija, mada postoje i transmembranske forme MMP (Slika 1.5.2.1). Ovi 

enzimi su odgovorni za degradaciju i remodeliranje ECM, igraju važnu ulogu u razviću, 

zarastanju rana i nastanku oboljenja kao što su ateroskleroza, artritis i kancer (Chang i 

sar., 2001; Newby, 2006). 

Slika 1.5.2.1 Topograski prikaz domenskih struktura ADAM i MMP. Prikazana 
MMP odgovara potklasi želatinaza; druge MMP potklase nemaju hemopeksinu sličnu 
sekvencu i /ili fibronektinu II sličnu sekvencu. ADAM sa trombospodinu sličnim 
domenima (ADAM-TS) sadrži i varijabilni broj domena sličnih trombospondinu. 
Preuzeto i modifikovano iz (Seals i sar., 2003).  

 VSMC proizvode čitav 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 (Lutgens i sar., 2007; Newby, 2006). 

Analiza humanih aterosklerotskih lezija i naprednih plakova pokazala je visoku 

ekspresiju MMP posebno želatinaza MMP-2 i MMP-9, prevashodno od strane VSMC 

(Galis i sar., 1994; Li i sar., 1996).  

 MMP regulišu migraciju, proliferaciju i smrt VSMC degradacijom komponenti 

ECM i drugih supstrata (Newby, 2006). One su uveliko odgovorne za promenu (engl. 

“switch”) fenotipa VSMC iz tihog, mirnog u migratorni (Risinger i sar., 2006). Jasno je 

da MMP posreduju u migraciji VSMC u in vivo i in vitro uslovima, dok je uloga MMP 

u proliferaciji VSMC još uvek nedovoljno razjašnjena (Newby, 2006). Inhibicija MMP 

blokirala je proliferaciju glatkih mišićnih ćelija traheja u odgovoru na serum, trombin i 

PDGF (Johnson i sar., 1999), proliferaciju VSMC iz komadića tkiva aorte (tzv. 

eksplanti aorte) (Bendeck i sar., 1994), VSMC proliferaciju in vivo (Kenagy i sar., 
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1997; Zempo i sar., 1996), MMP-2-posredovanu VSMC migraciju nakon kateterizacije 

balonom (Bendeck i sar., 1994; Cheng i sar., 1998; Jenkins i sar., 1998), i nastanak 

neointimalnog zadebljanja (Cheng i sar., 1998). Većina radova pokazala je inhibiciju 

proliferacije VSMC sa sintetičkim MMP inhibitorima u in vitro uslovima (Lovdahl i 

sar., 2000; Southgate i sar., 1992; Uglow i sar., 2003), ali neke i nisu (Zempo i sar., 

1996). Dalja istraživanja u ovom pravcu su potrebna kako bi se doprinelo objašnjenju 

uloge i mehanizma učešća MMP u proliferaciji VSMC sa naglaskom na ulogu MMP-2.  

1.5.3.  Uloga ADAM u transaktivaciji EGFR i proliferaciji VSMC 

 ADAM su transmembranske metaloproteinaze koje pripadaju adamalizinskoj 

grupi i razlikuju se od MMP po tome što imaju vanćelijski deo sa dizintegrinskim 

domenom i citoplazmatski domen koji može da stupa u interakciju sa unutarćelijskim 

proteinima (Slika 1.5.3.1). Adamalizinska grupa takođe sadrži i klasu III 

metaloproteinaza zmijskog otrova i podgrupu ADAM-TS, koja je se od ADAM familije 

razlikuje po tome što sadrži trombospondinu slične domene (Seals i sar., 2003) (Slika 

1.5.2.1).  

 ADAM su uključene u važne procese kao što su: proteoliza membranskih 

prekursora faktora rasta i citokina, degradacija ECM i odsecanje drugih membranskih 

proteina uključujući i obradu priona (Huovila i sar., 2005). Pored ADAM i neke MMP 

mogu odcepiti membranske proteine i prozvoditi ligande za aktivaciju EGFR (Seals i 

sar., 2003). ADAM, kao i MMP su osetljive na endogene, tkivne inhibitore 

metaloproteinaza (TIMP, engl. “Tissue Inhibitor of Metaloproteinases”) (Seals i sar., 

2003). 

 Do sada je opisano 35 ADAM molekula iz raznih vrsta. Kod čoveka opisano je 

19 od kojih ADAM-9, -10, -12, -15,-17 i -19 su uključene u EGFR transaktivaciju u 

VSMC stimulacijom ograničenog broja GPCR agonista (Ohtsu i sar., 2006a).   

 Malo je literaturnih podataka o ulozi članova ADAM familije u proliferaciji 

VSMC. U in vitro uslovima pokazano je da ADAM-17 transaktivira EGFR i dovodi do 

proliferacije VSMC u kulturi (Ohtsu i sar., 2006b). Takođe, i u in vivo uslovima, 

ADAM 17 dovodi do aktivacije EGFR i subsekventne neointimalne hiperplazije nakon 

povrede krvnog suda delovanjem ANG II (Takaguri i sar., 2011b).  
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 ADAM 12 učestvuje u proliferaciji hondrocita proteolitičkim cepanjem proteina 

5 koji vezuje insulinu sličan faktor rasta (IGFBP5) u osteoartritičnoj hrskavici (Okada i 

sar., 2008). Zatim, visoko pojačana selektivna ekspresija ADAM 12 u ćelijama 

glioblastoma povezuje se sa ćelijskom proliferacijom i proteolitičkim cepanjem HB-

EGF (Kodama i sar., 2004). Asakura i saradnici (2002) sugerisali su da je ADAM-12 

učesnik HB-EGF otcepljivanja (engl. “shedding”) i hipertrofije miokarda pod 

delovanjem fenilefrina, ANG II i ET-1. Međutim do skora nije bilo objavljenog rada o 

ulozi ADAM 12 u proliferaciji VSMC. Prvi izveštaj o identitetu i učešću ADAM 

molekula u transaktivaciji EGFR i proliferaciji VSMC, odsecanjem HB-EGF, pod 

delovanjem trombina, objavila je naša grupa (Smiljanic i sar., 2011). 

 
 

Slika 1.5.3.1 Šematski prikaz strukture ADAM molekula. Preuzeto i modifikovano 
sa sajta: (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Shedding_01.svg). 

1.6. Uloga PKCδ u proliferaciji VSMC 

 PKC su familija serin i treonin specifičnih proteinskih kinaza koje mogu biti 

aktivirane sa Ca2+, fosfolipidima i DAG. Članovi PKC familije fosforilišu širok spektar 

proteinskih „meta“ i poznate su po učešću u širokom spektru ćelijskih događaja, poput 

ćelijske adhezije, transformacije, kritičnih tačaka ćelijskog ciklusa i kontrole ćelijske 

zapremine (Mellor i sar., 1998). Svaki član PKC familije ima poseban ekspresioni profil 

i ima različitu ulogu u ćelijama. Kod sisara, PKC familija kinaza podeljena je na 4 

grupe na osnovu strukturnih i funkcionalnih razlika njihovih regulatornih domena: 
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klasične izoforme (PKCα,β,γ), nove izoforme (PKCδ,ɛ,η,θ), atipične izoforme (PKCζ,λ) 

i kinaze slične PKC kinazama (PKN1,2,3) (Rosse i sar., 2010). 

 Najprisutnija, najviše eksprimirana izoforma PKC u humanim i pacovskim 

VSMC je PKCδ (Assender i sar., 1994; Fukumoto i sar., 1997), mada su prisutne i 

PKCα,β i ɛ (Ding i sar., 2011). Za razliku od klasičnih PKC koje su aktivirane 

vezivanjem DAG, fosfolipida i Ca2+ za odgovarajuće domene, PKCδ nije direktno 

aktivirana sa Ca2+ jer nema Ca2+-vezujući domen (Mellor i sar., 1998).  

 PKC učestvuje u proliferaciji glatkih mišićnih ćelija traheje čoveka i psa pod 

delovanjem trombina (Lin i sar., 2001; Lin i sar., 2002). PKCδ, član podgrupe novih 

PKC kinaza (Mellor i sar., 1998), do skora je bila uključena samo u negativnu 

regulaciju proliferacije i apoptoze u velikom broju ćelijskih linija i tumorskih ćelija, 

noseći atribut tumorskog supresora (Grossoni i sar., 2007; Yamaguchi i sar., 2007). Prvi 

izveštaj o pozitivnoj mitogenoj ulozi PKCδ u mlečnim ćelijama pacova objavili su 

Grossoni i saradnici (2007). Nedavno, Hsieh i sar. (2009), a potom i Smiljanić i sar. 

(2011) su ukazali na pozitivno učešće PKCδ u proliferaciji VSMC pacova stimulisanih 

trombinom, ali je ostala nerazjašnjena precizna uloga i mehanizam učešća ove kinaze u 

kompleksnoj mreži proliferativnog odgovora VSMC pod delovanjem trombina.  

1.7. Uloga MAPK u proliferaciji VSMC 

 MAPK su familija serin (Ser)/treonin (Thr) protein kinaza, koje učestvuju u 

regulaciji više signalnih puteva uključenih u osnovne ćelijske procese kao što su rast, 

proliferacija, diferencijacija i ćelijski opstanak (Isenovic i sar., 2009b; Isenovic i sar., 

2010a; Lewis i sar., 1998; Seger i sar., 1995). U osnovi signalnih puteva MAPK su tri 

kinaze: MAPK kinaze kinaza (MAPKKK; MEKK tj. MEK kinaza; Raf) koja fosforiliše 

i aktivira MAPK kinazu (MAPKK; MEK; MKK), koja zatim aktivira MAPK (Chang i 

sar., 2001) (Slika 1.7.1). Postoji najmanje pet različitih signalnih puteva MAPK 

nazvanih po specifičnoj MAPK sa kojom je povezan (Lewis i sar., 1998; Yap i sar., 

2011). Najvažnije 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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 Aktivacija signalnih puteva MAPK uključuje male GTP hidrolaze, tzv., male 

GTP vezujuće proteine (Ras, engl. “Rat sarcoma”), koja regrutuje Raf kinazu u 

membranu, što dovodi do fosforilacije i aktivacije ERK1/2 (Minden i sar., 1994), (Slika 

1.7.1). 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 

može da fosforiliše različite Ser/Thr ostatke više od 50 različitih citosolnih i nuklearnih 

proteina i transkripcionih faktora i time utiče na ekspresiju gena koji vode povećanju 

proliferacije, diferencijacije i preživljavanja ćelije (Taniguchi i sar., 2006; Yap i sar., 

2011), (Slika 1.7.1).  

 

Slika 1.7.1 Šematski prikaz aktivacije Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2 kaskade. Grb2 -
adaptorni protein Grb-2 (engl. “Growth factor Receptor Bound protein-2”); Sos -faktor 
izmene nukleotida Sos - (engl.”Son of Sevenless”); Ras – mali GTP vezujući protein. 
Preuzeto i modifikovano iz (Yap i sar., 2011).  

Od tri MAPK, pokazano je da ERK1/2 i p38 kinaze imaju aktivnu ulogu u 

prenosu signala faktora rasta i proliferaciji VSMC (Force i sar., 1998; Kanda i sar., 

2001). Znatno je više objavljenih rezultata o učešću ERK1/2 nego p38 u transaktivaciji 

EGFR i subsekventnoj proliferaciji VSMC (Bobe i sar., 2003; Brandes i sar., 2001; 

Hsieh i sar., 2009; Huang i sar., 2009; Isenovic i sar., 2008; Kalmes i sar., 2000; Molloy 

i sar., 1996).  

S jedne strane, postoje radovi koji govore u prilog kritične uloge aktivacije EGFR 

potrebne za aktiviranje ERK1/2 kinaze (Hsieh i sar., 2008; Hsieh i sar., 2009; Kalmes i 

sar., 2000; Yin i sar., 2005), a takođe postoje i radovi koji ukazuju da se MAPK signalni 
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put može aktivirati nezavisno od aktivacije EGFR (Bobe i sar., 2003; Yin i sar., 2005). 

Skoro kompletna inhibicija ERK1/2 aktivacije izazvane trombinom u VSMC, pomoću 

dva inhibitora EGFR kinazne aktivnosti, AG-1478 i PD 153035 ipak govori u prilog 

zavisnosti aktivacije ERK1/2 od transaktivacije EGFR (Bobe i sar., 2003) što je u 

skladu sa centralnom ulogom koju EGFR ima u prenosu GPCR signala (Zwick i sar., 

1999). 

S druge strane, u astrocitima transaktivacija EGFR nije neophodna da bi trombin 

aktivirao ERK1/2 (Wang i sar., 2002). Takođe, u našim prethodnim studijama pokazano 

je da pretretman VSMC sa BAPTA-AM (Ca2+ helirajuće jedinjenje, membranski 

propusno, koristi se kao intracelularni „sunđer” za Ca2+) potpuno inhibira fosforilaciju 

EGFR izazvanu trombinom, a ERK1/2 samo parcijalno, što ukazuje na postojanje 

EGFR-zavisnih i EGFR-nezavisnih puteva ERK1/2 aktivacije odmaskiranih u uslovima 

unutarćelijske deprivacije Ca2+ (Bobe i sar., 2003; Isenovic i sar., 2008) (Slika1.7.2). 

 

Slika 1.7.2 (A) EGFR zavistan put aktivacije ERK1/2 u VSMC. (B) EGFR 
nezavistan put aktivacije ERK1/2 u VSMC. Preuzeto i modifikovano iz (Bobe i sar., 
2003; Isenovic i sar., 2008).  
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 Molekularni mehanizam regulacije proliferacije VSMC pod delovanjem trombina nije 

u potpunosti razjašnjen. Malo je podataka u literaturi o učešću matriksnih i adamalizinskih 

metaloproteinazama i PKCδ u trostrukoj kaskadi transaktivacije EGFR i proliferacije VSMC 

stimulisanih trombinom.  

Na osnovu gore iznetog, definisani su ciljevi ove doktorske disertacije: 

1. Izučavanje efekata trombina na proliferaciju VSMC pacova preko transaktivacije 

 EGFR i aktivacije MAP kinaznog puta. Definisanje precizne uloge EGFR i ERK1/2 u 

 proliferaciji primarnih kultura VSMC pod delovanjem trombina; 

2. Izučavanje uloge liganda EGFR, HB-EGF, u regulaciji proliferacije primarnih kultura 

 VSMC pacova i aktivnosti EGFR, ERK1/2 pod delovanjem trombina; 

3. Izučavanje uloge ukupnih metaloproteinaza, ADAM 12 i MMP-2 u regulaciji 

 aktivnosti EGFR, ERK1/2 i proliferacije primarnih kultura VSMC pacova pod 

 delovanjem trombina;  

4. Izučavanje uloge PKCδ u regulaciji aktivnosti EGFR, ERK1/2 i proliferacije 

 primarnih kultura VSMC pacova pod delovanjem trombina i 

5.  Izučavanje međusobnog odnosa transaktivacione kaskade EGFR (uloga ADAM  12, 

 liganda HB-EGF, ADAM 12, MMP-2 i EGFR) i aktivacije MAP kinaznog puta u 

 proliferaciji primarnih kultura VSMC pacova stimulisanim trombinom. 
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3. HIPOTEZA  

 

 Radna hipoteza ove doktorske disertacije je da je trombin uključen u regulaciju 

proliferacije VSMC pacova, molekularnim mehanizmom koji uključuje transaktivaciju EGFR 

receptora preko enzima: ADAM 12, MMP-2 kao i PKCδ.  

 Takođe, u okviru ove doktorske disertacije, postavljena je i dodatna hipoteza da u 

određenim fiziološkim uslovima EGFR aktivacija nije neophodna za ERK1/2 aktivaciju i 

proliferaciju VSMC pod delovanjem trombina, već se pretpostavlja postojanje EGFR 

nezavisnih signalnih puteva ERK1/2 aktivacije i proliferacije VSMC u kojima je PKCδ jedan 

od mogućih aktera. 
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4. MATERIJAL I METODE 

4.1. Reagensi i antitela 

 Materijal i medijumi za kulturu ćelija poreklom su od Costar and Life 

Technologies, osim fetalnog telećeg seruma (FCS; engl. „Fetal Calf Serum“) koji je 

nabavljen od Roche Diagnostic (Gagny, Francuska). Antitela korišćena za sve 

eksperimente su naručena od Cell Signaling Technology (Beverly, Maryland, USA). 

Poreklo inhibitora molekula proliferativnog puta VSMC (EGFR, HB-EGF, MP, MMP, 

MMP-2, ADAM 12 i PKCδ) naznačeni su u posebnom delu o inhibitorima ( poglavlje 

4.6). Sve druge hemikalije uključujući i trombin potiču od Sigma Aldrich (St. Quentin 

Fallavier, Francuska). 

4.2. Izolovanje VSMC iz aorte pacova 

Za eksperimente sa primarnom kulturom, izolovane su glatke mišićne ćelije iz 

torakalnog dela aorte Wistar pacova, starih 10 nedelja i telesne mase između 220-240 g 

(odgajališta Medicinskog fakulteta Instituta „Pierre et Marie Curie” u Parizu i Instituta 

“Vinča”, Univerzitet u Beogradu). Sve životinje su održavane na standardnom režimu 

laboratorijske ishrane i vode ad libitum. Po dostizanju pomenute starosti i mase, 

operisane su u opštoj anesteziji izazivanoj intraperitonealnom injekcijom Na-

pentobarbitala u dozi od 45-50 mg/kg. Eksperimentalne životinje su postavljalne na leđa 

i pričvršćivane za disekcionu ploču. Grudni koš i trbušni deo dezinfikovani su sa 70% 

alkoholom. Sterilnim makazama i pincetom uklanjana je koža sa torakalnog dela i 

otvaran je toraks tako da su srce i pluća bili lako dostupni i vidljivi. Isecanje torakalnog 

dela aorte odvijalo se odmah iznad srca do ilijačne bifurkacije, prosečne dužine 1,6-1,7 

cm (Slika 4.2.1). Torakalni deo aorte prebacivao se u Petri šolju sa ledenim rastvorom 

fosfatnog pufera A ((PBS, engl.“Phosphate Buffered Saline”) sa 0,2 mM CaCl2, 100 

U/ml peniclina i 100 µg/ml streptomicina), na ledenom kupatilu za dalju disekciju pod 
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mikroskom. Upotrebom prave i zakrivljene sterilne pincete pažljivo je uklanjano masno 

i vezivno tkivo oko aorte, a spoljni sloj aorte (tunica adventitia) se skidao u jednom 

komadu brzim potezom. Nakon istiskivanja ostatka krvi iz isečene aorte, ubrizgavanjem 

hladnog rastvora A špricem sa iglom debljine 28G, aorta je longitudinalno sečena i 

tunica intima uklanjana nežnim četkanjem sa nazubljenom pincetom. Zaostala tunica 

media, sloj aorte bogat VSMC, ispiran je tri puta hladnim PBS rastvorom i prenošen u 

temperirani modifikovani rastvor za rast ćelija u kulturi (DMEM, engl. ”Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium”), obogaćen sa 10% fetalnim telećim serumom (FCS, engl. 

“Fetal Calf Serum”), gde je sa finim mini-disekcionim makazama sitnjen na komadiće 

prosečne veličine 1 mm2. 

 

Slika 4.2.1 Grafički prikaz torakalne duplje pacova i tačaka disekcije torakalne 
aorte. Preuzeto i modifikovano sa sajta: http://bcrc.bio.umass.edu/intro/content/rat-
dissection-preparation-page od (Barlow-Coleman, 2011). 

Eutanazija pacova vršena je gušenjem u atmosferi CO2. Etička komisija za rad 

sa oglednim životinjama Instituta za nuklearne nauke „Vinča” iz Beograda i Instituta 

„Pierre et Marie Curie” iz Pariza su odobrili eksperimente na životinjama opisanim u 

ovoj doktorskoj disertaciji.  

Aortin luk

Dorzalna aorta

Koilijačna arterija

Hepatična arterijaIlijačna bifurkacija

http://bcrc.bio.umass.edu/intro/content/rat-dissection-preparation-page�
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4.3. Uspostavljanje primarne kulture VSMC 

 Postupak uspostavljanja primarne ćelijske kulture VSMC, izolovanih iz 

torakalnog dela aorte Wistar pacova, predstavlja kombinaciju eksplant tehnike po 

metodi Ross i saradnika (Bobe i sar., 2003; Marche i sar., 1995; Ross, 1971) i enzimske 

digestije (Isenovic i sar., 2009b; Isenovic i sar., 2004; Standley i sar., 1991) koja nakon 

devet dana daje visoko čistu primarnu kulturu VSMC sa održanim potencijalom za 

proliferaciju i visokom vijabilnošću i kontraktilnošću. 

 Eksplant tehnikom se nakon nekoliko nedelja dobija primarna kultura VSMC. 

Sama metoda je jednostavna za izvođenje i ne zahteva znatna materijalna sredstva, ali se 

često dešava da su primarne kulture VSMC kontaminirane endotelnim ćelijama iz sloja 

intime i fibroblastima iz adventicionog sloja aorte, što predstavlja veliki problem. 

Prednosti kombinovane metode nad eksplant tehnikom su u znatno brže dobijenoj i 

većoj količini primarne kulture VSMC dobijene od iste količine polaznog materijala 

(torakalna aorta). Nakon 9 dana dobija se primarna kultura VSMC sa čistoćom iznad 

98%. Takođe, nije retko da se pri tehnikama enzimske digestije pretera sa 

koncentracijama tripsina što rezultuje u niskoj kontraktilnosti i vijabilnosti primarne 

kulture ili da se usled nedovoljne količine enzima za digestiju, dobiju niski prinosi 

primarne kulture. U odnosu na klasičnu enzimsku digestiju, kombinovana metoda je 

pokazala uštedu u materijalnim sredstvima potrebnim za nabavku tripsina. 

Kombinovanu metodu uspostavljanja primarne ćelijske kulture VSMC, vrlo sličnu 

našoj, objavili su (Xu i sar., 2009a). 

 Nakon disekcije tunica media, delovi tkiva su podrvgavani enzimskoj digestiji u 

0,2% rastvoru tripsina u koničnoj flaši uz konstantno mešanje (150–200 rpm, IKA, 

Nemačka), na 37 °C tokom 8 minuta. U odbacivanom supernatantu ostajali su 

fibroblasti i endotelne ćelije. Ovaj korak tripsinizacije je još jednom ponavljan. Nakon 

toga, enzimska digestija je zaustavljana dodatkom DMEM rastvora obogaćenog sa 10% 

FCS. Inokulacija delića tkiva vršena je u T25 flašama za kulturu ćelija, tako što su se 

raspoređivali na razdaljinu od jednog cm. Otprilike 15-20 komadića se moglo 

rasporediti iz jednog isečka aorte. Flaša je postavljana uspravno u CO2-inkubator na 

37 °C i atmosferi od 5% CO2 i 95% vazduha i to bez DMEM medijuma tokom 4-6h 

kako bi se obezbedilo i olakšalo adekvatno pričvršćivanje (adhezija) VSMC za podlogu 
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flaše za kulturu ćelija. Nakon toga dodavano je 2 ml DMEM medijuma sa 10% FCS, 

100 U/ml penicilina i 100 µg/ml streptomicina i flaša je pažljivo spuštana u horizontalni 

položaj. Važno je bilo ne uznemiravati primarnu kulturu tokom prvih 48h kultivacije. 

Medijum je prvi put menjan nakon 72h, a potom na svakih 48h. 

 Tri dana nakon inokulacije u primarnoj kulturi su fazno-kontrastnim 

mikroskopom raspoznavane VSMC koje su se množile i migrirale od dela tkiva, a 

nakon 5 dana od inokulacije, kultura ćelija je već bila subkonfluentna (Slika 4.3.1). 

Potpuna konfluentnost javljala se devet dana nakon inokulacije (Slika 4.3.1). Nedeljno 

presađivanje (fr. “passage”) je izvođeno tako što je 90% konfluentna kultura VSMC, 

tretirana sa 0.2% tripsina-EGTA u Ca2+-Hanks-ovom fiziološkom balansiranom 

rastvoru bez Mg2+ jona (HBSS, engl. “Hanks Buffered Saline Solution”).  

 

 

Slika 4.3.1 (A) Nakon 3 dana od inokulacije primetna je migracija VSMC iz 
originalnog komadića tkiva torakalnog dela aorte (tamno braon polje u gornjem levom 
uglu) (svetlosna mikroskopija, uvećanje x100). (B) Pet dana nakon inokulacije, VSMC 
kultura je subkonfluentna (uvećanje X100). U gornjem levom uglu, uočava se i 
originalni komadić tkiva aorte iz koga su VSMC migrirale. (C) Devetog dana u 
konfluentnoj VSMC kulturi raspoznaje se karakterističan obrazac (engl.“hill and 
valley”)(uvećanje X100).  

 Pri trećem presadu (prelazu) određivana je vijabilnost, broj i čistoća gajenih 

VSMC u kulturi. Za eksperimente su korišćene subkonfluentne ćelije iz četvrtog, petog i 

šestog prelaza. Pre svakog ekperimenta ćelije su 3 dana gajene u pločama za 

mikrokulturu sa 96 bunarčića sa DMEM obogaćenim 10% FCS, a potom u medijumu 

bez seruma 48h da bi se dovele u stanje mirovanja (engl. “quiescent”).  

BA C
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4.4. Praćenje broja, vijabilnosti i čistoće dobijene primarne 

kulture VSMC 

 Pri trećem presadu (prelazu) određivana je vijabilnost i broj gajenih VSMC u 

kulturi. Merena je aktivnosti dehidrogenaza mitohondrijskog lanca pomoću 

citotoksičnog detekcionog seta oznake „WST-1” proizvođača Boehringer Mannheim. 

Princip ovog kontinuiranog kolorimetrijskog testa baziran je na kovalentnom raskidanju 

veze u tzv. WST-1 tetrazolijum soli od strane mitohondrijskih dehidrogenaza (Slika 

4.4.1), što govori o nivou respiracije i brzine metabolizma kulture ćelija. Klasičnim 

testom bojenja ćelija sa tripan plavim reagensom (engl. “Trypan blue dye”) određivan je 

broj vijabilnih od ukupnog broja ćelija (Slika 4.4.1).  

 

Slika 4.4.1 Raskidanje veze u WST-1 tetrazolijum soli blage roze boje od strane 
aktivne sukcinat-tetrazolijum reduktaze (EC 1.3.99.1) i nastanak stabilnog, 
rastvornog produkta formazana, intenzivne narandžaste boje. Sukcinat-tetrazolium 
reduktaze pripadaju mitohondrijskom respiratornom lancu i aktivne su samo u 
metabolički očuvanim ćelijama. Legenda: WST-1 – tetrazolijum so; RS – respiratorni 
sistem mitohondrije; EC – oksidovana forma sukcinat-reduktaze (EC 1.3.99.1); EC-H – 
redukovana forma sukcinat-reduktaze (EC 1.3.99.1). Preuzeto i modifikovano sa sajta: 
(www.roche-applied-science.com). 

 Obzirom da je ćelijski metabolizam zavistan od temperature, a WST-1 reagens 

osetljiv na svetlo, posebna pažnja je posvećivana održavanju konstantne temperature 

VSMC kultura od 37 °C i smanjenju ekspozicije svetla. Žuto-narandžasti proizvod 

reakcije, stabilni i rastvorljivi formazan, kvantifikovan je na talasnoj dužini 450nm sa 

ELISA mikroplejt fotometrijskim čitačem (model LP 400, Diagnostics Pasteur, Pariz). 

Roze boja Narandžasta boja
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Ovaj model optičkog čitača simultano meri apsorbanciju sadržaja svih 96 bunarčića, 

tako sa temperatura, sterilnost i pH ćelijske kulture održavaju konstantnim. Pozadinska 

apsorbancija određivana je na osnovu čitanja apsrobancije kulture ćelija VSMC u 

medijumu na početku testa, pre dodatka WST-1 reagensa. Za potrebe standardizacije, 

VSMC kulturama je dodavano 1, 10, ili 20 μl koncentrovanog WST-1 reagensa u 100 μl 

svežeg medijuma (37 °C). Zasnovano na ovim rezultatima, rutinska ispitivanja su 

vršena sa 10 μl koncentrovanog WST-1 reagensa tokom 1h.  

 Klasičan test ispitivanja vijabilnosti ćelija u suspenziji jeste test isključenja 

primanja boje tripan plavo. Ovi testovi isključenja primanja boje (odbacivanja, ne 

primanja boje) zasnovani su na činjenici da vijabilne ćelije poseduju intaktnu ćelijsku 

membranu, koja ne propušta boje kao što su eozin, propidijum i tripan plavo, za raliku 

od membrana mrtvih ćelija. U ovom testu suspenzija VSMC se meša sa tripan plavim i 

vizuelno, pod mikroskopom proučava se da li VSMC propuštaju boju ili ne. Vijabilne 

ćelije imaju prozirnu citoplazmu, dok je ona kod mrtvih ćelija plava. 

 Prethodni medijum nakon WST-1 ispitivanja je uklonjan aspiracijom iz 96 

bunarčića i zamenjivan sa po 50 μl 1:10 (v/v) mešavine 0.4% sterilno -filtriranog tripan 

plavog i HBSS rastvora. Nakon 2 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, bojeni 

rastvor je aspiriran i zamenjivan sa 200 μl DMEM medijuma. VSMC u kulturi 

posmatrane su pod invertnim mikroskopom, a mrtve ćelije brojane pod uvećanjem od 

40 puta. Vijabilnost kulture izražavana je kao procenat neobojenih ćelija od ukupnog 

broja ćelija, što zahteva tačan ukupni broj ćelija koje se broje. Vijabilnost pojedinačnih 

primarnih VSMC kultura u našim eksperimentima iznosila je ≥ 96%. 

 Čistoća primarne ćelijske kulture praćena je imunofluorescentnim bojenjem alfa-

aktina specifičnim za VSMC (alfa-SM-aktin) sa fluorescein-izotiocijanat (FITC)-

konjugovanim antitelom, obzirom da se alfa-SM-aktin smatra dobro poznatim, 

diferenciranim i priznatim markerom specifičnosti VSMC (Hu i sar., 2003). VSMC su 

preko noći inkubirane na 4 °C sa primarnim antitelom, mišijim monoklonskim anti alfa-

SM-aktin u razblaženju 1:200. Potom su primarne VSMC kulture inkubirane sa 

sekundarnim antitelom tokom 2h u razblaženju 1:50 (kozije FITC-konjugovano antitelo 

upereno protiv mišijeg antitela), nakon čega su ćelije ispirane sa PBS rastvorom. Jedra 

ćelija su bojena sa Hoechst 33342 (5 μg/mL, Sigma). Alfa-SM-aktin pozitivne ćelije 

brojane su pod imunofluorescentnim mikroskopom (Olympus, Japan). Čistoća VSMC 
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kultura je bila iznad 98% (Slika 4.4.2). Za analizu eliminacije ćelija endotela, bila je 

primenjena kao negativna kontrola inkubacija sa primarnim antitelom uperenim protiv 

von Willebrand faktora (vWF). Sa ovom tehnikom podizanja primarne VSMC kulture, 

one su bile potpuno oslobađane od ćelija endotela (Slika 4.4.2). 

 
Slika 4.4.2 Praćenje vijabilnosti i čistoće dobijene primarne ćelijske kulture 
VSMC. (A) Identifikacija kultura VSMC pomoću, imunofluorescentnog bojenja alfa-
SM-aktina sa FITC- konjugovanim antitelom (1:200) tokom trećeg presada. Uočava se 
fibrilarni obrazac alfa-SM-aktinskih niti (uvećanje x100). (B) Određivanje prisustva 
endotelnih ćelija imunocitohemijskim bojenjem sa primarnim antitelom uperenim protiv 
vWF faktora (razblaženje 1:20). Uočava se negativan rezultat, tj., odsustvo endotelnih 
ćelija u kulturi VSMC ( uvećanje x 40).  

4.5. Eksperimentalni dizajn 

  Izučavanje efekata trombina i inhibitora molekula-učesnika signalnog puta 

proliferacije na nivo fosforilacije ERK1/2 i EGFR iz VSMC i njihove proliferacije 

vršeno je na glatkim mišićnim ćelijama aorte (Slika 4.5.1): 

1) Nestimulisanim, označenim kao KONT;  

2) Tretiranim trombinom koncentracije 1U/ml u trajanju od pet minuta na sobnoj 

temperaturi i označene kao TR; 

3) Tretiranim prethodno utvrđenom maksimalnom koncentracijom specifičnog 

inhibitora molekula od interesa u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi označenih 

skraćenicom imena inhibitora (PD, AG, At HB-EGF, PHEN, GM, SI-II, KB, Rot), koja 

ne izaziva toksični efekat kod ispitivanih VSMC i 

4) Prethodno tretiranim specifičnim inhibitorom molekula od interesa u različitim 

koncentracionim opsezima u trajanju od 30 minuta a potom sa trombinom (1 U/ml) u 

trajanju od pet minuta i označenih kao (PD+TR, AG+TR, At HB-EGF+TR, GM+TR, 

BA
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SI-II+TR, KB+TR i Rot+TR). Pojedini koncentracioni opsezi, tzv., radna razblaženja za 

svaki inhibitor pojedinačno, izloženi su u poglavlju 4.6. 

 

Slika 4.5.1 Šematski prikaz dizajna eksperimenata. Tretmani eksperimentalnih grupa 
VSMC primenjivanih u istraživanjima uticaja inhibicije molekula kandidata učesnika 
proliferativnog puta VSMC na nivoe aktivacije EGFR receptora i ERK1/2 kinaze. Svaki 
eksperiment je rađen u triplikatu i ponovljen minimum 4-6 puta na posebnim primarnim 
kulturama VSMC. Legenda : ̵ odsustvo; + prisustvo; KONT – kontrolna grupa VSMC; 
TR – VSMC tretirane trombinom; INHcmax – VSMC tretirane samo sa najvišom 
koncentracijom inhibitora nekog od pretpostavljenih molekula učesnika proliferativnog 
puta koja ne dovodi do toksičnog efekta na VSMC; INHc1-cmax+TR – VSMC prethodno 
tretirane sa inhibitorom od najniže (c1), pa do maksimalne (cmax) koncentracije, potom 
sa trombinom.  

 Isti raspored eksperimentalnih grupa primarnih kultura ćelija je primenjivan i za 

izučavanje efekata trombina i inhibicije molekula signalnog puta na nivo sinteze DNK 

odnosno proliferacije VSMC, s tim da su inkubirane trombinom iste koncentracije od 1 

IU/ml u trajanju od 24h.  

 U posebnim eksperimentima gore pomenutog dizajna, istraživani su uticaji 

inhibicije HB-EGF liganda, ukupnih cink i matriksnih metaloproteinaza, MMP-2, 

ADAM 12 i PKCδ na nivo fosforilacije ERK1/2 i EGFR i proliferacije VSMC, kao i 

uticaj inhibicije EGFR na fosforilaciju ERK1/2 i proliferaciju VSMC pod delovanjem 

trombina. Korištene su western blot tehnika i proliferativni BrdU test, a primenjivani su 

njihovi farmakološki inhibitori: PD169540 (PD) - ireverzibilni i potentni EGFR 

KONT TR INHCMAX
+TR

INH C1-CMAX

30 

1. PRETRETMAN
INHIBITOROM

minuta na
sobnoj temperaturi

2. TRETMAN
TROMBINOM 
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-

- +
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inhibitor; AG1478 (AG) - potentni reverzibilni inhibitor EGFR; monokolnsko antitelo 

upereno protiv HB-EGF (At HB-EGF); o-fenantrolin (PHEN) - inhibitor ukupnih cink 

metaloproteinaza; GM 6001 (GM) - inhibitor ukupnih MMP; specifični inhibitor II 

MMP-2 (SI-II); KB-R7785 (KB) - ADAM 12 specifični inhibitor i rotlerin (Rot) - 

specifični inhibitor PKCδ kinaze. 

4.6. Inhibitori molekula učesnika proliferativnog puta VSMC 

4.6.1. PD169540, ireverzibilni i potentni inhibitor EGFR  

 Jedinjenje označeno kao PD169540 (PD), predstavlja akrilamidom supstituisan 

4-anilinopirido[d]pirimidin (Slika 4.6.1.1), jednan od novijih predstavnika 

ireverzibilnih inhibitora tirozin kinaza. Dizajniran je tako da vodi ireverzibilnoj 

alkilaciji Cys773 u okviru ATP-vezujućeg džepa tirozin-kinaznog domena familije EGF 

receptora (Smaill i sar., 2000a). Ispitivanja PD inhibitora na izolovanom EGFR, kao i 

autofosforilacije EGFR u A431 ćelijama i MDA-MB 453 tumorskih ćelijskih linija 

stimulisanih heregulinom, pokazala su da se radi o izuzetno snažnom i ireverzibilnom 

pan Erb inhibitoru sa IC50 vrednostima od 2 do 4 nM (Smaill i sar., 2000a).  

 

Slika 4.6.1.1 Strukturna formula PD169540, potentnog ireverzibilnog inhibitora 
EGFR (N-[4-(3- bromofenilamino)-7-[3-(4-morfolinil)propoksi]-6-kinazolinil]-2-
propenamid). Preuzeto i modifikovano sa sajta: (www.ChemDrug.com). 

PD169540
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 Osim superiorne inhibicije, dalji eksperimenti su pokazali znatno povećanu 

rastvorljivost u vodi i stabilnost vodenog rastvora PD u odnosu na molekule 

ireverzibilnih EGFR inhibitora prethodne generacije. Upravo zbog ovih svojstava je i 

izabran za eksperimente u okviru kojih smo želeli da inhibiramo aktivnost EGFR. PD je 

dobijen na poklon od Pfizer Global Research and Development. Rastvaran je prvo u 

dimetilsulfoksidu (DMSO) do koncentracije 10 mM, a od tog rastvora su potom 

pravljena radna razblaženja sa DMEM (za 20 µM PD rastvor: 14 µl koncentrovanog 

rastvora PD +7 ml DMEM) u opsegu od 0,1 µM do 10 µM. 

4.6.2.  AG 1478, potentni, reverzibilni inhibitor EGFR 

 Tirfostin, 4-(3-hloroanilino)-6,7-dimetoksikinazolin, poznatiji i kao AG 1478 

(AG) (Slika 4.6.2.1), naručen je od Cell Signaling Technology u formi praška, 

pakovanja od 400 μg i čuvan na -20 ⁰C. Obzirom da je u praškastom stanju stabilniji 

nego u koncetrovanom rastvoru, nisu pravljene zalihe koncentrovanog rastvora već je 

pre eksperimenta rastvaran u 0,123 ml DMSO i dobijan koncentrovan 10 mM rastvor 

AG razblaživan do radnih koncentracija: 0,1 μM, 1 μ M, 5 μM, 10 μM i 20μM sa 

DMEM.  

 

Slika 4.6.2.1 Strukturna formula AG1478, potentnog reverzibilnog inhibitora 
EGFR. Preuzeto i modifikovano sa sajta: (www.ChemDrug.com). 

 AG je potentni i reverzibilni inhibitor tirozin kinaza i to specifično selektivan 

prema EGFR, sa vrednošću IC50 (kompetitivno vezivanje za ATP džep tirozin-kinaznog 

domena) od 3 nM in vitro u mnogim ćelijskim linijama (Levitzki i sar., 1995; Osherov i 

AG1478 
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sar., 1994). Tretman kancerske ćelijske linije A 431 sa AG u opsegu od 50-150 nM 

značajno je smanjio aktivaciju EGFR i EGFR zavisnih Src protein kinaza, kao i rast 

pomenute ćelijske linije in vivo (Fan i sar., 1995). U fibroblastima tipa 1 kod pacova, 

AG je pokazao značajnu inhibiciju DNK sinteze regulisane preko EGFR (Daub i sar., 

1996). U istoj studiji je pokazano da administracija AG vodi smanjenju ERK 

fosforilacije bez uticaja na aktivnost Src i Akt (Daub i sar., 1996). 

4.6.3. Anti-HB-EGF neutrališuće antitelo kao imuno-blokator HB-EGF 

funkcije 

 Kozije monoklonsko anti HB-EGF antitelo (At HB-EGF) upereno protiv HB-

EGF pacova poručeno je od Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Nemačka 

(pakovanje sadrži 200 µg IgG u 1.0 ml PBS sa < 0.1% natrijum azid rastvora i 0.1% 

želatina). Za potrebe imunoprecipitacije, 1-2 µg antitela je mešano sa 100-500 µg 

totalnih proteina. U našim eksperimentima, radne koncentracije od 5 µM, 10 µM i 20 

µM dobijane su mešanjem originalnog rastvora antitela sa odgovarajućom zapreminom 

DMEM tako da je dobijana najviša radna koncentracija od 20 µM, a njenim daljim 

razblaživanjem ostale koncentracije At HB-EGF. Kao kontrola korišćeno je izotipsko 

20 µM IgG antitelo (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Nemačka). 

4.6.4.  o-fenantrolin, inhibitor ukupnih MP 

O-fenantrolin (PHEN) je često korišćeni metal-helirajući agens koji se ponaša 

kao inhibitor ukupnih MMP (Stix i sar., 2001; Uhm i sar., 1996) sa spektrom 

inhibitornog dejstva i van ove grupe jer sem cinka helira gvožđe i druge divalentne 

metale, pa se zato češće svrstava u inhibitore ukupnih MP (Slika 4.6.4.1) (Stix i sar., 

2001).  
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Slika 4.6.4.1 Strukturna formula o-fenantrolina (PHEN). Preuzeto sa sajta: 
(www.ChemDrug.com). 

Njegove helirajuće osobine su korišćene za fotometrijsko određivanje gvožđa 

(Fe2+) na 510 nm (McCarty, 1992). Efektivne koncentracije su mu u opsegu 0,1-10 mM. 

Za potrebe naših eksperimenata naručen je PHEN od Sigma Aldrich (St. Quentin 

Fallavier, Francuska), rastvaran u metanolu u koncentraciji od 200 mM (ovaj rastvor je 

3 meseca stabilan ako se čuva na –20 °C). Radne koncentracije od 0,1 mM, 0,5 mM, 1 

mM i 5 mM dobijane su mešanjem originalnog rastvora PHEN sa odgovarajućom 

zapreminom DMEM tako da se dobijana najviša radna koncentracija od 5 mM, a njenim 

daljim razblaživanjem ostale radne koncentracije PHEN rastvora.  

4.6.5. Inhibitor ukupnih MMP, GM6001 

 GM6001 (GM), poznat i kao Galardin, pripada grupi reverzibilnih 

metaloproteinaznih inhibitora, klase hidroksiamidne kiseline (Slika 4.6.5.1). Anjonsko 

stanje ove kiseline formira bidentatni kompleks sa cinkom u aktivnom centru MMP 

(Nishino i sar., 1978). Pored mnogih MMP, GM inhibira i termolizin (Grobelny i sar., 

1992) i antraksov letalni faktor endopeptidaza koje proizvode bakterije roda Bacillus 

(Kocer i sar., 2005). Takođe, pokazano je da GM inhibira oslobađanje TNFα (Solorzano 

i sar., 1997). Objavljene vrednosti IC50 za GM u humanim MMP-1,-2,-3,-8 i -9 iznose: 

0.4 nM, 0.5 nM, 27 nM, 0.1 nM i 0.2 nM, respektivno (Grobelny i sar., 1992).  

PHENPHEN
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Slika 4.6.5.1 Strukturna formula GM6001, inhibitora ukupnih MMP. Preuzeto i 
modifikovano sa sajta: (www.ChemDrug.com) 

 Za potrebe naših eksperimenata GM je nabavljan od Sigma Aldrich (St. Quentin 

Fallavier, Francuska). Tipična razblaženja za upotrebu u eksperimentima sa ćelijskim 

kulturama su od 10-25 μM (1 mg/ml rastvora u DMSO odgovara 2.57 mM rastvoru 

GM). U koncentracijama preko 100 μM, GM precipitira iz vodenih rastvora, pa je 

preporuka da se koriste rastvori sa nižim sadržajem soli kako bi se sprečila njegova 

precipitacija. Radna razblaženja za naša ispitivanja od 10 do 50 μM dobijana su 

razblaživanjem 10 mM GM rastvora sa 7ml DMEM tako da je dobijana najviša radna 

koncentracija (50 μM), od koje su pravljena ostala razblaženja. 

4.6.6. MMP-2 Inhibitor II (SI-II) 

 MMP-2 Inhibitor II, u daljem tekstu označen kao specifični inhibitor II (SI-II) je 

oksiranski analog jedinjenja označenog kao SB-3CT (Slika 4.6.6.1). Poručen je od 

Calbiochem, Nemačka (Kat. br. 444286), kao pakovanje od 5 mg praška rastvorljivog u 

DMSO. Deluje kao selektivni i ireverzibilni inhibitor koji se vezuje za aktivno mesto 

MMP-2 sa vrednošću IC50 = 2.4 µM. Iako je manje potentan od SB-3CT, pokazuje veću 

selektivnost za MMP-2 (IC50 = 45 i 379 µM za MMP-1 i MMP-7, respektivno) u 

odnosu na SB-3CT (Ikejiri i sar., 2005). Radna razblaženja za naše eksperimente u 

opsegu od 0,5 µM pa do 20 µM, pravljena su razblaživanjem koncentrovanog 1 mM 

rastvora SI-II sa DMEM. 

GM 6001
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Slika 4.6.6.1 Strukturna formula MMP-2 inhibitora II (SI-II) ((4-(4-
(metanesulfonamido) fenoksi)fenilsulfonil)metiloksiran). Preuzeto i modifikovano sa 
sajta: (www.millipore.com) 

4.6.7.  KB-R7785, potentni inhibitor ADAM 12 

 KB-R7785 (KB), derivat hidroksiaminske kiseline (Slika 4.6.7.1), prvobitno je 

bio dizajniran kao MMP inhibitor (Hirayama i sar., 1997). Kasnije je pokazana njegova 

selektivnot prema ADAM 12 (c=1-10 µM) naspram ADAM 17 (c >10 µM) (Asakura i 

sar., 2002; Ichikawa i sar., 2004; Lozonschi i sar., 1999; Mochizuki i sar., 2007; 

Smiljanic i sar., 2011). Naručen je od New Drug Discovery Research Laboratory 

(Kanebo LTD, Osaka, Japan). 

 Radna razblaženja u opsegu od 1-50 µM KB, za naše eksperimente, dobijana su 

razblaživanjem koncentrovanog 10mM KB (rastvorenog inicijalno u DMSO) u DMEM 

do 50 µM, od koje su razblaživanjem sa DMEM dobijane niže radne koncentracije. 

 
Slika 4.6.7.1 Strukturna formula KB-R7785, potentnog inhibitora ADAM 12. [4-
(N-hidroksiamino)-2R-izobutil-3S-metilsukcinil]-l-fenil-glicin-N-metilamid.  
Preuzeto i modifikovano sa sajta (www.ChemDrug.com). 

MMP-2 Inhibitor II

KB-R7785
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4.6.8. Rotlerin, specifični inhibitor PKCδ 

 Rotlerin (Rot, engl. “Rottlerin"), glavno fenolno jedinjenje biljke Mallotus 

philippinensis, je široko korišćen inhibitor PKCδ (IC 50=3-6 µM). Rot takođe inhibira 

PKCα, PKCβ, PKCγ, PKCε, PKCζ i CaM kinazu III (IC50 vrednosti su 30, 42, 40, 100, 

100 μM i 5.3 µM, respektivno)(Gschwendt i sar., 1994). U humanim HT1080 

fibrosarkoma ćelijama, Rot indukuje apoptozu i autofagiju preko PKCδ-zavisnog puta 

(Song i sar., 2008). Takođe, Rot usporava deaktivaciju humanih hERG kanala (engl. 

“Ether-á-go-go Channel”) (Zeng i sar., 2006), inhibira širok spektar protein kinaza, 

najpotentnije PRAK i MAPKAP-K2 (IC50 vrednosti su 1.9 i 5 μM respektivno) (Davies 

i sar., 2000; Way i sar., 2000). U in vivo i in vitro modelima Parkinsonove bolesti, 

pokazano je da Rot ima neuroprotektivno dejstvo (Zhang i sar., 2007a). Takođe, 

pokazano je i njegovo apoptotsko dejstvo preko povećanja regulacije receptora smrti 5 

(DR5), putem nezavisnim od PKCδ u mnogim linijama humanih malignih ćelija (Lim i 

sar., 2009). 

 Rot (Slika 4.6.8.1) je naručen od Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, 

Francuska) i čuvan na -20 ⁰C. Rastvaran je u DMSO u koncentraciji od 5 mM, a radne 

koncentracije u opsegu od 1-10 µM dobijane su razblaživanjem sa DMEM. 

 

Slika 4.6.8.1 Strukturna formula Rot specifičnog inhibitora PKCδ. Preuzeto i 
modifikovano sa sajta: (www.ChemDrug.com) 

Rottlerin
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4.7. Test kvantitativnog određivanja DNK sinteze (ELISA BrdU 

test) 

 DNK sinteza, odnosno proliferacija VSMC merena je preko inkorporacije 5-

bromo-2-dezoksiuridina (BrdU) u replikujuću DNK VSMC, upotrebom BrdU 

proliferativnog seta proizvođača Boehringer Mannheim na osnovu uputstva proizvođača 

i naših ranije publikovanih radova (Bobe i sar., 2003; Isenovic i sar., 2009b).  

 Ukratko, VSMC rasejane 3000 ćelija po bunarčiću, gajene su u pločama za 

mikrokulturu sa 96 bunarčića i tretirane 30 minuta prema ranije opisanom protokolu sa 

ili bez pomenutih specifičnih inhibitora pojedinačno, a nakon toga trombinom 1 IU/ml 

tokom 24h. Nakon 22h od inkubacije trombinom dodavan je i 10 mM BrdU, tako da je 

inkubacija trajala 2h na 37 °C. Sledeći korak bio je fiksiranje VSMC pomoću gotovog 

fiksacionog rastvora iz seta (engl.“FixDenat solution“) u trajanju od 30 minuta na 

sobnoj temperaturi, koji istovremeno i delimično denaturiše DNK, izlažući tako 

ugrađeni BrdU daljoj imunodetekciji (Slika 4.7.1). Nakon toga, fiksacioni rastvor je 

dekantovan (aspiriran), a fiksirane VMSCs se inkubirane sa antitelom na BrdU za koje 

je povezana peroksidaza, tokom 1h na sobnoj temperaturi. Po dekantovanju ovog 

rastvora, fiksirane VSMC su tri puta prane puferom iz seta i potom inkubirane 15 

minuta na sobnoj temperature sa 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidinom (TMB) kao supstratom. 

 

Slika 4.7.1 Šematski prikaz protokola ELISA BrdU testa. Objašnjenje u tekstu. 
Preuzezo i modifikovano iz teksta uputstva BrdU test-seta proizođača Roche Boehringer 
Mannheim, sajt: (www.roche-applied-science.com). 

Fiksaciono-denaturišući rastvor

Fkisirane VSMCs 
sadelimično
denaturisanom
DNK, obeleženom
sa BrdU

Anti-BrdU Fab
fragmenti
konjugovani sa
peroksidazom

TMB supstrat
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 Reakcija između dodatog TMB supstrata i enzima peroksidaze konjugovane za 

anti BrdU-Fab fragment, prekidana je dodavanjem 1 M H2SO4 a optička gustina na 450 

nm u svakom bunarčiću fotometrijski je čitana pomoću ELISA „mikroplejt“ čitača.  

 Jedino proliferišuće ćelije ugrađuju BrdU u svoju DNK, tj., što je više 

sintetisane DNK, više je ugrađenih BrdU molekula, a time i intenzivnija optička 

gustina. Svaki eksperiment sa određenim inhibitorom molekula od interesa, rađen je od 

5-7 puta na posebnim VSMC kulturama i to svako merenje u triplikatu. Srednja 

vrednost dobijana za eksperimentalnu grupu VSMC tretiranih samo sa trombinom 

postavljana je kao maksimalni odgovor od 100% proliferacije, pri čemu su apsolutne 

srednje vrednosti ostalih ekperimentalnih grupa preračunavane u odnosu na nju (100%) 

i izražavane kao procenat od njegovog odgovora. 

4.8. Izolacija ukupnih proteina iz VSMC 

 Izolacija ukupnih proteina iz VSMC kultura izvođena je u puferu za liziranje 

sastava: 1% Triton X-100, 10% glicerola, 50 mM TRIS-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM 

EDTA i koktel inhibitora proteaza (Complete Mini Roche, Francuska) uz dodatak 2 mM 

PMSF (engl. “Phenylmethanesulphonylfluoride”) – inhibitora serinskih i cisteinskih 

proteaza i 2 mM Na-ortovanadata, inhibitora tirozinskih fosfataza. Kulture VSMC 

inkubirane su 15 minuta na ledu (4 ⁰C) u puferu za liziranje i nakon toga lizirani uzorci 

su centrifugirani 20 minuta na 14 000 g i temperaturi od 4 ⁰C. Supernatanti su 

prebacivani u prohlađene epruvete i deljeni u porcije koje su čuvane na -70 ⁰C do daljih 

analiza. 

4.9. Određivanje koncentracije proteina 

Koncentracija proteina određivana je upotrebom komercijalnog BCA testa 

(Pierce, Rockford, IL, SAD), koji se zasniva na biuretskoj reakciji redukcije jona bakra: 

Cu2+ u Cu+ od strane proteina, a zatim kolorimetrijskoj detekciji ovako redukovanog 

jona bakra pomoću bicinhoninične kiseline (BCA, engl. “Bicinchoninic Acid”) (Smith i 

sar., 1985). Merenjem absorbance formiranog produkta reakcije ljubičaste boje na 
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talasnoj dužini od 562 nm, određivana je koncentracija totalnih proteina u uzorku. 

Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji ukupnih proteina i izražavan je u [μg/μl].  

Postupak je izvođen prema uputstvu proizvođača dodavanjem prvo 

odgovarajućih razblaženja proteinskih lizata, a potom unapred pripremanog BCA 

radnog reagensa u odnosu 1:20. Uzorci sa reagensom su nakon 30 sekundi intenzivnog 

mešanja inkubirani 30 minuta na 37 °C. Posle hlađenja na sobnoj temperaturi 

određivana je absorbanca na aparatu Biochrom ultrospec II (LKB, Belgija). 

Koncentracija proteina je određivana na osnovu standardne prave konstruisane na 

osnovu vrednosti absorbanci, očitavanim za seriju rastvora goveđih serum albumina 

(BSA; engl. “Bovine Serum Albumine“) poznate koncentracije.  

4.10.  Natrijum dodecil sulfat elektroforeza na poliakrilamidnom 

gelu  

Kao prvi korak u imuno-blot proceduri primenjivana je diskontinuirana 

poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE, engl. “Sodium Dodecyl Sulphate 

PolyAcrylAmide Gel Electrophoresis“) u prisustvu deterdženta natrijum dodecil 

sulfata. Ova specifična elektroforetska tehnika obezbeđuje razdvajanje proteinskih 

frakcija u uzorku na osnovu njihove molekulske mase (Laemmli, 1970).  

Da bi se postigla visoka rezolucija u razdvajanju proteinskih frakcija 

primenivana je sistem gradijentnog gela: 4% gel za koncentrovanje (0.5 M Tris-HCl pH 

6.8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, amonijumpersulfat (APS), tetrametiletilendiamin 

(TEMED) i H2O) i 8% ili 10% gel za razdvajanje (1.5 M Tris-HCl pH 8.8, akrilamid, 

bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H2O) kao i dva različita puferska sistema: pufer za 

uzorkovanje (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 20% glicerola, 0.5% 2-β-

mercaptoetanol, 0.1% bromofenol plavo) i pufer za elektroforezu (25 mM Tris-HCl, 192 

mM glicin, 0,1% SDS i H2O). Elektroforetska separacija proteinskih frakcija izvođena 

je u Bio-Rad Mini-Protean 3 Cell electrophoresis sistemu za vertikalnu elektroforezu 

(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, SAD).  

Iste zapremine (10 µl ili 20 µl) proteinskih lizata svakog uzorka primarnih 

VSMC kultura (koncentracije ukupnih proteina 5 μg/µl) su razblaživane sa 5 puta 

koncentrovanim redukujućim puferom za uzorkovanje, tako da pufer čini 1/5 ukupnog 
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volumena smeše, a zatim su ove smeše kuvane 5 minuta na 95 °C, kako bi se proteini 

potpuno denaturisali.  

Ovako pripremljeni uzorci su nanošeni u bunariće gela u volumenu od 12.5 µl 

(50 μg ukupnih proteina), odnosno 25 µl (100 μg ukupnih proteina) i razdvajani SDS-

PAGE elektroforezom prvo 15 minuta pri naponu od 100V, a zatim 60 minuta pri 

naponu od 200V.  

Na svaki gel su nanošeni i proteini poznatih molekulskih masa-marker 

PageRegularTM Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas, Vilnius, Litvanija), radi 

lokalizovanja ispitivanih proteina po završetku elektroforeze, prema molekulskoj masi.  

4.11.  Imuno blot (Western blot) 

Neposredno nakon razdvajanja proteina elektroforezom na gelu, izvođena je 

Imuno blot (Western blot) analiza za detekciju specifičnih proteina u proteinskim 

lizatima VSMC. Identifikacija ispitivanih proteina u uzorcima je vršena na osnovu 

reakcije sa specifičnim monoklonskim ili poliklonskim antitelima. S obzirom da se u 

gelu poliakrilamida ne može izvesti reakcija antigen-antitelo, neophodno je proteine iz 

gela prebaciti na membranu.  

Elektrotransfer razdvojenih proteinskih frakcija sa gelova vršen je na PVDF 

(engl. “Polyvinyliden Difluoride“) membranama, Immobilon-P Transfer Membrane 

(Millipore, Bilerica, MA, SAD), tokom 1h pri struji intenziteta 250 mA na +4°C, u 

aparatu za transfer, Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, SAD). 

Pufer za transfer proteina sadržao je 25 mM Tris-HCl, 192 mM glicin, 20% metanol i 

H2O, a efikasnost transfera proteina proverena je bojenjem membrana sa 0.5% 

rastvorom PonsoS tokom 1 minuta. Po vizuelizaciji crveno obojenih proteinskih traka, 

membrane su ispirane destilovanom vodom i TBS-T puferom (0.1% Tween 20 u TBS 

puferu (engl. “Tris-Buffered Saline”)), a zatim inkubirane tokom 1 h na sobnoj 

temperturi, u puferu za blokiranje (5% nemasno mleko u TBS-T puferu ili 5% 

BSA/TBS-T) kako bi se umanjilo nespecifično vezivanje antitela za PVDF membranu.  

Nakon blokiranja, membrane su ispirane TBS-T puferom, a zatim inkubirane 

preko noći na +4 °C sa primarnim antitelima određene specifičnosti, razblaživanim do 

odgovarajućih koncentracija u 5% nemasnom mleku u TBS-T ili u 5% BSA/TBS-T. Za 
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potrebe ovih istraživanja membrane su inkubirane sa sledećim specifičnim antitelima: 

zečjim anti-fosfo-ERK1/2 (p44/42) uperenim protiv fosforilisane ERK 1/2 pacova 

(Thr202/Tyr204 i zečjim anti-total-ERK1/2 (p44/42) poliklonskim antitelom ili zečjim 

anti-fosfoEGFR uperenim protiv fosforilisanog EGFR pacova (Tyr1068) i zečjim anti-

total-EGFR poliklonskim antitelom.  

Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane tri puta po 10 

minuta, na sobnoj temperaturi, TBS-T puferom, a zatim inkubirane 2h na sobnoj 

temperaturi sa odgovarajućim sekundarnim antitelom, kozijim anti-zečjim IgG-HRP 

(HRP, engl. “Horseradish Peroxidase“). Sekundarna antitela razblaživana su do 

odgovarajućih koncentracija u 5% nemasnom mleku u TBS-T puferu. Nakon inkubacije 

sa sekundarnim antitelima, membrane su, takođe, ispirane tri puta po 10 minuta, na 

sobnoj temperaturi, TBS-T puferom. 

U slučaju kada su sekundarna antitela bila konjugovana sa HRP, analizirani 

proteini u uzorku su vizualizovani na autoradiografskom filmu pomoću ECL (engl. 

“Enhanced Chemiluminescence“) reagensa. Metoda se zasniva na reakciji 

luminiscencije, koja je brza i veoma osetljiva. U prisustvu H2O2, peroksidaza katalizuje 

oksidaciju luminola. Nastali intermedijarni produkt prelazi u stabilnu formu uz emisiju 

svetlosti koja svetli film. Detekcija se vrši u mračnoj sobi sa crvenom svetlošću. 

Membrana je postavljana između dve providne folije u kaseti za detekciju 

(Hypercassette, Amersham Biofarmacia Biotech, Orsay, Francuska), a preko membrane 

je stavljen film (AGFA, Medical X-ray film, Belgija). Ekspozicija filma je trajala od 

nekoliko sekundi do nekoliko minuta (zavisno od intenziteta dobijenog signala). Otisci 

koji su dobijeni na filmu, odgovaraju proteinima membrane za koje su vezana 

odgovarajuća primarna i sekundarna antitela sa peroksidazom.  

Intenzitet signala, odnosno koncentracija ispitivanih proteina, određivani su 

denzitometrijski. Filmovi su skenirani, a optička gustina detektovanih proteinskih traka 

kvantifikovana je pomoću računarskog programa Image J 1.37 V. software 

(http://rsb.info.nih.gov). Prosečan broj piksela po otisku uzoraka definisan je kao 1 

arbitrarna jedinica (AJ)/μg proteina, a vrednosti dobijene za koncentraciju proteina 

eksperimentalnih uzoraka poređene su sa kontrolom i izražavane u AJ/μg proteina.  

U slučaju kada je na istoj membrani, pored ispitivanog, trebalo detektovati i 

internu kontrolu kao ukupne ERK1/2 i EGFR (engl. “total ERK1/2, total EGFR“ ) 
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primenjivano je čišćenje membrane, tj. otklanjanje vezanih primarnih i sekundarnih 

antitela (engl. “stripping“) određene specifičnosti. U tu svrhu, membrane su inkubirane 

10 minuta na sobnoj temperaturi u 0,2 M NaOH. Nakon toga su ispirane pet puta po 10 

minuta u puferu TBS-T, te je ponavljanjem Western blot postupka od faze blokiranja, 

uz upotrebu odgovarajućih specifičnih antitela određivano prisustvo drugog proteina.  

4.12.  Statistička obrada i prikaz rezultata 

 Dobijeni rezultati su izražavani u vidu srednje vrednosti ± standardne greške 

merenja (SEM) od n eksperimenata. Svaki eksperiment uključio je posebnu kulturu 

ćelija. Značajnost nađenih razlika ispitivanih parametara između eksperimentalnih i 

kontrolnih uzoraka VSMC određivana je pomoću Student-ovog t-testa ili primenom 

jednodimenzionalne analize varijanse (engl. “one way ANOVA”). Verovatnoća p manja 

od 0.05 smatrana je statistički značajnom razlikom. Za statističku obradu podataka 

korišćen je program Sigma XL 6.1 (proizvođač Sigma XL, Toronto, Kanada). 
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5. REZULTATI 

5.1. Efekti trombina na proliferaciju VSMC 

Prvi u nizu eksperimenata bili su dizajnirani sa ciljem da se utvrdi da li i u kojoj 

meri trombin dovodi do proliferacije izolovanih primarnih kultura VSMC. Na Slici 5.1. 

prikazani su rezultati ispitivanja trombina (1 IU/ml) u trajanju od 24 h na nivo 

proliferacije VSMC pacova. Rezultati su dobijeni metodom merenja količine ugradnje 5 

bromo dezoksi uracila u replicirajuću DNK (BrdU test) i pokazuju statistički značajno 

povećanje proliferacije VSMC od 3,6 ± 0,4 puta (p<0.001) kod TR grupe u odnosu na 

KONT grupu. U ranije objavljenim radovima pokazano je da je proliferativni odgovor 

VSMC na trombin najizraženiji u periodu od 24-72 h (Fager, 1995; Hsieh i sar., 2009).  

 

Slika 5.1 Efekti trombina na proliferaciju VSMC. Vrednosti proliferacije izražene su 
kao povećanje u odnosu na kontrolu i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost 
± SEM (n=7). Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija u triplikatu. 
Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane trombinom. 
***Statistički značajna razlika između KONT i TR (p<0.001). 
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5.2. Efekti trombina na fosforilaciju EGFR receptora u VSMC 

Obzirom da smo pokazali da trombin utiče na proliferaciju VSMC, narednim 

eksperimentima ispitivali smo njegov efekat na fosforilaciju EGFR receptora i ERK1/2 

kinaze kao centralnih učesnika prenosa proliferativnog signala u VSMC. Imajući u vidu 

da je utvrđeno, da se u uslovima eksperimenata koje smo izvodili, vrednost za nivo 

ukupnog ERK1/2 i EGFR proteina ne menja, fosforilacija ERK1/2 kinaze (Thr 
202/Tyr204) i EGFR receptora (Tyr1068) je izražavana u odnosu na ukupni nivo ERK1/2 (t-

ERK1/2, engl. “total ERK1/2”) i ukupni nivo EGFR receptora (t-EGFR, engl. “total 

EGFR”). Ovakav način izražavanja rezultata se odnosi i na sve sledeće prikaze rezultata 

western blotova EGFR i ERK1/2. 

Na Slici 5.2 prikazani su rezultati istraživanja uticaja trombina na fosforilaciju 

EGFR receptora u VSMC. Inkubacija VSMC pacova sa trombinom (1 IU/ml) tokom pet 

minuta rezultirala je u statistički značajnom povećanju nivoa fosforilacije EGFR od 8,5 

± 1,3 puta (p<0.001) u poređenju sa KONT. Dobijeni rezultat sugeriše učešće trombina 

u transaktivaciji EGFR u VSMC. 

 
Slika 5.2 Efekti trombina na fosforilaciju EGFR receptora u VSMC. (A) Vrednosti 
su izražene kao povećanje u odnosu na kontrolu i predstavljene su kao aritmetička 
srednja vrednost ± SEM (n=7). Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija u 
triplikatu. (B) Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; 
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TR – VSMC tretirane trombinom; p-EGFR – fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – 
ukupni EGFR. ***Statistički značajna razlika između KONT i TR (p<0.001). 

5.3. Efekti trombina na fosforilaciju ERK1/2 kinaze u VSMC 

 Rezultati ispitivanja efekata trombina na fosforilaciju ERK1/2 kinaze u VSMC, 

prikazani su na Slici 5.3. Petominutna inkubacija VSMC pacova sa trombinom (1 

IU/ml) rezultirala je u statistički značajnom povećanju fosforilacije ERK1/2 od 8,7 ± 0,9 

puta (p<0.001) u poređenju sa fosforilacijom detektovanom kod KONT. Dobijeni 

rezultati zajedno sa rezultatima prethodno prikazanim na Slikama 5.1 i 5.2 ukazuju da u 

trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC, EGFR receptor i ERK1/2 kinaza mogu 

imati važnu ulogu, obzirom na statistički značajno povećanje njihove fosforilacije, 

odnosno aktivacije stimulisane trombinom u VSMC.  

 

 
Slika 5.3 Efekti trombina na fosforilaciju ERK1/2 kinaze u VSMC. (A) Vrednosti 
su izražene kao povećanje u odnosu na kontrolu i predstavljene su kao aritmetička 
srednja vrednost ± SEM (n=7). Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija u 
triplikatu. (B) Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; 
TR – VSMC tretirane trombinom. p-ERK1/2 – fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – 
ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna razlika između KONT i TR (p<0.001).  
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5.4. Uloga EGFR u trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC  

 Kako bi se potvrdila uloga fosforilacije EGFR u proliferaciji VSMC (na koju 

ukazuju rezultati prikazani u poglavljima 5.1-5.2) i izučila međusobna zavisnost 

transaktivacije EGFR sa njihovom proliferacijom stimulisanom trombinom, primenjena 

je farmakološka inhibicija EGFR receptora putem njegovih potentnih inhibitora: 

reverzibilnog AG1478 i ireverzibilnog PD169540. Efekti tih inhibicija posmatrani su na 

nivou proliferacije VSMC stimulisane trombinom, kao i na nivou, trombinom 

stimulisane, fosforilacije važnih molekula signalnog proliferativnog puta, EGFR 

receptora i ERK1/2 kinaze, kako bi se u signalnoj mreži proliferacije rasvetlio njihov 

međusobni odnos. 

5.4.1. Efekti ireverzibilnog inhibitora PD na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC 

 Prvi u nizu od primenjenih EGFR inhibitora bio je PD169540 (PD). Obzirom da 

ne postoje prethodno objavljeni podaci o njegovoj upotrebi u VSMC, početni 

eksperimenti su se odnosili na utvrđivanje maksimalne bezbedne koncentracije PD za 

rad sa primarnim kulturama VSMC. Tretman VSMC samo sa 10 µM PD inhibitorom, 

nije doveo do statistički značajne promene u fosforilaciji EGFR u odnosnu na KONT 

što ukazuje da koncentracija inhibitora od 10 µM nema toksičan efekat na VSMC (Slika 

5.4.1.1, KONT= 18±4%, PD=11±3%), za razliku od viših koncentracija od 20 µM PD 

koje dovode do toksičnog efekta (KONT=19±3%, PD=3±1%). Stoga smo u našim 

daljim eksperimentima koristili PD inhibitor u maksimalnoj koncentraciji od 10 µM.  

 Sledeći eksperimenti su ispitali zavisnost stepena inhibicije fosforilacije EGFR 

od različitih koncentracija PD inhibitora (dozna zavisnost). Međutim, grafički će biti 

prikazani samo rezultati inhibicija sa maksimalnom bezbednom dozom inhibitora u 

svim narednim poglavljima.  

 Polučasovni pretretman trombinom stimulisanih VSMC sa 10 µM PD, statistički 

značajno je smanjio fosforilaciju EGFR receptora za 81% (Slika 5.4.1.1 TR=100%; 

PD+TR=19±5%), odnosno na nivo KONT. Statistički značajna inhibicija fosforilacije 
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EGFR receptora postignuta je i pri nižim koncentracijama PD inhibitora (5 µM PD, 

PD+TR=51±7%; TR=100%; p<0.01).  

 

Slika 5.4.1.1 Efekat 10 µM ireverzibilnog inhibitora PD na fosforilaciju EGFR u 
VSMC stimulisanu trombinom (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). 
Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; PD – VSMC tretirane samo sa 10 µM PD inhibitorom; PD+TR – 
VSMC prethodno tretirane sa 10 µM PD inhibitorom, potom sa trombinom; p-EGFR – 
fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; ***Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.001). 

 U ovom poglavlju sledi prikaz rezultata ispitivanja uticaja inhibitora EGFR 

receptora, PD, na trombinom stimulisanu fosforilaciju ERK1/2, kako bi rasvetlili njihov 

odnos u mehanizmu proliferativnog signala. Pretretman VSMC sa 10 µM PD, smanjio 

je statistički značajno fosforilaciju ERK1/2 za 48 % (Slika 5.4.1.2, PD+TR=52±6%; 

TR=100%). Dobijeni rezultat inhibicije fosforilacije ERK1/2 je takođe statistički 

značajno različit i od KONT (KONT=18±3%; PD+TR=52±6%; p<0.01), što ukazuje na 

delimičnu inhibiciju. Primena nižih koncentracija istog inhibitora dovela je do 
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značajnog, parcijalnog smanjenja ERK1/2 fosforilacije u iznosu od 20% (5 µM PD, 

PD+TR=80±11%, p<0,05).  

 

Slika 5.4.1.2 Uticaj ireverzibilnog 10 µM PD inhibitora na fosforilaciju ERK1/2 u 
VSMC stimulisanu trombinom. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). Svaki 
eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) Reprezentativni 
western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; PD – VSMC tretirane samo sa 10 µM PD inhibitorom; PD+TR – VSMC 
prvobitno tretirane sa 10 µM PD inhibitorom, potom sa trombinom; p-ERK1/2 – 
fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.01). §§ Statistički značajna razlika između KONT i PD+TR (p<0.01). 

Trombinom stimulisana proliferacija VSMC značajno je smanjena nakon 

polučasovnog pretretmana sa 10 µM PD inhibitorom u iznosu od 44% (Slika 5.4.1.3, 

PD+TR=56±3%, TR=100%), što ukazuje na parcijalnu prirodu inhibicije obzirom na 

statistički značajno veću vrednost proliferacije PD+TR grupe u odnosu na KONT (Slika 

5.4.1.3, KONT=31±2%; PD+TR=56±3%; p<0.01). Statistički značajna inhibicija 
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proliferacije VSMC od 40% postignuta je i pri nižim koncentracijama PD inhibitora (5 

µM PD, PD+TR=60±6%; TR=100% ; p<0.01).  

 

Slika 5.4.1.3 Efekat 10 µM ireverzibilnog inhibitora PD na trombinom stimulisanu 
proliferaciju VSMC. Vrednosti DNK sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao 
procenat od vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja 
vrednost ± SEM (n=6). Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u 
triplikatu. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; PD – VSMC tretirane samo sa 10 µM PD inhibitorom; PD+TR – VSMC 
prvobitno tretirane sa 10 µM PD inhibitorom, potom sa trombinom. ***Statistički 
značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na 
TR (p<0.01). §§ Statistički značajna razlika između KONT i PD+TR (p<0.01). 

5.4.2. Efekti reverzibilnog inhibitora AG1478 na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC  

AG1478 (AG), poznatiji kao tirfostin spada u dobro proučene potentne 

reverzibilne inhibitore EGFR receptora (Bublil i sar., 2007; Dreux i sar., 2006). U našim 

eksperimentima smo poredili njegov uticaj na inhibiciju fosforilacije EGFR i ERK1/2, 

kao i na proliferaciju VSMC stimulisane trombinom sa novim, ireverzibilnim 

inhibitorom PD169540. Prethodno smo utvrdili da je maksimalna doza AG inhibitora 

20 µM, ona koja je bezbedna za ispitivane primarne kulture (KONT=18±4%; 
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AG=25±6%). Stoga smo u našim daljim ispitivanjima zavisnosti fosforilacije EGFR, 

ERK1/2 i proliferacije VSMC od različitih koncentracija AG, koristili maksimalnu 

koncentraciju AG inhibitora od 20 µM.  

Na Slici 5.4.2.1 su prikazani rezultati ispitivanja efekata inhibicije trombinom 

stimulisane fosforilacije EGFR receptora u VSMC. Pretretman VSMC sa 20 µM AG 

statistički značajno je smanjio za 70% fosforilaciju EGFR (Slika 5.4.2.1, TR=100%; 

AG+TR=30±4%). Statistički značajno smanjenje fosforilacije EGFR receptora 

postignuto je i pri nižoj koncentraciji AG inhibitora u iznosu od 65% (10 µM AG, 

AG+TR=35±4%; TR=100%; p<0.01). Rezultati takođe ukazuju da primena ove 

maksimalne koncentracije inhibitora nije dovela do potpune blokade fosforilacije 

EGFR, već do parcijalne inhibicije obzirom na malu ali statistički značajnu razliku u 

odnosu na KONT grupu (Slika 5.4.2.1, KONT=17±3%; AG+TR=30±4%; p<0.05), što 

iznenađuje obzirom na druge literaturne podatke koji svedoče o potpunoj inhibiciji 

EGFR pri koncentracijama AG inhibitora većim od 10 µM (Bobe i sar., 2003{Kalmes, 

2000 #78)}. 

 

Slika 5.4.2.1 Efekat 20 µM reverzibilnog inhibitora AG na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti za 
trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). Svaki 
eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) Reprezentativni 
western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
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trombinom; AG – VSMC tretirane samo sa 20 µM AG inhibitorom; AG+TR – VSMC 
prethodno tretirane sa 20 µM AG inhibitorom, potom sa trombinom; p-EGFR – 
fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; ***Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.001). § Statistički značajna razlika između KONT i AG+TR 
(p<0.05). 

Pretretman VSMC sa 20 µM AG značajno je smanjio fosforilaciju ERK1/2 u 

iznosu od 55% (Slika 5.4.2.2, AG+TR=45±5%; TR=100%). Takođe se uočava i to da je 

fosforilacija ERK1/2 bila značajno veća u odnosu na KONT (Slika 5.4.2.2, 

KONT=13±3%; AG+TR=45±5%; p<0.01) što ukazuje na parcijalni karakter inhibicije 

fosforilacije ERK1/2 stimulisane trombinom.  

 

Slika 5.4.2.2 Uticaj 20 µM reverzibilnog AG inhibitora na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju ERK1/2 u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). 
Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; AG – VSMC tretirane samo sa 20 µM AG inhibitorom; AG+TR – 
VSMC prethodno tretirane sa 20 µM AG inhibitorom, potom sa trombinom; p-ERK1/2 
– fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.01). §§ Statistički značajna razlika između KONT i AG+TR (p<0.01). 
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Slika 5.4.2.3 pokazuje isti trend kao prethodnia slika kada je u pitanju ispitivanje 

AG inhibitora na proliferaciju glatkih mišićnih ćelija aorte. AG inhibitor je za 48% 

smanjio trombinom stimulisanu proliferaciju (AG+TR=52±2%; TR=100%) i priroda 

ove inhibicije je takođe delimična (Slika 5.4.2.3, KONT=39±3; AG+TR=52±1; 

p<0.05), kao i u slučaju PD inhibitora. Primena nižih koncentracija AG inhibitora 

dovodi do statistički značajnog smanjenja proliferacije VSMC u odnosu na TR (1 µM 

AG, AG+TR=83±1%, p<0.05; 5 µM AG, AG+TR=69±1%; 10 µM AG, 

AG+TR=57±1%; p<0.01).  

 

Slika 5.4.2.3 Efekat 20 µM reverzibilnog AG inhibitora na trombinom stimulisanu 
proliferaciju VSMC. Vrednosti DNK sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao 
procenat od vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja 
vrednost ± SEM (n=5). Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u 
triplikatu. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; AG – VSMC tretirane samo sa 20 µM AG inhibitorom; AG+TR – VSMC 
prethodno tretirane sa 20 µM AG inhibitorom, potom sa trombinom. ***Statistički 
značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na 
TR (p<0.01). § Statistički značajna razlika između KONT i AG+TR (p<0.05). 

Rezultati prikazani u poglavljima 5.4.1 i 5.4.2 ukazuju, između ostalog, da je 

fosforilacija ERK1/2 kinaze bitna u signalnom putu proliferacije VSMC koji vodi od 

EGFR, obzirom da je primena njegovih potentnih ireverzibilnih (PD) i reverzibilnih 

(AG) inhibitora statistički značajno smanjila fosforilaciju ERK1/2 kinaze. Analizirajući 
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dobijene rezultate oba poglavlja, uočava se da su u trendu inhibicija fosforilacije 

ERK1/2 i proliferacije VSMC u odnosu na inhibiciju fosforilacije EGFR. Naime, 

ireverzibilni 10 µM PD inhibitor je za 44% smanjio proliferaciju VSMC, za 48% 

smanjio ERK1/2 fosforilaciju i za 81% fosforilaciju EGFR. Reverzibilni 20 µM AG 

inhibitor je za 48% smanjio VSMC proliferacija, za 55% smanjio fosforilaciju ERK1/2 i 

za 70% fosforilaciju EGFR. 

5.5. Uloga HB-EGF u regulaciji trombinom stimulisane 

proliferacije VSMC 

  Prethodno prikazani rezultati (Slike 5.4.1.3 i 5.4.2.3) ukazali su na značaj samog 

EGFR receptora na proliferaciju VSMC, što nas je navelo na istraživanje uticaja 

inhibicije drugih članova trostruke kaskade transaktivacije EGFR na proliferaciju 

VSMC stimulisanu trombinom. Stoga je ispitivan efekat inhibicije HB-EGF, liganda 

aktivatora EGFR, sa anti HB-EGF monoklonskim antitelom na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC. Inicijalnim eksperimentima 

određena je maksimalna bezbedna koncentracija antitela od 20 µM za rad sa VSMC i 

primenjena u daljim ispitivanjima zavisnosti stepena inhibicije od primenjene 

koncentracijene antitela. Grafički su prikazani samo rezultati sa maksimalnom 

bezbednom koncentracijom HB-EGF neutrališućeg antitela. 

5.5.1. Efekat inhibicije HB-EGF na trombinom stimulisanu fosforilaciju 

EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC    

 Na Slici 5.5.1.1 prikazani rezultati ispitivanja efekta anti HB-EGF 

monoklonskog antitela na trombinom stimulisanu fosforilaciju EGFR receptora u 

VSMC. Polusatni pretretman VSMC sa antitelom uperenim protiv HB-EGF (At HB-

EGF), doveo je do statistički značajnog smanjenja fosforilacije EGFR u iznosu od 72% 

(At HB-EGF+TR=28±10%; TR=100% ; p<0.01), odnosno do potpune inhibicije 

fosforilacije EGFR stimulisane trombinom, obzirom da ne postoji statistički značajna 

razlika između At HB-EGF+TR i KONT grupe (Slika 5.5.1.1). 
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Slika 5.5.1.1 Efekat 20 µM anti-HB-EGF monoklonskog antitela na trombinom 
stimulisanu fosforilaciju EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od 
vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± 
SEM (n=4). Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. 
(B) Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – 
VSMC tretirane trombinom; At HB-EGF - VSMC tretirane samo sa 20 µM At HB-
EGF; At HB-EGF+TR - VSMC prethodno tretirane sa 20 µM At-HB-EGF a potom sa 
trombinom; p-EGFR – fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; 
***Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika 
u odnosu na TR (p<0.01).  
 

 Na Slici 5.5.1.2 je prikazan rezultat ispitivanja efekta inhibicije HB-EGF sa anti 

HB-EGF monoklonskim antitelom na nivo fosforilacije ERK1/2 kinaze u VSMC 

stimulisanim trombinom. Pretretman VSMC sa 20 µM monoklonskim antitelom 

uperenim protiv HB-EGF, doveo je do statistički značajnog smanjenja trombinom 

stimulisane fosforilacije ERK1/2 u iznosu od 61 % (Slika 5.5.1.2, At HB-

EGF=39±20%; TR=100%).  
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Slika 5.5.1.2 Efekat 20 µM anti-HB-EGF monoklonskog antitela (At-HB-EGF) na 
trombinom stimulisanu fosforilaciju ERK1/2 kinaze u VSMC. (A) Vrednosti su 
izražene kao procenat od vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao 
aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). Svaki eksperiment rađen je na posebnoj 
kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – 
kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane trombinom; At HB-EGF - VSMC 
tretirane samo sa 20 µM At-HB-EGF; At HB-EGF+TR - VSMC prvobitno tretirane sa 
20 µM At-HB-EGF, potom sa trombinom; p-ERK1/2 – fosforilisana forma ERK1/2; t-
ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). 
**Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.01). *Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.05). 

 

Pretretman VSMC 20 µM anti-HB-EGF monoklonskim antitelom je za 45% 

smanjio trombinom stimulisanu proliferaciju VSMC (Slika 5.5.1.3, At HB-

EGF+TR=55±11%; TR=100%). Karakter ove inhibicije je parcijalan i u trendu sa 

rezultatima prikazanim na Slikama 5.4.1.3 i 5.4.2.3. Dobijeni rezultati govore u prilog 

pozitivne uloge HB-EGF u aktivaciji EGFR i proliferaciji VSMC stimulisanih 

trombinom, kao i to da se ovi efekti u proliferaciji VSMC ostvaruju u značajnoj meri 
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fosforilacijom ERK1/2 kinaze što je u skladu sa prethodno prikazanim rezultatima 

(Slike 5.4.1.2 i 5.4.2.2). 

 
 
Slika 5.5.1.3 Efekat 20 µM anti-HB-EGF monoklonskog antitela (At-HB-EGF) na 
trombinom stimulisanu proliferaciju VSMC. Vrednosti DNK sinteze na osnovu 
BrdU testa su izražene kao procenat od vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su 
kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). Svaki eksperiment rađen je na posebnoj 
kulturi ćelija VSMC u triplikatu. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – 
VSMC tretirane trombinom; At HB-EGF - VSMC tretirane samo 20 µM At-HB-EGF; 
At HB-EGF+TR - VSMC prvobitno tretirane sa 20 µM At-HB-EGF, potom sa 
trombinom; ***Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički 
značajna razlika u odnosu na TR (p<0.01). *Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.05). 

5.6. Uloga metaloproteinaza (MP) u regulaciji proliferacije VSMC 

stimulisane trombinom 

 Obzirom da su prethodni rezultati ukazali na učešće HB-EGF liganda u 

trombinom stimulisanoj aktivaciji EGFR receptora i ERK 1/2 kinaze, kao i proliferacije 

VSMC, postavilo se pitanje ko je odgovoran za HB-EGF oslobađanje proteolitičkim 

cepanjem sa membrane VSMC. Iz literature je poznato da ADAM i MMP potklase cink 

MP(Prenzel i sar., 1999), učestvuju u ovom koraku, ali su nepoznati su identiteti 



6. Diskusija 

 

65 

metaloproteinaza u trombinom stimulisanoj transaktivaciji EGFR receptora i 

proliferaciji VSMC.  

 Ispitivanje uloge MP u proliferaciji VSMC započeli smo sa dva inhibitora: o-

fenantrolinom (PHEN), koji se zbog svog spektra dejstva van MMP potklase smatra i 

inhibitorom ukupnih MP (Stix i sar., 2001) i GM6001 (GM), mnogo korišćenim 

inhibitorom matriksnih metaloproteinaza (MMP) (Nishino i sar., 1978). Njihove 

maksimalne bezbedne koncentracije za dalji rad sa VSMC u dozno-zavisnom režimu, 

ispitane su u uvodnim eksperimentima i iznose 5 mM i 50 μM za PHEN i GM, 

respektivno. Grafički prikazi rezultata koji slede odnose se na ove maksimalne 

koncentracije pomenutih inhibitora a deo ostalih rezultata dat je u tesktu. 

5.6.1. Uticaj PHEN inhibitora ukupnih MP na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR i ERK1/2 i proliferaciju VSMC  

U nastavku istraživanja na Slici 5.6.1.1 prikazan je uticaj inhibicije aktivnosti 

ukupnih MP na trombinom stimulisanu fosforilaciju EGFR receptora u VSMC. Tretman 

VSMC sa 5 mM o-fenantrolinom, (PHEN) inhibitorom, značajno je smanjio 

fosforilaciju EGFR u iznosu od 94 % (PHEN+TR=6±1%; TR=100%). Ovaj rezultat 

potpune inhibicije govori u prilog značajnom učešću ukupnih cink MP u regulaciji 

trombinom stimulisane fosforilacije EGFR receptora u VSMC. 
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Slika 5.6.1.1 Efekat 5 mM PHEN inhibitora na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=6). 
Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; PHEN - VSMC tretirane samo 5 mM PHEN inhibitorom; 
PHEN+TR - VSMC prvobitno tretirane sa 5 mM PHEN inhibitorom, potom sa 
trombinom; p-EGFR – fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; 
***Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). 

Rezultat daljeg istraživanja uticaja inhibicije aktivnosti ukupnih cink 

metaloproteinaza na trombinom stimulisanu fosforilaciju ERK1/2 kinaze u VSMC 

prikazan je na Slici 5.6.1.2. Tretman glatkih mišićnih ćelija aorte PHEN-om pola sata 

pre trombina za 97% je smanjio fosforilaciju ERK1/2 kinaze u poređenju sa ćelijama 

tretiranih samo trombinom (PHEN+TR=3±1%; TR=100%). Potpuna inhibicija ukazuje 

na značajnu ulogu ovih enzima u regulaciji trombinom stimulisane fosforilacije ERK1/2 

kinaze u VSMC. 
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Slika 5.6.1.2 Efekat 5 mM PHEN inhibitora na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju ERK1/2 u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljeni su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). 
Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; PHEN - VSMC tretirane samo 5 mM PHEN inhibitorom; 
PHEN+TR - VSMC prvobitno tretirane sa 5 mM PHEN inhibitorom, potom sa 
trombinom; p-ERK1/2 – fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; 
***Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). 

U sledećem eksperimentu ispitivan je uticaj PHEN inhibitora na proliferaciju 

VSMC stimulisanu trombinom i pokazano je da je ovaj inhibitor doveo je do statistički 

značajnog 33% smanjenja trombinom stimulisane proliferacije VSMC (Slika 5.6.1.3, 

PHEN+TR=67±1%; TR=100%). Takođe dobijeni rezultat ukazuje na parcijalnu prirodu 

inhibicije trombinom stimulisane proliferacije VSMC obzirom na statistički značajno 

veću vrednost proliferacije PD+TR grupe u odnosu na KONT grupu (Slika 5.6.1.3, 

KONT=16±2%; PD+TR=67±1%; p<0.001). 

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnim rezultatima prikazanim na Slikama 

5.6.1.1 i 5.6.1.2 i pokazuju da inhibicija aktivnosti ukupnih cink MP uzrokuje 
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signifikantnu i potpunu inhibiciju fosforilacije EGFR i ERK1/2, a takođe dovodi i do 

delimične ali značajne redukcije trombinom stimulisane proliferacije VSMC. 

 
 

Slika 5.6.1.3 Efekat 5 mM PHEN inhibitora na proliferaciju VSMC. Vrednosti 
DNK sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao procenat od vrednosti dobijene za 
trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=6). Svaki 
eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. Legenda: KONT – 
kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane trombinom; PHEN - VSMC tretirane 
samo sa 5 mM PHEN inhibitorom; PHEN+TR - VSMC prvobitno tretirane sa 5 mM 
PHEN inhibitorom, potom sa trombinom. ***Statistički značajna razlika u odnosu na 
TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.01). §§§ Statistički 
značajna razlika između KONT i PHEN+TR (p<0.001). 

5.6.2. Uticaj GM inhibitora ukupnih MMP na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR i ERK1/2 i proliferaciju VSMC  

Kako se na Slici 5.6.2.1 može videti 50 μM inhibitor GM značajno je umanjio za 

66% trombinom stimulisanu fosforilaciju EGFR (Slika 5.6.2.1, GM+TR=34±5%; 

TR=100%). Takođe, na Slici 5.6.2.1 se uočava da primena inhibitora dovodi do 

delimične inhibicije fosforilacije EGFR stimulisane trombinom, obzirom da postoji 

statistički značajna razlika između GM+TR grupe i KONT grupe (KONT=8±1%; 
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GM+TR=34±5%; p<0.05). Primena nižih koncentracija GM inhibitora dovela je takođe, 

do statistički značajnog smanjenja fosforilacije EGFR u odnosu na TR grupu (10 μM 

GM, GM+TR=57±5%; TR=100%; p<0.05). Dobijeni rezultati ukazuju na učešće MMP 

u regulaciji trombinom stimulisane fosforilacije EGFR u VSMC. 

 

 

Slika 5.6.2.1 Efekat 50 μM GM inhibitora na trombinom stimulisanu fosforilaciju 
EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti dobijene za 
trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). Svaki 
eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) Reprezentativni 
western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; GM - VSMC tretirane samo 50 μM GM inhibitorom; GM+TR - VSMC 
prethodno tretirane 50 μM GM inhibitorom, potom sa trombinom; p-EGFR – 
fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; ***Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.01). § 
Statistički značajna razlika između KONT i GM+TR (p<0.05). 

Za razliku od svih prethodno prikazanih rezultata potpune ili delimične 

inhibicije fosforilacije ERK1/2, GM inhibitor nije značajno uticao na trombinom 
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stimulisanu fosforilaciju ERK1/2 (Slika 5.6.2.2, GM+TR=90±11%; TR=100%). 

Dobijeni rezultati ukazuju da ERK1/2 ne igraju značajnu ulogu u MMP posredovanoj 

fosforilaciji EGFR stimulisanoj trombinom u VSMC i u suprotnosti su kako sa 

prethodno prikazanim rezultatima vezanim za ERK1/2 tako i sa literaturnim (Hsieh i 

sar., 2008; Ichiki i sar., 2004). 

 

 

Slika 5.6.2.2 Efekat 50 μM GM inhibitora na trombinom stimulisanu fosforilaciju 
ERK1/2 u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti dobijene za 
trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). Svaki 
eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) Reprezentativni 
western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; GM6001 - VSMC tretirane samo 50 μM GM inhibitorom; GM+TR - 
VSMC prethodno tretirane 50 μM GM inhibitorom, potom sa trombinom; p-ERK1/2 – 
fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). §§§ Statistički značajna razlika između KONT i 
GM+TR (p<0.001). 

Ispitivan je i efekat GM inhibitora MMP na proliferaciju VSMC stimulisanu 

trombinom. Kako se na na Slici 5.6.2.3 može videti primena 50 μM inhibitora GM pola 

sata pre trombina za 30% je smanjila proliferaciju VSMC (GM+TR=70±6%; 
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TR=100%). Priroda ove inhibicije je takođe delimična (Slika 5.6.2.3, KONT=15±3%; 

GM+TR=70±6%; p<0.001).  

Dobijeni rezultati ukazuju da MMP utiču na proliferaciju VSMC pod 

delovanjem trombina, a postavlja se pitanje koje MMP učestvuju u transdukciji 

proliferativnog signala VSMC stimulisanih trombinom. 

 

 
 

Slika 5.6.2.3 Efekat 50 μM GM inhibitora na proliferaciju VSMC. Vrednosti DNK 
sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao procenat od vrednosti dobijene za trombin 
i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). Svaki eksperiment 
rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. Legenda: KONT – kontrolna 
grupa VSMC; TR – VSMC tretirane trombinom; GM - VSMC tretirane samo 50 μM 
GM inhibitorom; GM+TR - VSMC prethodno tretirane 50 μM GM inhibitorom, potom 
sa trombinom. ***Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). *Statistički 
značajna razlika u odnosu na TR (p<0.05). §§§ Statistički značajna razlika između 
KONT i GM+TR (p<0.001). 

5.7. Uloga MMP-2 u regulaciji proliferacije VSMC pod delovanjem 

trombina 

 Prethodno dobijeni rezultati ukazuju na učešće opštih MMP kako na 

fosforilaciju EGFR, tako i na proliferaciju VSMC stimulisanu trombinom (Slike 5.6.2.1 

i 5.6.2.3). Literaturni podaci (Newby, 2006(Huang i sar., 2009)) i naša ranije objavljena 



6. Diskusija 

 

72 

istraživanja (Smiljanici sar., 2011) suzila su izbor ispitivanja MMP članova koji 

učestvuju u trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC, na želatinaze, MMP-2 i MMP-

9. Naša istraživanja usmerili smo prema MMP-2, i za početak odredili maksimalnu 

bezbednu dozu specifičnog inhibitora II MMP-2 (SI-II) za rad sa VSMC od 10 μM. U 

daljim ekperimentima dozne zavisnosti inhibitora na stepen inhibicije fosforilacije 

EGFR, ERK1/2 i proliferacije VSMC stimulisane trombinom korišćen je koncentracioni 

opseg od 0,1 μM do 10 μM SI-II, a grafički su prikazani samo rezultati sa najvišom 10 

μM koncentracijom. 

5.7.1. Efekat SI-II specifičnog inhibitora MMP-2 na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC  

SI-II inhibitor predstavlja visoko selektivan i potentan inhibitor MMP-2 nove 

generacije, bez objavljenih rezultata o njegovoj primeni u VSMC. Pretretman VSMC sa 

10 µM SI-II u trajanju od 30 minuta, potom sa trombinom (1 IU/ml) u trajanju od 5 

minuta, doveo je do značajnog statističkog smanjanjenja trombinom stimulisane 

fosforilacije EGFR u iznosu od 47% (Slika 5.7.1, SI-II+TR=53±13%; TR=100%). 

Sa Slike 5.7.1 se takođe, uočava da su dobijeni rezultati inhibicije fosforilacije 

EGFR stimulisane trombinom kod SI-II+TR grupe u iznosu od 47%, statistički značajno 

veći od KONT grupe (KONT=17±4; SI-II+TR=53±13% ; p<0.05 ), što govori o 

parcijalnom karakteru inhibicije, a što može da znači da MMP-2 nije jedina 

metaloproteinaza koja cepa HB-EGF i time aktivira EGFR receptor. 
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Slika 5.7.1 Uticaj 10 µM SI-II inhibitora MMP-2 na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). 
Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; SI-II - VSMC tretirane samo10 µM SI-II inhibitorom; SI-II+TR - 
VSMC prethodno tretirane 10 µM SI-II inhibitorom, potom sa trombinom; p-EGFR – 
fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; ***Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.001). *Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.05). § 
Statistički značajna razlika između KONT i SI-II+TR (p<0.05). 

 

Ispitivan je i uticaj istog inhibitore na fosforilaciju ERK1/2 i na Slici 5.7.2 

pokazano je da je on statistički značajno smanjio trombinom stimulisanu fosforilaciju 

ERK1/2 u iznosu od 25 % (SI-II+TR=75±6%; TR=100%). Sa Slike 5.7.2 se takođe 

uočava da sue radi o delimičnoj inhibiciji (KONT=14±7; SI-II+TR=75±6% ; p<0.01). 

Dobijeni rezultati ukazuju da MMP-2, pored učešća u regulaciji fosforilacije EGFR, 

takođe ima ulogu u regulaciji trombinom stimulisane fosforilacije ERK1/2 kinaze u 

VSMC.  
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Slika 5.7.2 Uticaj 10 µM SI-II inhibitora MMP-2 na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju ERK1/2 u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). 
Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; SI-II - VSMC tretirane samo 10 µM SI-II inhibitorom; SI-II+TR - 
VSMC prethodno tretirane 10 µM SI-II inhibitorom, potom sa trombinom; p-ERK1/2 – 
fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). *Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.05). §§ Statistički značajna razlika između KONT i SI-II+TR (p<0.01). 

 

SI-II inhibitor (10 μM) smanjio je značajno, ali delimično proliferaciju glatkih  

mišićnih ćelija aorte za 45 % (Slika 5.7.3, SI-II+TR=55±5%; 

KONT=22±1%;TR=100%). Rezultati ispitivanja efekata inhibicije aktivnosti MMP-2 

na trombinom stimulisanu proliferaciju VSMC su u trendu sa rezultatima inhibicije 

fosforilacije EGFR (Slika 5.7.1.). 
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Niže koncentracije inhibitora dovele su, takođe, do statistički značajnog 

delimičnog smanjenja proliferacije VSMC (0,5 µM SI-II, 15%; 1 µM SI-II, 30%; 5 µM 

SI-II, 37%). Rezultati prikazani na Slikama 5.7.1, 5.7.2 i 5.7.3 idu u prilog bitnoj ulozi 

koju MMP-2 ima kako u regulaciji proliferacije VSMC tako i u regulaciji fosforilacije 

EGFR i ERK1/2, glavnih aktera proliferativnog puta VSMC pod delovanjem trombina. 

 

 
 

Slika 5.7.3 Uticaj 10 µM SI-II inhibitora MMP-2 na proliferaciju VSMC 
stimulisanu trombinom. Vrednosti DNK sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao 
procenat od vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja 
vrednost ± SEM (n=5). Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u 
triplikatu. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; SI-II - VSMC tretirane samo 10 µM SI-II inhibitorom; SI-II+TR - VSMC 
prethodno tretirane sa 10 µM SI-II inhibitorom, potom sa trombinom; ***Statistički 
značajna razlika u odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na 
TR (p<0.01). §§ Statistički značajna razlika između KONT i SI-II+TR (p<0.01). 

5.8. Uloga ADAM 12 u regulaciji proliferacije VSMC pod 

delovanjem trombina 

 Iz prethodnih rezultata o ulozi MMP i MMP-2 u transaktivaciji EGFR i 

proliferaciji VSMC jasno je da u ovim procesima stimulisanim trombinom, učestvuje 
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još neka grupa metaloproteinaza, obzirom da su farmakološki inhibitori MMP i MMP-2 

samo delimično inhibirali fosforilaciju EGFR receptora. Takođe, iz literature je poznato 

da ADAM nose epitet ključnih proteolitičkih makazica prekursora HB-EGF (Ohtsu i 

sar., 2006b), a da li neki član ADAM familije učestvuje u trombinom stimulisanoj 

proliferaciji bez obzira na vrstu ćelija, pa i VSMC, za sada je nepoznato. Obzirom da je 

ADAM 12 označen kao « vinovnik » hipertrofije miokarda, izabrali smo KB –R7785, 

specifični inhibitor ADAM 12, koji u opsegu od 0,1 – 10 μM pokazuje selektivnost 

samo ka ADAM 12, a pri višim koncentracijama i ka ADAM 17 (Asakura i sar., 2002; 

Ichikawa i sar., 2004; Okada i sar., 2008).. Najviša bezbedna koncentracija KB za rad sa 

primarnim kulturama VSMC određena je u preliminarnim ekperimentima i iznosi 50 

μM. I u ovom slučaju, iz dozno zavisnih eksperimenata grafički će biti prikazani 

rezultati sa ovom najvišom netoksičnom koncentracijom, a u tekstu će biti izneti i drugi 

važni rezultati inhibicije sa nižim koncentracijama KB inhibitora od 5 i 10 μM koje 

odgovaraju opsegu stroge selektivnosti ka ADAM 12. 

5.8.1. Efekti KB inhibitora ADAM 12 na trombinom stimulisanu fosforilaciju 

EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC  

Rezultati ispitivanja efekata 5 i 10 µM KB inhibitora na trombinom stimulisanu 

fosforilaciju EGFR u VSMC pokazuju statistički značajno, delimično smanjenje u 

iznosu od 35% i 47% (KB5+TR=65±4%; KB10+TR=53±5%; TR=100% ; p<0.01). Isti 

inhibitor ali 50 µM, za 88% je smanjio fosforilaciju EGFR stimulisanu trombinom 

(Slika 5.8.1, KB+TR=12±2%; TR=100%), svodeći je na nivo kontrole. 

Dobijeni rezultati inhibicije fosforilacije EGFR od strane KB inhibitora, 

nedvosmisleno ukazuju na važnu ulogu koju ADAM 12 ima u transaktivaciji EGFR u 

VSMC stimulisanim trombinom.  

 

 



6. Diskusija 

 

77 

 

 

 
Slika 5.8.1 Uticaj 50 µM KB inhibitora na trombinom stimulisanu fosforilaciju 
EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti dobijene za 
trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). Svaki 
eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) Reprezentativni 
western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; KB - VSMC tretirane samo 50 µM KB inhibitorom; KB+TR - VSMC 
prethodno tretirane sa 50 µM KB inhibitorom, potom sa trombinom; p-EGFR – 
fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; ***Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.001). 
 

 Statistički značajno sniženje od 19% i 25% trombinom stimulisane fosforilacije 

ERK1/2, dobijeno je pri koncentracijama KB inhibitora od 5 i 10 µM KB, respektivno 

(p<0.05). Pretretman VSMC sa 50 µM smanjio je fosforilaciju ERK1/2 za 45% (Slika 

5.8.2, KB+TR=55±11%; TR=100%). Dobijeni rezultati ukazuju na parcijalnu inhibiciju 

ERK1/2 fosforilacije, obzirom da je ona značajno povećanja u odnosu na KONT grupu 

(Slika 5.8.2, KONT=13±4% ; KB+TR=55±11%; p<0.05), što ukazuje da ADAM 12 

utiče na regulaciju trombinom stimulisane fosforilacije ERK1/2 kinaza u VSMC. 
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Slika 5.8.2 Uticaj 50 µM KB inhibitora na trombinom stimulisanu fosforilaciju 
ERK1/2 kinaze u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). 
Svaki eksperiment rađen je na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; KB - VSMC tretirane samo50 µM KB inhibitorom; KB+TR - 
VSMC prethodno tretirane 50 µM KB inhibitorom, potom sa trombinom; p-ERK1/2 – 
fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). *Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.05). § Statistički značajna razlika između KONT i KB+TR (p<0.05). 

 

Rezultati efekata inhibicije aktivnosti ADAM 12 na trombinom stimulisanu 

proliferaciju VSMC prikazani su na Slici 5.8.3., kao i u tesktu ovog paragrafa. Dobijena 

su statistički značajna smanjenja proliferacije VSMC primenom KB inhibitora: 1 µM 

KB od 15%; 5 µM KB od 22%; 10 µM KB od 27% (p<0,05). Takođe, primena 50 µM 

KB inhibitora značajno i delimično redukuje proliferaciju VSMC u iznosu od 37% 

(Slika 5.8.3, KB+TR=63±4%; TR=100%). Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno 

prikazanim rezultatima (poglavlja 5.8.1 i 5.8.2) i ukazuju na bitnu ulogu ADAM 12 u 
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regulaciji proliferacije VSMC pod delovanjem trombina, kao i fosforilacije EGFR 

receptora i ERK1/2 kinaze.  

 

Slika 5.8.3 Uticaj 50 µM KB inhibitora na trombinom stimulisanu proliferaciju 
VSMC. Vrednosti DNK sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao procenat od 
vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± 
SEM (n=5). Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. 
Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane trombinom; KB - 
VSMC tretirane samo 50 µM KB inhibitorom; KB+TR - VSMC prethodno tretirane 50 
µM KB inhibitorom, potom sa trombinom. ***Statistički značajna razlika u odnosu na 
TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.01). §§§ Statistički 
značajna razlika između KONT i KB+TR (p<0.001). 

5.9. Uloga PKCδ u regulaciji proliferacije VSMC pod delovanjem 

trombina 

 U literaturi postoje radovi koji govore u prilog (Hsieh i sar., 2009) ali i protiv 

(Frank i sar., 2003) učešća PKCδ u transaktivaciji EGFR receptora pod delovanjem 

trombina. Hsieh i sar. (2009), a potom i naša grupa (2011) je ukazala na pozitivno 

učešće PKCδ u pr oliferaciji VSMC pacova stimulisanih trombinom, ali je ostao 

nerazjašnjen precizan mehanizam učešća ove kinaze u proliferaciji VSMC pod 

delovanjem trombina. Da bi ispitali mehanizam učešća PKCδ, u našim eksperimentima, 
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koristili smo njen inhibitor Rot. U preliminarnim eksperimentima odredili smo najvišu 

bezbednu koncentraciju Rot inhibitora koja ne dovodi do toksičnog efekta na VSMC od 

5 µM. Za naša dalja, dozno-zavisna ispitivanja efekata Rot inhibitora na EGFR, ERK1/2 

fosforilaciju i VSMC proliferaciju stimulisanu trombinom, koristili smo opseg 

koncentracija od 0,5 do 5 µM. Grafički će biti prikazani rezultati sa maksimalnom 

koncentracijom od 5 µM Rot, a ostali rezultati biće spomenuti u tesktu. 

5.9.1. Efekat Rot inhibitora PKCδ na trombinom stimulisanu fosforilaciju 

EGFR, ERK1/2 i proliferaciju VSMC  

Polusatni pretretman VSMC sa 5 µM Rot inhibitorom, pre njihove stimulacije, 

doveo je do statistički značajnog smanjenja fosforilacije EGFR u iznosu od 48 % (Slika 

5.9.1, Rot+TR=52±4%; TR=100%). Dobijeni rezultat ukazuje na parcijalni karakter 

inhibicije fosforilacije EGFR sa 5 µM Rot inhibitorom, obzirom da je fosforilacija 

EGFR bila značajno povećana u poređenju sa KONT (Slika 5.9.1, KONT= 21±8%; 

Rot+TR=52±4%; p<0.05). 

 

 
 
Slika 5.9.1 Uticaj 5 µM Rot inhibitora PKCδ na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju EGFR u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
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dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). 
Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; Rot - VSMC tretirane samo 5 µM Rot inhibitorom; Rot+TR - 
VSMC prethodno tretirane 5 µM Rot inhibitorom, potom sa trombinom; p-EGFR – 
fosforilisana forma EGFR; t-EGFR – ukupni EGFR; ***Statistički značajna razlika u 
odnosu na TR (p<0.001). **Statistički značajna razlika u odnosu na TR (p<0.01). § 
Statistički značajna razlika između KONT i Rot+TR (p<0.05). 

 

Na Slici 5.9.2 prikazani su rezultati ispitivanja efekata inhibicije aktivnosti 

PKCδ kinaze, na trombinom stimulisanu fosforilaciju ERK1/2 u VSMC. Kako se na 

slici uočava inhibitor je statistički značajno smanjio fosforilaciju ERK1/2 za 52 % 

(Rot+TR=48±12%, TR=100%). Kao što je to bio slučaj sa uticajem Rot inhibitora na 

fosforilaciju EGFR receptora i inhibicija fosforilacije ERK1/2 bila je parcijalna (Slika 

5.9.2, KONT= 7±1%; Rot+TR=48±12%; p<0.01). Dobijeni rezultati govore u prilog 

učešću PKCδ u regulaciji aktivacije ERK1/2 u VSMC stimulisane trombinom. 

 

 
 
Slika 5.9.2 Uticaj 5 µM Rot inhibitora PKCδ na trombinom stimulisanu 
fosforilaciju ERK1/2 u VSMC. (A) Vrednosti su izražene kao procenat od vrednosti 
dobijene za trombin i predstavljene kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4). 
Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u triplikatu. (B) 
Reprezentativni western blot. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC 
tretirane trombinom; Rot - VSMC tretirane samo sa 5 µM Rot inhibitorom; Rot+TR - 
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VSMC prethodno tretirane 5 µM Rot inhibitorom, potom sa trombinom; p-ERK1/2 – 
fosforilisana forma ERK1/2; t-ERK1/2 – ukupna ERK1/2; ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). *Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.05). §§ Statistički značajna razlika između KONT i Rot+TR (p<0.01). 

 Takođe, Rot inhibitor je parcijalno inhibirao proliferaciju VSMC stimulisanu 

trombinom za 32% (Slika 5.9.3, Rot+TR=68±4%; KONT= 37±2%; TR=100%). 

Statistički značajna smanjenja proliferacije VSMC usled inhibicije aktivnosti PKCδ 

kinaze, dobijena su već pri sledećim koncentracijama Rot inhibitora: 0,5 µM Rott od 

15%; 1 µM Rott od 20%; 2 µM Rott od 29% (p<0,05). Dobijeni rezultati ukazuju na 

pozitivnu ulogu PKCδ u proliferaciji VSMC stimulisanoj trombinom i u skladu su sa 

prethodno prikazanim rezultatima (poglavlja 5.9.1 i 5.9.2). 

 
Slika 5.9.3 Uticaj 5 µM Rot inhibitora PKCδ na trombinom stimulisanu 
proliferaciju VSMC. Vrednosti DNK sinteze na osnovu BrdU testa su izražene kao 
procenat od vrednosti dobijene za trombin i predstavljene su kao aritmetička srednja 
vrednost ± SEM (n=5). Svaki eksperiment je rađen na posebnoj kulturi ćelija VSMC u 
triplikatu. Legenda: KONT – kontrolna grupa VSMC; TR – VSMC tretirane 
trombinom; Rot - VSMC tretirane samo 5 µM Rot inhibitorom; Rot+TR - VSMC 
prethodno tretirane 5 µM Rot inhibitorom, potom sa trombinom. ***Statistički značajna 
razlika u odnosu na TR (p<0.001). *Statistički značajna razlika u odnosu na TR 
(p<0.05). § Statistički značajna razlika između KONT i Rot+TR (p<0.05). 
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6. DISKUSIJA 

 Radna hipoteza ove doktorske disertacije zasnovana je na pretpostavci da je 

trombin uključen u regulaciju proliferacije VSMC pacova, molekularnim mehanizmom 

koji uključuje transaktivaciju EGFR receptora i subsekventnu aktivaciju MAPK 

kaskade preko enzima: ADAM 12, MMP-2 kao i PKCδ.  

 U postavci osnovne hipoteze pošlo se od činjenice da su, pod uticajem GPCR 

agonista, ADAM ključne u procesu cepanja i stvaranja aktivnih EGFR liganada (iako i 

neki članovi MMP klase poput MMP-2 mogu imati istu funkciju) (Roelle i sar., 2003), 

koji se vezuju za EGFR i transaktiviraju ga (Ohtsu i sar., 2006a; Prenzel i sar., 1999). 

Dobro je poznato da su transaktivacija EGFR i posledična aktivacija ERK1/2 signalnog 

puta, uključeni u proliferaciju ćelijskih linija, pa i VSMC pod delovanjem trombina 

(Bobe i sar., 2003; Fager, 1995; Kalmes i sar., 2000; Kanda i sar., 2001; McNamara i 

sar., 1996; Prenzel i sar., 1999; Zhang i sar., 2000).  

 Međutim, ostalo je nerazjašnjeno i nepoznato nekoliko ključnih aspekata 

(pitanja) u proliferativnom mehanizmu VSMC stimulisanim trombinom koji je dobar in 

vitro model abnormalne proliferacije VSMC in vivo. Jedno od tih pitanja je da li je 

aktivacija EGFR u okviru transaktivacije EGFR trombinom neophodna za aktivaciju 

ERK 1/2 i proliferaciju VSMC. Potom da li je uloga PKCδ u proliferaciji VSMC samo 

kao uzvodne komponente signalnog puta transaktivacije EGFR (Hsieh i sar., 2009)? 

Takođe, ostalo je nejasno da li MMP-2 učestvuje samo u migraciji VSMC (Newby, 

2006) ili i u proliferaciji VSMC pod delovanjem trombina i kojim mehanizmom (Huang 

i sar., 2009; Smiljanic i sar., 2011)? Do sada ne postoje podaci koji povezuju aktivnost 

nekog ADAM molekula sa proliferacijom ćelija pod dejstvom trombina, stoga je jedan 

od ciljeva ove doktorske disertacije, između ostalog, izučavanje uloge ADAM molekula 

u trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC. 

 Ateroskleroza uključuje orkestrirane procese endotelne disfunkcije, inflamacije, 

proliferacije VSMC i reorganizaciju ekstracelularnog matriksa (Dzau i sar., 2002). 

Dediferencijacija i abnormalna proliferacija VSMC predstavlja ključni događaj u 

nastanku aterosklerotskih lezija, postangioplastične restenoze i odbacivanja kalema pri 
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bajpasu krvnih sudova (Doran i sar., 2008; Dzau i sar., 2002; Mnjoyan i sar., 2008; 

Ross, 1993). 

 Trombin je moćni modulator mnogih aterosklerotskih procesa kao što su: 

regulisanje tonusa i propustljivosti krvnih sudova, migracija i abnormalne proliferacija 

VSMC, privlačenje monocita u aterosklerotske lezije, pojava raznih proinflamatornih 

markera, a svi ovi procesi vode progresiji kardiovaskularnih oboljenja (Borissoff i sar., 

2009). Trombin je uključen u proces diferencijacije i abnormalne deobe VSMC povezan 

sa hipertenzijom, restenozom i aterosklerozom (Isenovic i sar., 2010a; Isenovic i sar., 

2010b; Marche i sar., 1995; McNamara i sar., 1996). On dovodi i do proliferacije 

mezenhimskih ćelija (McNamara i sar., 1993) i humanih fibroblasta preko svojih PAR 

receptora (Carney i sar., 1992; Giacco i sar., 2006). Trombin je agonist za GPCR, čijom 

aktivacijom u VSMC dolazi do stimulacije fosfolipaze C, povećanja intracelularnog 

Ca2+ i aktivacije PKC, što sve zajedno aktivira MAPK i PI3K/Akt signalne puteve 

(Hsieh i sar., 2009).  

 Obzirom da je abnormalna proliferacija VSMC činilac i/ili posledica mnogih 

kardiovaskularnih poremećaja poput ateroskleroze, angiogeneze, angioplastične 

restenoze, odbacivanja venskog kalema pri ugradnji bajpasa, hipertenzije, ne iznenađuje 

veliki interes za otkrivanjem mehanizama uključenih u prekomernu proliferaciju VSMC 

(Campbell i sar., 1989; Pauletto i sar., 1994). Ćelijska kultura VSMC pokazala se kao 

atraktivan i zahvalan model za proučavanje mehanizama ćelijske proliferacije u in vitro 

uslovima (Campbell i sar., 1989). Stoga je za proučavanje uloga EGFR, ERK1/2, MMP, 

ADAM, PKCδ i njihovih međusobnih odnosa u proliferaciji VSMC pod delovanjem 

trombina, u okviru ove doktorske disertacije, uspostavljena visoko čista i vijabilna 

primarna ćelijska kultura VSMC izolovanih iz torakalnog dela aorte Wistar pacova. 

6.1. Dejstvo trombina na proliferaciju VSMC 

Prvi eksperimenti urađeni u okviru ove doktorske disertacije bili su usmereni na 

izučavanje efekata trombina na proliferaciju VSMC sa ciljem da se utvrdi da li u našim 

kulturama VSMC trombin pokazuje proliferativne efekte i u kojoj meri. Dobijeni 

rezultati prikazani na Slici 5.1. jasno pokazuju da trombin svojim delovanjem dovodi do 

proliferacije VSMC što je u skladu sa objavljenim pozitivnim trendovima trombinom 
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stimulisane proliferacije VSMC u kulturi (Hsieh i sar., 2009; McNamara i sar., 1993; 

Prenzel i sar., 1999; Stepien i sar., 1998). Proliferacija kod trombinom tretiranih VSMC 

se povećala od 3,6 puta u odnosu na netretirane ćelije, što je u sredini opsega rezultata 

sličnih studija. To može da zavisi od uslova inkubacije VSMC kultura izolovanih iz 

aorte pacova, koncentracije trombina, vremena inkubacije, medijuma, kao i od 

detekcionog testa proliferacije. Period između 24 i 48h pokazao se kao najoptimalnije 

trajanje inkubacije VSMC u kulturi sa trombinom radi proučavanja njegovih 

proliferativnih dejstava, jer u tom periodu trombin postiže svoj maksimalni efekat 

(Bachhuber i sar., 1995; Hsieh i sar., 2009). Njegovi efekti na proliferaciju posredovani 

proteolitičkom aktivacijom trombinskih PAR receptora, imaju kinetiku koja izrazito 

kasni u odnosu na kinetiku proliferacije VSMC izazvanu klasičnim polipeptidnim 

faktorima rasta (npr. EGF). Uprkos brzoj aktivaciji trombinskog PAR receptora i 

sličnog vremena neophodnog da ciljne ćelije uvede u S fazu ćelijskog ciklusa u 

poređenju sa klasičnim polipeptidnim faktorima rasta, potrebno je duže vreme izlaganja 

trombinu da bi se postigao njegov maksimalni efekat na proliferaciju VSMC. To može 

da ukaže da ovo „zakašnjenje” u kinetici nastaje usled, trombin-zavisne sinteze i 

ekspresije njegovih novih receptora, kao i trombin-zavisnog napretka ćelija u prelazak 

frakcije rasta ćelija (Bachhuber i sar., 1995). Vezivanje trombina za receptore u VSMC 

dovodi do stimulacije fosfolipaze C, što rezultuje u povećanju intracelularnog nivoa 

Ca2+ i aktivaciji PKC (Bobe i sar., 2003; Lin i sar., 2001; McNamara i sar., 1996). 

Veliki broj studija je pokazao da je neophodan signalni korak transaktivacija EGFR od 

strane PAR-1 aktiviranog trombinom u proliferaciji VSMC u in vitro uslovima (Daub i 

sar., 1996; Kalmes i sar., 2001; Kalmes i sar., 2000; Kanda i sar., 2001; Prenzel i sar., 

1999).  

Takođe, brojni su radovi o učešću MAPK signalnog puta u proliferaciji VSMC 

pod delovanjem trombina, odnosno ERK1/2, p38 kinaza i PI3K/Akt kaskada (Hsieh i 

sar., 2009; Isenovic i sar., 2008; Kanda i sar., 2001; Lin i sar., 2002). Međutim u 

literaturi je nedovoljno podataka o neophodnosti EGFR aktivacije kako bi se uključio 

MAPK signalni put pod delovanjem trombina. S jedne strane, radovi govore u prilog 

neophodnosti EGFR aktivacije potrebne za aktiviranje ERK1/2 kinaze (Hsieh i sar., 

2008; Hsieh i sar., 2009; Kalmes i sar., 2000), a drugi radovi ukazuju da postoje i putevi 

aktivacije ERK1/2 stimulisanim trombinom, nezavisnih od aktivacije EGFR (Bobe i 
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sar., 2003; Yin i sar., 2005). Rezultati Hsieh i saradnika (2009) su pokazali da je pored 

aktivacije ERK1/2 kinaze, takođe uključena i aktivacija PI3K/Akt kaskade u 

sprovođenju proliferativnog signala od aktiviranog PAR-1 i transaktiviranog EGFR, kao 

i ulogu NF-κB i AP-1 u ekspresiji EGFR u VSMC ćelijama pacova.  

U skladu sa ovim, ispitivali smo efekte trombina na aktivaciju EGFR receptora 

kao uzvodnog markera i ERK1/ 2 kinaze, kao nizvodnog markera u prenosu 

proliferativnog signala izazvanog trombinom u primarnim kulturama VSMC. Dobijeni 

rezultati ukazuju da trombin stimuliše fosforilaciju oba markera i to fosforilaciju EGFR 

8,5 puta i ERK1/2 8,7 puta u odnosu na KONT što je u skladu sa literaturnim podacima 

(Bobe i sar., 2003; Hsieh i sar., 2009). Trombin stimuliše fosforilaciju EGFR na 

pozicijama 992, 1068, 1086 i 1145 i 1173 tirozinskih ostataka (Downward i sar., 1984; 

Walton i sar., 1990). U našim eksperimentima korišćeno je fosfo-EGFR (Tyr1068) 

antitelo radi detekcije fosforilisanog EGFR. Za sva proučavanja ovo mesto fosforilacije 

Tyr1068 je važno jer se adaptorni protein Grb-2 (Grb-2, engl. ”Growth factor receptor 

bound protein-2”) vezuje za njega (Rojas i sar., 1996). Ras aktivacija stimulisana EGFR 

ligandima uključuje specifične interakcije EGFR sa adaptornim proteinima Grb-2 i Shc 

(engl. “Src Homology and Collagen Protein”), kao i faktora izmene nukleotida Sos-1 

(engl.”Son of Sevenless”) (Rojas i sar., 1996). Aktivirana Ras vodi aktivaciji MAPK 

kaskade, što je u našim uvodnim eksperimentima registrovano kao fosforilacija ERK1/2 

(Thr202/Tyr204) stimulisana trombinom.  

6.2. Uloga EGFR u proliferaciji VSMC pod delovanjem trombina  

U skladu sa pozitivnim uticajem trombina na proliferaciju VSMC i fosforilaciju 

EGFR i ERK1/2, naši sledeći eksperimenti su se odnosili na sistematičnu i 

sekvencijalnu farmakološku inhibiciju određenih molekula i njihovih klasa, kako bi se 

odredilo učešće specifičnih signalnih puteva u proliferaciji VSMC pod delovanjem 

trombina.  

Prvi u nizu primenjenih farmakoloških inhibitora bio je inhibitor EGFR 

receptora i ispitivana je uloga njegove aktivacije u proliferaciji VSMC stimulisanih 

trombinom. Za inhibiciju EGFR korišćeni su dobro poznati reverzibilni inhibitor AG 
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1478 (AG), tj., tirfostin i potentni, ireverzibilni inhibitor PD 169540 (PD), novije 

generacije.  

Primena izuzetno potentnog ireverzibilnog inhibitora EGFR PD (IC50=2-4 nM) 

dovodi do ireverzibilne alkilacije Cys773 u okviru ATP-vezujućeg džepa tirozin-

kinaznog domena EGFR receptora (Smaill i sar., 2000b). U našim eksperimentima 

koristili smo opseg koncentracija od 100 nM-10 µM kako bi obezbedili potpunu 

okupiranost vezujućih mesta, dozvolivši njegovu maksimalnu inhibiciju bez toksičnog 

efekta po ćelije VSMC. Kao što se moglo pretpostaviti, 10 µM PD je snažno inhibirao 

(za 81%) trombinom stimulisanu fosforilaciju EGFR do nivoa fosforilacije EGFR 

nestimulisanih ćelija. Ista koncentracija PD inhibitora za 44% je redukovala trombinom 

stimulisanu proliferaciju VSMC. Međutim proliferacija trombinom tretiranih VSMC i 

dalje je bila 25% veća u poređenju sa kontrolom. Dobijeni rezultati se ne mogu direktno 

uporediti sa literaturnim, jer još uvek nema objavljenih rezultata vezanih za primenu 

PD169540 u VSMC. Objavljeni su rezultati istraživanja PD169540 u keratinocitima 

(Xu i sar., 2009b) i ćelijama mijeloma (Mahtouk i sar., 2005). Dobijeni rezultati 

delimične inhibicije proliferacije VSMC pri potpunoj inhibiciji fosforilacije trombinom 

transaktiviranog EGFR sa PD inhibitorom su iznenađujući i bitni, jer ukazuju da sama 

aktivacija EGFR receptora u okviru transaktivacione kaskade inicirane trombinom, ne 

predstavlja neophodan događaj za prenos proliferativnog signala.  

Primena 20 µM tirfostina (AG inhibitor) dovela je do sličnih rezultata kao u 

slučaju inhibicije sa PD, smanjivši za 70% trombinom stimulisanu fosforilaciju EGFR 

ali na nivo i dalje značajno povišen u odnosu na nestimulisane VSMC. Smanjenje 

EGFR fosforilacije usled inhibicije sa AG je očekivano, ali iznenađuje mera inhibicije, 

obzirom da je on takođe potentni inhibitor sa IC50 vrednostima 3 nM u in vitro 

uslovima, u mnogim ćelijskim linijama (Levitzki i sar., 1995; Osherov i sar., 1994). U 

radu Bobe i sar., (2003), i niže koncentracije AG od 10 μM dovode do potpune 

inhibicije trombinom stimulisane aktivacije EGFR. Sličan rezultat našem, pokazali su i 

Hsieh i saradnici (2009) primenom 10 μM AG. Razlike u nivou inhibicije trombinom 

stimulisane fosforilacije EGFR sa AG, kao i manjeg proliferativnog potencijala 

trombina između naših rezultata i Bobe i saradnika (2003), mogu se objasniti razlikama 

u nivou ekspresije EGFR receptora pod delovanjem trombina (Hsieh i sar., 2009). 

Naime, Hsieh i saradnici (2009) pokazali su da transfekcijom EGFR shRNA u VSMC 
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dolazi do znatnog pada u ekspresiji EGFR, pa tako i do smanjenja trombinom 

stimulisane proliferacije VSMC. Dakle, povećana ekspresija EGFR usled dejstva 

trombina pozitivno doprinosi proliferaciji VSMC (Hsieh i sar., 2009). Moguće je i to što 

su u našim eksperimentima korišćene VSMC ćelije iz presada 4.-6. a u studiji (Bobe i 

sar., 2003) VSMC iz presada 6.-12., što može uzrokovati blage fenotipske razlike, 

uključujući i različit stepen ekspresije EGFR pod delovanjem trombina.  

Parcijalno smanjenje proliferacije VSMC nakon primene AG inhibitora, je u 

skladu sa rezultatima (Bobe i sar., 2003; Kalmes i sar., 2000; Kanda i sar., 2001)). 

Kanda i saradnici (2001) objavili su, smanjenje DNK sinteze za 81% u VSMC 

tretiranim trombinom (1 IU/ml) tokom 24 h sa 2,5 μM AG, koje je još uvek statistički 

značajno veće od kontrole. Razliku u nivou proliferacije između naših rezultata i Kanda 

i saradnika (2001), moguće je objasniti u različitom primenjenom protokolu inkubacije i 

detekcionom testu (u našem slučaju pretretman sa AG u trajanju od 30 min, a u slučaju 

Kanda i saradnika simultana 24h inkubacija trombinom i AG). U našim 

eksperimentima, AG inhibitor je kratkotrajno delovao u pravcu aktivacije molekula, dok 

je u slučaju simultane 24 h primene AG inhibitora sa trombinom u radu Kanda i 

saradnika (2001), on mogao inhibirati transkripciju i translaciju. Obzirom na različite 

ciljeve u našim istraživanjima, koristili smo 8 puta veću koncentraciju AG u poređenju 

sa studijom Kanda i saradnika (2001) (2,5 μM AG).  

Na kraju ovog poglavlja, na osnovu dobijenih rezultata izučavanjem efekata PD 

i AG inhibitora na EGFR fosforilaciju i VSMC proliferaciju, može se zaključiti da su 

efekti PD i AG inhibitora na trombinom stimulisanu proliferaciju VSMC delimični, što 

je u skladu sa rezultatima(Hsieh i sar., 2009; Kalmes i sar., 2000; Kanda i sar., 2001). 

Rezultati inhibicije proliferacije VSMC koji nose značajnu različitost u odnosu na 

kontrolu sa AG (veći za 37% u odnosu na kontrolu) i PD inhibitorom (veći za 25% u 

odnosu na kontrolu) izuzetno su bitni jer ukazuju da osim aktivacije EGFR, i neki drugi 

signali iz transaktivacione kaskade potaknute trombinom u VSMC imaju ulogu u 

njihovoj proliferaciji. Naši rezultati potvrđuju ulogu trombina u transaktivaciji EGFR, 

zatim, važnu ali ne i neophodnu ulogu same EGFR aktivacije za postizanje trombinom 

stimulisane proliferacije VSMC. Potrebno je razlikovati termine „EGFR transaktivacija 

pod delovanjem trombina” i „aktivacija EGFR” u okviru transaktivacione kaskade, kao i 

njihove uticaje na proliferaciju VSMC pod delovanjem trombina. Prvi termin označava 
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sve trombinom pokrenute signale trostruke kaskade transaktivacije EGFR, a drugi, 

„izolovan” događaj EGFR aktivacije u okviru transaktivacione kaskade. Mnoge studije 

su pokazale kao neophodan signalni korak, transaktivaciju EGFR od strane PAR-1 

receptora aktiviranog trombinom u proliferaciji VSMC u in vitro uslovima (Daub i sar., 

1996; Hsieh i sar., 2009; Kalmes i sar., 2000; Prenzel i sar., 1999) ne ulazeći u 

distinkciju ova dva pojma, tj., ne razgraničavajući doprinose same aktivacije EGFR i 

signale transaktivacione kaskade EGFR.  

EGFR zauzima važno mesto u proliferaciji ćelija i u procesu ateroskleroze 

(Tamura i sar., 2001; Woodworth i sar., 2005). U kulturi VSMC poreklom iz aorte 

pacova pokazana je uključenost EGFR u ćelijsku proliferaciju i DNK sintezu (Berk, 

2001; Nanney i sar., 1988; Tomita i sar., 1986). Hsieh i saradnici (2009) su pokazali 

smanjenje proliferacije VSMC stimulisanim trombinom nakon transfekcije shRNKEGFR 

koji je u nivou netretiranih ćelija što svakako govori o neophodnosti EGFR aktivacije za 

uspešnu VSMC proliferaciju a što je u kontradiktornosti sa našim rezultatima, koji 

sugerišu važnu ali ne i neophodnu ulogu same EGFR aktivacije za postizanje 

trombinom stimulisane proliferacije VSMC. Na osnovu naših rezultata, sugerišemo 

važnu ali ne i neophodnu ulogu aktivacije EGFR za postizanje trombinom stimulisane 

proliferacije VSMC, i da pored, EGFR-zavisnih proliferativnih puteva u VSMC, postoje 

i EGFR- nezavisni putevi proliferacije VSMC. 

6.3. Uloga ERK1/2 u EGFR- posredovanoj proliferaciji VSMC 

stimulisanoj trombinom – da li je aktivacija EGFR zaista 

„neophodna”? 

Sledeća grupa eksperimenata odnosila se na proučavanje uloge ERK1/2 u 

EGFR- posredovanoj proliferaciji VSMC stimulisanoj trombinom. Rezultati ovih 

istraživanja pokazuju da je aktivacija ERK1/2 kinaze bitna u za proliferaciju VSMC pod 

delovanjem trombina, koji vodi preko transaktivacije EGFR. Primena njegovih 

potentnog ireverzibilnog (PD) i reverzibilnog (AG) inhibitora EGFR, statistički 

značajno je smanjila aktivaciju ERK1/2 kinaze što je u skladu sa objavljenim 

rezultatima za AG inhibitor (Reynolds i sar., 2002). Analizirajući dobijene rezultate u 

okviru ovog poglavlja sa prethodno diskutovanim (poglavlje 6.2.), uočava se trend 
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između procenata inhibicije aktivacije ERK1/2 i inhibicije proliferacije VSMC u odnosu 

na inhibicije EGFR. Naime, ireverzibilni PD je za 44% smanjio VSMC proliferacija, za 

48% smanjio ERK1/2 aktivaciju a za 81% smanjio EGFR aktivaciju, dok je reverzibilni 

AG za 48% smanjio VSMC proliferaciju, za 55% smanjio ERK1/2 aktivaciju i za 70% 

smanjio EGFR aktivacija. Očevidno je da je znatno izraženiji stepen inhibicije EGFR 

nego ERK1/2 kinaze, što je i logično, obzirom da su pomenuti PD i AG molekuli, 

inhibitori EGFR receptora. Ovi rezultati takođe ukazuju i na ERK1/2 kao ključne kinaze 

u prenosu proliferativnog signala (Isenovic i sar., 2010a; Isenovic i sar., 2010b; 

Meloche i sar., 2007) obzirom da je nivo njihove inhibicije u trendu sa nivoom 

inhibicije proliferacije VSMC pri potpuno inhibiranom EGFR receptoru. Takođe, ovi 

rezultati ukazuju da, i pored isključenja signala od EGFR receptora, ERK1/2 kinaze 

bivaju aktivirane i nekim drugim signalom kaskade transaktivacije EGFR inicirane 

trombinom. Jedan od kandidata je PKCδ, koja zauzima važno mesto u proliferaciji 

VSMC pod delovanjem trombina, i za koju je pokazano da učestvuje kao uzvodni signal 

EGFR transaktivacije (Hsieh i sar., 2009; Smiljanic i sar., 2011). Pokazano je da PKCδ 

može direktno da aktivira Raf-MEK-ERK1/2 kaskadu, i da kompletna inhibicija EGFR 

sa AG inhibitorm vodi parcijalnoj inhibiciji aktivacije ERK1/2 u stimulaciji VSMC sa 

forbolskim estrima i ATP (Ginnan i sar., 2004).  

Poznato je da je potrebna produžena (engl.”sustained”) aktivacija ERK1/2 

kinaznog puta da bi došlo do ćelijske proliferacije, budući da kratkotrajna aktivacija 

ovog puta, kao u slučaju kratkotrajne stimulacije fibroblasta trombinom ERK1/2 

rezultira u kompletnom odsustvu DNK sinteze (Meloche i sar., 1992). Noviji podaci 

ukazuju da aktivacija ERK1/2 mora trajati do kasne G1 faze za uspešan ulazak ćelije u 

S fazu (Yamamoto i sar., 2006).  

Brojne protein-protein interakcije modulišu karakter i dužinu trajanja signala 

potaknutog aktivacijom GPCR, uključujući i trombinske PAR receptore. Tohgo i 

saradnici su 2003 godine otkrili da β arestini koji imaju ulogu u desenzitaciji i 

sekvestraciji GPCR, učestvuju u povezivanju aktiviranih GPCRs ka brojnim signalnim 

sistemima ćelije. Takođe, sugerisana je njihova nezavisna uloga u prenosu signala 

(Tohgo i sar., 2003). Brojni enzimi poput Src familije tirozinskih kinaza, komponenti 

ERK1/2 i c-Jun N-terminalne kinaze 3 MAPK kaskade vezuju se za β-arestine i 

translociraju se u vidu kompleksa do agonistom okupiranih GPCR (Jafri i sar., 2006). 
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Jedna od najproučavanijih interakcija β-arestin-zavisnih signala je aktivacija ERK1/2 

kaskade (Jafri i sar., 2006). GPCR različitim mehanizmima aktiviraju ERK1/2, 

uključujući aktivaciju protein kinaze A (PKA) i PKC, transaktivaciju EGFR zavisnu od 

proteolitičkog cepanja membranskih liganada i signalizaciju preko β-arestina (Gutkind, 

1998b; Luttrell, 2003; Zwick i sar., 1999). β-arestinima posredovana aktivacija ERK1/2 

ima usporen početak i duže traje nego G proteinima posredovana signalizacija (Ahn i 

sar., 2004a; Ahn i sar., 2004b) a u slučaju receptora koji formiraju stabilne GPCR-β-

arestinske komplekse, kao što su PAR-1, receptor za angiontenzin AT1a i vazopresinski 

V2 receptori, aktivnost ERK1/2 je znatno veća i duža u odnosu na kratkotrajne 

komplekse i vezana za citosol (DeFea i sar., 2000; Luttrell i sar., 2001; Tohgo i sar., 

2002). U svom radu, Jafri i saradnici (2006) ukazali su da β-arestin-vezan za GPCR 

povećava ćelijsku aktivnost ERK1/2 primarno kao proteinska skela za Raf-MEK-ERK 

kinaznu kaskadu, koja povećava efikasnost ERK1/2 fosforilacije istovremeno 

usporavajući brzinu ERK1/2 defosforilacije. 

 Postavlja se pitanje, da li je zaista EGFR aktivacija neophodna za ERK 1/2 

aktivaciju, kao i za VSMC proliferaciju pod delovanjem trombina? Brojne studije 

ukazuju da je aktivacija EGFR neophodna komponenta ERK1/2 aktivacije i VSMC 

proliferacije (Hsieh i sar., 2009; Kalmes i sar., 2001; Prenzel i sar., 1999; Reynolds i 

sar., 2002). I pored toga, Bobe i saradnici su 2003. godine, u uslovima smanjenog 

intracelularnog Ca2+ identifikovali EGFR nezavisni put aktivacije ERK1/2, ne utvrdivši, 

da li u takvim uslovima može doći i do proliferacije VSMC. Ovi nalazi bi bili relevantni 

i važni kod pacijenata sa hipertenzijom koji uzimaju blokatore Ca2+ kanala. Zbog 

nedostatka naučne potvrđenosti, olako se prelazilo preko ovih za sada usamljenih studija 

(Bobe i sar., 2003) koje u VSMC ukazuje na 2 puta aktivacije ERK1/2: zavisnog i 

nezavisnog od aktivacije EGFR. Druge istraživačke grupe, koje su svojim objavljenim 

rezultatima ukazivali na neophodnost EGFR aktivacije u VSMC proliferaciji, u svojim 

objavljenim studijama su rezultate Bobe i saradnika iz 2003. godine elaborirali 

površnim objašnjenjima poput „razlika u eksperimentalnim uslovima”(Hsieh i sar., 

2009), ne ostavljajući mogućnost postojanja „baj-pas” signala za aktivaciju ERK1/2 u 

VSMC (Bobe i sar., 2003; Ginnan i sar., 2004; Smiljanic i sar., 2011). Moguće je da je 

signal koji premošćuje EGFR i univerzalnije prirode, tj., nije ograničen samo na VSMC. 

Takođe, „baj-pas” signala funkcioniše kako u fiziološkim uslovima tako i u uslovima 
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smanjenog intracelularnog Ca2+, koji su omogućili da EGFR nezavistan put ERK1/2 

aktivacije bude odmaskiran. To ne znači da on ne postoji u uslovima homeostaze 

kalcijuma, samo je mimikriran, obzirom na vodeću ulogu EGFR u aktivaciji ERK1/2. 

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji, odnosno parcijalnih 

inhibicija proliferacije VSMC, kao i aktivacije ERK1/2 stimulisane trombinom po 

isključenju EGFR receptora, može se ukazati na postojanje „baj-pas” signala aktivacije 

ERK1/ 2 kaskade, kao i prolifracije VSMC pod delovanjem trombina, čiji je izvor 

uzvodno od EGFR. Kao doprinos odgovoru na pitanje ko je ili (ko su) učesnici koji 

obezbeđuju „baj-pas” signala, doprineli su naši rezultati koji se odnose na proučavanje 

uloge PKCδ, kao i HB-EGF i MP u proliferaciji VSMC, čija diskusija sledi u narednim 

poglavljima. 

6.4. Uloga HB-EGF u transaktivaciji EGFR, aktivaciji ERK1/2 i 

proliferaciji VSMC stimulisanih trombinom 

 Značajni efekti inhibicije aktivacije samog EGF receptora na proliferaciju 

VSMC, naveli su nas da dalje, sekvencijalno istražimo uticaj inhibicije drugih članova 

trostruke kaskade transaktivacije EGFR.  

 Prvobitno se smatralo da je transaktivacija EGFR nezavisna od EGFR liganda, 

na osnovu brze pojave fosforilacije tirozina kod EGFR i nemogućnosti da se fizički 

detektuje EGFR ligand, posebno EGF u medijumu stimulisanih ćelija (Kalmes i sar., 

2000). Prvi i dominantni EGFR ligand koji je detektovan u kulturi VSMC kao ligand 

transaktivacije EGFR preko GPCR, je HB-EGF (Prenzel i sar., 1999). Faktor rasta 

sličan heparin-vezujućem epidermalnom faktoru rasta (HB-EGF) dobio je ime po 

sposobnosti vezivanja heparina koji ga time i blokira (Clowes i sar., 1987; Kalmes i 

sar., 2000). Heparan-sulfat proteoglikani na površini ćelija imaju ulogu ko-receptora sa 

EGFR i potrebni su pri njegovom vezivanju i aktivaciji EGFR receptora (Kalmes i sar., 

2000). HB-EGF indukuje maksimalnu fosforilaciju EGFR u VSMC nakon 0.5 do 1 

minuta (Reynolds i sar., 2002). Ekspresija HB-EGF je povećana u humanim 

aterosklerotskim plakovima (Miyagawa i sar., 1995; Nakata i sar., 1996; Reape i sar., 

1997) i u neointimalnim VSMC karotidnih arterija pacova u odgovoru na povredu 

izazvanu ugradnjom balona (Igura i sar., 1996). 
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 Obzirom da su ranije publikovani radovi ukazali na ligand-nezavisnu (Daub i 

sar., 1996; Eguchi i sar., 1998) ali i ligand-zavisnu transaktivaciju EGFR (Prenzel i sar., 

1999), u našim eksperimentima izučavali smo mehanizam trombinom stimulisane 

transaktivacije EGFR i učešće HB-EGF u njoj, korišćenjem neutrališućeg anti HB-EGF 

antitela. 

 Rezultati dobijeni primenom anti-HB-EGF monoklonskog antitela su očekivani i 

u skladu sa objavljenim podacima (Kalmes i sar., 2000), obzirom da je trombinom 

stimulisana fosforilacija EGFR u našim eksperimentima smanjena na nivo kontrole u 

iznosu od 72%. Dobijeni rezultati ukazuju na dominantno učešće HB-EGF liganda u 

transaktivaciji EGFR pod delovanjem trombina. Međutim, uticaj neutrališućeg antitela 

na proliferaciju VSMC i fosforilaciju ERK1/2 kinaze je parcijalnog karaktera i iznosi 

45% i 61%, respektivno. Naši rezultati su u saglasnosti i sa studijama gde je u VSMC 

proučavan efekat egzogeno primenjenog HB-EGF na fosforilaciju EGFR i ERK1/2 i 

proliferaciju VSMC (Reynolds i sar., 2002). Ovako dobijeni rezultati ukazuju da u 

aktivaciji EGFR i proliferaciji VSMC stimulisanih trombinom, pored vezivanja HB-

EGF za EGFR i njegove aktivacije i neki drugi signali transaktivacione kaskade 

doprinose pomenutim procesima. Svakako naši rezultati govore u prilog učešća HB-

EGF kao dominantnog liganda koji se vezuje i transaktivira EGFR i dovodi do 

proliferacije VSMC. Na tom putu, HB-EGF aktivira i ERK1/2 o čemu svedoče i podaci 

iz ove disertacije, koji su u skladu sa rezultatima iz literature (Dreux i sar., 2006; 

Kalmes i sar., 2000). 

 Postavljaju se pitanja ko su učesnici proteolitičkog cepanja HB-EGF liganda u 

trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC i kako je ono regulisano? 

6.5. Uloga ADAM 12 i MMP-2 u proliferaciji VSMC pod delovanjem 

trombina 

Već punu deceniju transaktivaciona kaskada EGFR indukovana GPCR privlači 

pažnju istraživača kako bi se odredili njeni učesnici i njihovo međusobno dejstvo u 

aktivaciji EGFR i daljem širenju transaktivacionog signala (Seals i sar., 2003; Smiljanic 

i sar., 2011). Mnoge studije su se, nakon inicijalnog otkrića učešća metaloproteinaza u 

kaskadi transaktivacije EGFR (Prenzel i sar., 1999), bavile otkrivanjem identiteta i 
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mehanizma kojima su MP uključee u transaktivaciju EGFR pod delovanjem raznih 

GPCR agonista. Istraživanja su vršena u nekoliko ćelijskih linija, uključujući VSMC. 

Cepanje EGFR liganada od strane raznih ADAM i MMP i sledstvena transaktivacija 

EGFR kao posledica dejstva nekih GPCR agonista bila je i još uvek je veoma aktuelna 

tema u istraživanju ćelijskih signalnih puteva (Ohtsu i sar., 2006a). Mnoge studije se 

bave izučavanjem efekata ANG II, TGF-α, LPA, fenilefrina, ET-1 kao ćelijskih 

aktivatora koji potiču na aktivnost odsecanja liganada od strane raznih ADAM 

molekula. Međutim, iznenađuje da do danas, prema našim saznanjima, ne postoje 

podaci koji ukazuju da su ADAM metaloproteinaze uključene u transaktivaciju EGFR i 

proliferaciju bilo koje ćelijske linije uključujući i VSMC, pod delovanjem trombina. 

 S druge strane, iako HB-EGF i MMP-2 čine sastavni deo transaktivacione 

EGFR kaskade koja vodi migraciji VSMC pod uticajem trombina (Kalmes i sar., 2000), 

ostalo je da se utvrdi da li i kako MMP-2 utiče na proliferaciju VSMC pod delovanjem 

trombina, obzirom na kontroverzne literaturne podatke o uticaju MMP na proliferaciju 

VSMC (Huang i sar., 2009; Koo i sar., 2010; Newby, 2006; Ohtsu i sar., 2006a; 

Smiljanic i sar., 2011). 

Naša istraživanja na ovom polju započeli smo izučavanjem uticaja ukupnih 

MP/MMP kako bi primenom njihovih različitih inhibitora utvrdili njihovo učešće u 

aktivaciji EGFR i ERK1/2 i proliferaciji VSMC. MMP su familija cink proteinaza sa 

više od 25 identifikovanih članova, čiji se spektri supstrata delimično preklapaju u 

mnoštvu ECM komponenti (Newby, 2006). 

Rezultati dobijeni inhibicijom aktivnosti ukupnih MP sa PHEN inhibitorom 

pokazuju smanjenje trombinom stimulisane aktivnosti EGFR i ERK1/2 na nivo 

nestimulisanih VSMC, kao i parcijalnu redukciju (33%) trombinom stimulisane 

proliferacije VSMC. Najbliži literaturni podatak sa kojim bi mogli da uporedimo naše 

rezultate odnosi se na inhibitorni efekat PHEN na aktivnost MMP i na proliferaciju 

VSMC stimulisanih sa PDGF (Uzui i sar., 2000), gde je takođe pokazana parcijalna 

inhibicija proliferacije VSMC. Međutim, još uvek ne postoje podaci o inhibitornom 

efektu na EGFR i ERK1/2 fosforilaciju. Primenom PHEN inhibitora gubi se trend 

sličnih nivoa inhibicije fosforilacije EGFR i ERK1/2 sa inhibicijom proliferacije VSMC 

stimulisanih trombinom. Snažna inhibicija fosforilacije EGFR i ERK1/2 sa parcijalnom 

inhibicijom proliferacije od strane PHEN može se objasniti time da je aktivacija MMP i 
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sledstvena kaskada aktivacije EGFR i ERK1/2 samo deo signalne putanje koja vodi do 

proliferacije. Konkretnije, za PHEN inhibitor u primenjenom opsegu se ne bi očekuje da 

inhibira ADAM aktivnost. Poznato je da neki ADAM molekuli poput ADAM 12 

interreaguju sa regulatornom subjedinicom p85 PI3K i aktiviraju je (Kang i sar., 2001), 

što može voditi EGFR-nezavisnoj aktivaciji PI3K/Akt kaskade i proliferaciji VSMC 

preko tog signalnog puta (Hsieh i sar., 2009; Reynolds i sar., 2002). S druge strane 

moguće je da PHEN usled svog širokog inhibitornog dejstva (McCarty, 1992; Stix i 

sar., 2001) indirektno doprinosi snažnoj inhibiciji EGFR i ERK1/2 aktivacije, 

istovremeno doprinoseći indirektno svojim helirajućim sposobnostima procesu 

proliferacije VSMC, tako što podržava antiapoptotske procese u ovim ćelijama (Moon i 

sar., 2004). Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu daljeg izolovanja i profilisanja 

pojedinih, vodećih enzima ali i sugerišu na jasnu i pozitivnu ulogu učešća MMP u 

signalno-molekulskom putu proliferacije VSMC. 

Učešće MMP klase u proliferaciji VSMC pod delovanjem trombina, potkrepili 

smo primenom često korišćenog inhibitora MMP klase molekula, GM6001 (GM) 

poznat i kao Ilomastat ili Galardin koji za razliku od prethodnog inhibitora PHEN ima 

specifičnost samo ka Zn2+ jonu. Njegova inhibicija je potentnog ali reverzibilnog 

karaktera; anjonsko stanje ove kiseline formira bidentatni kompleks sa cinkom u 

aktivnom centru MMP (Nishino i sar., 1978). Prvi u nizu ove serije rezultata odnosi se 

na značajnu inhibiciju fosforilacije EGFR stimulisane trombinom pod delovanjem ovog 

inhibitora, do nivoa statistički značajno većeg od onog zabeleženog u nestimulisanim 

ćelijama. Ovi rezultati potvrđuju MMP učestvuju u transaktivaciji EGFR stimulisanoj 

trombinom, što je u skladu sa publikovanim rezultatima o uticaju GM na fosforilaciju 

EGFR u VSMC kako pod delovanjem trombina tako i drugih GPCR agonista (Hsieh i 

sar., 2008; Ichiki i sar., 2004; Shah i sar., 2004; Zhang i sar., 2004). Sledeća grupa naših 

istraživanja odnosila se na ulogu i učešće MMP u proliferaciji VSMC stimulisanim 

trombinom. Statistički značajno smanjenje proliferacije VSMC od 30% usled inhibicije 

aktivnosti MMP GM inhibitorom u saglasnosti je sa rezultatima dobijenim upotrebom 

PHEN inhibitora (33 % redukcije proliferacije VSMC) i nedvosmisleno ukazuje na 

učešće MMP u proliferaciji VSMC. Dobijeni rezultati su u skladu sa publikovanim 

podacima o uticaju GM na inhibiciju proliferacije VSMC (Lovdahl i sar., 2000; Uglow i 

sar., 2003; Yang i sar., 2005), mada neke studije starijeg datuma ukazuju na izostanak 
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efekta inhibicije DNK sinteze u VSMC stimulisanim PDGF i modelima povrede krvnog 

suda nakon ugradnje balona (Bendeck i sar., 1996; Zempo i sar., 1996). 

Kako bi potvrdili dosadašnje pozitivne rezultate o učešću ERK1/2 u proliferaciji 

VSMC stimulisanoj trombinom, izučavali smo uticaj GM inhibitora na njihovu 

aktivaciju. Međutim, dobili smo neznačajno smanjenje aktivacije ERK1/2 primenom 

GM, što je bilo iznenanđenje u odnosu na prethodno pokazane rezultate a koji ukazuju 

na pozitivno učešće ERK1/2 u EGFR posredovanoj proliferaciji VSMC. Dobijeni 

rezultati su u suprotnosti sa rezultatima objavljenim u literaturi, a koji ukazuju da i 

manje koncentracije ovog inhibitora statistički značajno inhibiraju aktivaciju ERK1/2 

stimulisanu trombinom (Hsieh i sar., 2008; Ichiki i sar., 2004). U nastavku, 

Grantcharova i sar., (2006) pokazali su da u kasnoj fazi ERK1/2 aktivacije posreduju Gi 

subjedinica i MMP-zavisna aktivacija EGFR u VSMC. S druge strane, Shah i saradnici 

(2004) su prethodno tretirali HEK293 ćelije sa GM inhibitorom (opseg koncentracija od 

0,2 – 20 μM) i pokazali odsustvo statistički značajnog smanjenja fosforilacije ERK1/2 

stimulisane sa EGF ili ANG II, što može biti objašnjeno diferencijalnim učešćem MMP 

u transaktivaciji EGFR putem proteolitičkog cepanja HB-EGF u različitim ćelijskim 

linijama (Shah i sar., 2004). Poznato je da su ćelijske linije obično imortalizovane, pa 

objašnjenje može biti i to da smo u našim eksperimentima koristili primarnu ćelijsku 

kulturu VSMC a ne liniju.  

Ekspresija MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-11, 

MMP-12, MMP-13, MT1-MMP i MMP-16 povišena je u humanim aterosklerotskim 

plakovima, a mnogi od njih eksprimirani su u in vitro kulturama pacovskih VSMC, kao 

i TIMP-1, -2, -3 i -4 (Dollery i sar., 1999; Galis i sar., 1994; Hasenstab i sar., 1997; 

Newby, 2005; Newby, 2006). Bez obzira na njihovo ćelijsko poreklo, izlučeni MMP i 

TIMP utiču na fenotip VSMC u aterosklerotskim plakovima. VSMC u kulturi često 

oponašaju sintetički fenotip, tipično eksprimirajući MMP-2 (Hultgardh-Nilsson i sar., 

1997; Thyberg, 1998). Proliferišuće VSMC imaju povišeni nivo iRNK za MMP-2 

(Pauly i sar., 1994). U in vivo uslovima, ekspresija MMP-2 u VSMC povezana je sa 

nekoliko patoloških stanja, posebno u aterosklerotskim plakovima, gde je ona značajno 

povećana, zajedno sa povećanom aktivacijom MMP-2 (Newby i sar., 1999; Shah i sar., 

2001). U glatkim mišićnim ćelijama traheja čoveka, trombin u koncentraciji od 1 IU/ml 
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uzrokuje povećanje nivoa ukupnih MMP koje koreliše sa povećanom MMP-2 

aktivnošću (Elshaw i sar., 2004). 

U skladu sa ulogom MMP-2 u vaskularnom remodelovanju, inhibiranje MMP 

aktivnosti može poboljšati ili sprečiti nastanak vaskularnih patoloških stanja. Inhibicija 

MMP blokirala je proliferaciju VSMC traheje u odgovoru na serum, trombin i PDGF 

(Johnson i sar., 1999), proliferaciju VSMC iz komadića tkiva aorte (tzv. eksplanti aorte) 

(Bendeck i sar., 1994), proliferaciju VSMC u in vivo uslovima (Kenagy i sar., 1997; 

Zempo i sar., 1996), MMP-2-posredovanu VSMC migraciju nakon kateterizacije 

balonom (Bendeck i sar., 1994; Cheng i sar., 1998; Jenkins i sar., 1998), i nastanak 

neointimalnog zadebljanja (Cheng i sar., 1998). Nekoliko studija koje su u svojim 

istraživanjima primenile inhibitore ukupnih MMP, strukturno potpuno različite klase, 

pokazale su inhibiciju proliferacije VSMC u in vitro uslovima (Lovdahl i sar., 2000; 

Southgate i sar., 1992; Uglow i sar., 2003) dok druge studije nisu (Zempo i sar., 1996). 

Naime, samo dve od četiri studija pokazale su inhibiciju proliferacije VSMC iz tunica 

media drugog dana nakon modela povrede kateterizacijom balona u karotidnim 

arterijama pacova (Islam i sar., 2003; Zempo i sar., 1996).  

Imajući u vidu neusaglašenosti gore iznetih rezultata, izučavali smo efekte 

MMP-2 koji ima ulogu u remodelovanju, migraciji i proliferaciji VSMC. Prvi u nizu 

eksperimenata odnosio se na ispitivanje učešća MMP-2 u proliferaciji VSMC 

stimulisanih trombinom. Visoko-selektivni ireverzibilni MMP-2 Inhibitor II (SI-II) 

značajno je smanjio proliferaciju VSMC stimulisanu trombinom ali je proliferacija i 

dalje bila povećana u odnosu na kontrolu. Dobijeni rezultati se ne mogu direktno 

uporediti sa onima koje su dobili drugi autori, jer još uvek ne postoje podaci o uticaju S-

II inhibitora na proliferaciju VSMC, kao i drugih ćelijskih linija.Do sada je ispitivan 

efekat ovog inhibitora na vijabilnost i migraciju kancerskih ćelijskih linija 

fibrosarkoma, HT1080 (Ikejiri i sar., 2005; Mukhin i sar., 2006). Dakle, po prvi put smo 

pokazali inhibicij aktivnosti MMP-2 sa SI-II u VSMC, štoi govori u prilog pozitivnom 

učešću MMP-2 u proliferaciji VSMC pod delovanjem trombina. 

Sledeća grupa eksperimenata je bila dizajnirana sa ciljem da istraži mehanizam 

delovanja MMP-2 na proliferaciju VSMC i da li uključuje transaktivaciju EGFR i 

aktivaciju ERK1 /2. Koncentracija od 10 μM SI-II se pokazala kao najefikasnija u 

inhibiciji aktivnosti MMP-2 bez uticaja na druge MMP, posebno MMP-9 osetljive na 
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koncentracije iznad 26 μM (Ikejiri i sar., 2005). Naši rezultati pokazuju da izabrana 

koncentracija ovog inhibitora značajno i delimično smanjuje fosforilaciju EGFR i 

ERK1/2 stimulisane trombinom. Fosforilacije su značajno veće od kontrole. Dobijeni 

rezultati ukazuju na značajno učešće MMP-2 u transaktivaciji EGFR, aktivaciji 

ERK1/2, kao i na njeno posredovanje u proliferaciji VSMC stimulisanih trombinom. 

Naši rezultati po prvi ukazuju na inhibiciju aktivacija EGFR receptora i ERK1/2 kinaze 

putem SI-II inhibitora u VSMC.  

Svakako treba razmotriti odnos procenata inhibicije fosforilacije EGFR i 

ERK1/2 i proliferacije VSMC. Poređenje rezultata inhibicije EGFR receptora primenom 

AG i PD inhibitora, a potom njegovog liganda HB-EGF, ukazuje da je udeo inhibicije 

ERK1/2 u trendu sa udelom inhibicije proliferacije VSMC, dok je udeo inhibicije EGFR 

uvek bio znatno. U eksperimentima u kojima smo inhibirali aktivnost MMP-2, trend se 

promenio: procenat inhibicije EGFR (47%) bio je u nivou procenta inhibicije 

proliferacije VSMC (45%), dok je procenat inhibicije ERK1/2 (25%) bio manji. Pored 

Raf-MEK1/2-ERK1/2 signalnog puta, ovo može da ukaže na učešće PI3K/Akt kaskade 

(Hsieh i sar., 2009; Reynolds i sar., 2002), ali takođe i na učešće p38 kinaze (Kanda i 

sar., 2001). Postojanje poprečne komunikacije PI3K/Akt sa MAPK kaskadom, 

pokazano je u slučaju insulinom stimulisane proliferacije VSMC (Isenovic i sar., 2009a; 

Isenovic i sar., 2009b), dok je PI3K/Akt učesnik uzvodno u signalizaciji u odnosu na 

MEK-ERK1/2 u trombinom stimulisanim VSMC (Hsieh i sar., 2009; Yang i sar., 2005). 

S druge strane, ranije smo ukazali na postojanje dvostrukog mehanizma kojim MMP-2 

može da doprinese kako u transaktivaciji EGFR, tako i u proliferaciji VSMC 

stimulisanih trombinom (Smiljanic i sar., 2011). Naime, mehanizam kojim trombin 

inicira učešće MMP u proliferaciji VSMC je dvojak: preko aktivacije PAR-1 a drugi 

putem direktnog proteolitičkog dejstva trombina na pro-MMP-2 (zimogena, neaktivna 

forma MMP-2) (Koo i sar., 2010). U prvom pomenutom mehanizmu dejstva trombina, 

aktivacija MMP-2 i sledstveno odsecanje HB-EGF predstavljaju ključne elemente 

povezivanja PAR-1 aktivnosti sa transaktivacijom EGFR receptora (Prenzel i sar., 1999; 

Smiljanic i sar., 2011). U drugom mehanizmu, studije sugerišu da na mestu lokalne 

vaskularne povrede trombin aktivira lokalno izlučeni MMP-2 i tim mehanizmom 

olašava ćelijsku migraciju i proliferaciju VSMC (Galis i sar., 1997). Trombin aktivira 

već izlučeni pro-MMP-2 ne utičući na ekspresiju ili sekreciju pro-MMP-2 u VSMC 
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aorte svinje i dovodi do njihove mitogeneze aktivacijom MMP-2 (Wang i sar., 2009b). 

Druga studija je pokazala da su heparan sulfat proteoglikani neophodni u trombinom 

posredovanoj aktivaciji pro-MMP-2 i da se aktivacija MMP-2 dešava putem specifičnog 

proteolitičkog cepanja pro-peptida MMP-2 od strane trombina, nakon koje sledi 

intramolekulsko autoproteolitičko cepanje do pune enzimatske aktivnosti MMP-2 (Koo 

i sar., 2010). MMP-2 je konstitutivno eksprimirana i sekretovana kao latentna zimogena 

forma, pro MMP-2, a njena aktivacija dešava se na površini ćelije, i u njoj posreduju i 

matriksne metaloproteinaze membranskog tipa, poput MT1-MMP (Egeblad i sar., 2002; 

Visse i sar., 2003).  

Za MMP-2 i -9 pokazano je da učestvuju u transaktivaciji EGFR u humanim 

gonadotropnim ćelijama i ćelijama mezenteričnih arterija miša pod delovanjem ANG II, 

ali nije ustanovljeno da li učestvuju u odsecanju HB-EGF ili nekim drugim 

mehanizmima doprinose transaktivaciji EGFR (Lucchesi i sar., 2004; Roelle i sar., 

2003). Jedna od pretpostavki je da degradacija kolagena tipa IV i proteinskih tela 

nekolicine heparan sulfat proteoglikana od strane MMP-2 i -9 može narušiti inhibitorne 

interakcije sa komponentama bazalne membrane (BM) (Bingley i sar., 1998; Kinsella i 

sar., 2003). Ipak, 60–70% proliferišućih VSMC u kulturi, poreklom iz safenoznih vena 

čoveka izgube svoju BM (Aguilera i sar., 2003) a ostatak od 30–40% nastavlja da se 

deli uprkos prisustvu BM. MMP mogu učestvovati u permisivnim interakcijama između 

VSMC i komponenata remodelujućeg ECM. U skladu sa ovim, signalni putevi u kojima 

dominiraju faktori rasta i integrini kristališu se kao važni mehanizmi kojima MMP 

posreduju u VSMC proliferaciji (Assoian i sar., 1996; Morla i sar., 2000; Risinger i sar., 

2006; Walker i sar., 2003). 

Kao što je već bilo pomenuto u uvodnom poglavlju, glavnim akterima 

membranskog proteolitičkog cepanja („membranske makazice“) EGFR liganada poput 

HB-EGF i sledstvene transaktivacije EGFR pod dejstvom faktora rasta smatraju se 

ADAM, transmembranske MP (Ohtsu i sar., 2006a). HB-EGF predstavlja najčešći 

supstrat za MP, odnosno najčešći EGFR ligand u EGFR transaktivaciji stimulisanoj 

trombinom ili ANG II u VSMC (Hsieh i sar., 2009; Huang i sar., 2009; Isenovic i sar., 

2010a; Kalmes i sar., 2000; Ohtsu i sar., 2006b; Prenzel i sar., 1999; Smiljanic i sar., 

2011)).  
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Fokusirajući se na ADAM članove uključene u procese ćelijske proliferacije i 

hipertrofije postoji nekoliko radova o ANG II-indukovanoj ADAM 17 aktivnosti u 

VSMC i u bubrežnim ćelijama adenokarcinoma čoveka (Ohtsu i sar., 2006b; Schafer i 

sar., 2004). Takođe, pokazano je da ADAM 12, posreduje u hipertrofiji miokarda 

indukovanoj fenilefrinom, ANG II i ET-1 u miocitima srca miša (Asakura i sar., 2002). 

Ovi autori pokazali su blokadu proteolitičkog cepanja HB-EGF od strane KB-R7785, 

inhibiciju transaktivacije EGFR tokom aktivacije kardiomiocita, ali i povoljne efekte u 

lečenju hronične kardijačne hipertrofije kod miša. Takođe, Asakura je sa saradnicima 

2002. godine sugerisao da je za proteolitičko cepanje HB-EGF u ovom sistemu 

odgovoran upravo ADAM 12, obzirom da ekspresija mutantne forme ADAM 12 

inhibira fenilefrinom indukovanu proteolitičku aktivnost kao i transaktivaciju EGFR u 

kardiomiocitima miša. Postoji debata vezana za identitet ADAM molekula uključenog u 

transaktivaciju EGFR i hipertrofiju izazvanu ANG II, obzirom da su Ohtsu i saradnici 

(2006b) pokazali da ADAM 17, a ne ADAM 12, predstavlja glavnu „membransku 

makazicu”. Istovremeno oni tvrde da Asakura i saradnici (2002) nisu pružili direktan 

naučni dokaz o učešću ADAM 12 u hipertrofiji kardiomiocita pod delovanjem ANG II. 

Novija studija govori u prilog ulozi ADAM 12 člana u kardijačnoj hipertrofiji (Wang i 

sar., 2009a). Mišiji model „MMP-7 knockdown” otkriva da MMP-7 kontroliše 

transkripciju ADAM 12, koji je uključen u kardijačnu hipertrofiju. Takođe, u ANG II-

indukovanoj hipertenziji i kardijačnoj hipertrofiji, nizvodni geni i gen za ADAM 12 su 

visoko eksprimirani (Wang i sar., 2009a). Isključenje gena za MMP-7 smanjilo je 

hipertenziju i inhibiralo visoku ekspresiju ADAM 12, sprečavajući tako kardijačnu 

hipertrofiju (Wang i sar., 2009a). Takođe, pokazano je da ADAM 12 učestvuje u 

proliferaciji hondrocita preko proteolitičkog cepanja vezujućeg proteina faktora rasta 

sličnog insulinu tipa 5 (IGFBP5) u osteoartritičnoj hrskavici (Okada i sar., 2008). 

Zatim, pojačana selektivna ekspresija ADAM 12 u ćelijama glioblastoma povezuje se sa 

ćelijskom proliferacijom i proteolitičkim cepanjem HB-EGF (Kodama i sar., 2004). 

ADAM 12 je uključen i u regulaciju aktivnosti endometrijuma u mesečnom ciklusu, 

budući da odcepljuje endocitotski receptor LRP-1 (engl. ”Low density lipopoprotein 

receptor related protein-1”), čime se smanjuje endocitotsko uklanjanje aktivnih MMP-2 

i 9 (Selvais i sar., 2009). 
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Međutim podaci vezani za ADAM aktivnost u trombinom stimulisanoj ćelijskoj 

proliferaciji su vrlo oskudni, bez obzira na tip, odnosno poreklo ćelijske linije. Jedina 

veza između proteolitičke aktivnosti ADAM (membranske makazice) i trombina 

ukazana je u studiji koja je proučavala familiju transmembranskih heparin sulfat 

proteoglikana tzv. sindekana gde trombin ima ulogu ćelijskog stimulatora koji potiče na 

protelitičko cepanje membranskih proteina (Subramanian i sar., 1997). Nedavno 

objavljena studija pokazala je da je ADAM 17 najrelevantija membranska makazica za 

cepanje sindekana-1 i -4 u epitelnim ćelijama pod uticajem inflamatornih citokina, 

trombina i PMA (Pruessmeyer i sar., 2010). 

Bazirano na dostupnim literaturnim podacima ispitali smo učešće ADAM 12 u 

trombinom stimulisanoj proliferaciji, EGFR transaktivaciji i aktivaciji kaskade ERK1/2, 

koristeći visoko specifični ADAM 12 inhibitor, KB-R7785 (KB). KB je bio izabran 

među 2000 metaloproteinaznih inhibitora kao jedan od najpotentnijih inhibitora pro-

HB-EGF cepanja od strane ADAM 12 (Asakura i sar., 2002; Ebi i sar., 2010; Tokumaru 

i sar., 2000). Postoji i podatak da je KB, pored ADAM 12, inhibitor i ADAM 28 

(Mochizuki i sar., 2007), koji je eksprimiran samo na pojedinim kategorijama limfocita. 

Time je obezbeđena specifičnost inhibitora ADAM 12 u slučaju VSMC. U našim 

eksperimentima koristili smo koncentracije specifične samo za ADAM 12 (opseg od 1-

10 μM) ali i one više koje inhibiraju i ADAM 17 (Asakura i sar., 2002; Ichikawa i sar., 

2004; Lozonschi i sar., 1999; Mochizuki i sar., 2007; Smiljanic i sar., 2011). 

Prvi u nizu eksperimenata odnosio se na ispitivanje uloge ADAM 12 u 

proteolitičkom cepanju HB-EGF i sledstvenoj transaktivaciji EGFR. Dobijeno je 

statistički značajno smanjenje trombinom stimulisane transaktivacije EGFR u VSMC u 

iznosu od 47% pri tretmanu sa 10 µM, odnosno 35% sa 5 µM KB inhibitorom, što 

ukazuje da su smanjenja fosforilacije EGFR najverovatnije posledica inhibicije ADAM 

12 aktivnosti jer je u datom sistemu samo ona osetljiva na primenjeni koncentracioni 

opseg. Smanjenja fosforilacije EGFR u iznosu od 88% pri koncentraciji KB inhibitora 

od 50 μM, može biti i posledica inhibicije aktivnosti ADAM 17, obzirom da postoje 

podaci o njenoj prisutnosti u VSMC i učešću u HB-EGF proteolitičkom cepanju pod 

delovanjem ANG II (Ohtsu i sar., 2006b; Takaguri i sar., 2011a).  

Druga grupa eksperimenata odnosila se na proučavanje efekata inhibicije 

aktivnosti ADAM 12 na proliferaciju VSMC. Dobijeni rezultati pokazuju statistički 
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značajna smanjenja proliferacije VSMC usled inhibicije aktivnosti ADAM 12, pri 

sledećim koncentracijama KB inhibitora: 1 µM KB od 15%; 5 µM KB od 22%; 10 µM 

KB od 27% i 50 µM KB od 37%, što ukazuje na pozitivnu ulogu ADAM 12 u 

proliferaciji VSMC stimulisanoj trombinom.  

U nastavku daljih istraživanja je ispitana i uloga ERK1/2 kinaze u ADAM 12 

posredovanoj proliferaciji VSMC stimulisanoj trombinom. Dobijena su statistički 

značajna sniženja fosforilacije ERK1/2 kinaze stimulisane trombinom usled inhibicije 

aktivnosti ADAM 12 sa KB inhibitorom: 50 µM - 37%, 10 µM - 25% i 5 µM - 19%. 

Dobijeni rezultati ukazuju na značajni uticaj ADAM 12 u regulaciju trombinom 

stimulisane aktivnosti ERK1/2 kinaze u VSMC. Odnos procenata inhibicije aktivacije 

EGFR (88%) i ERK1/2 ( 37%), kao i proliferacije VSMC (37%) isti je kao u slučaju 

primene AG, PD inhibitora i neutrališućeg antitela za HB-EGF, (procenat inhibicije 

ERK1/2 je sličan sa procentom inhibicije proliferacije VSMC nasuprot potpunoj 

inhibiciji EGFR), što govori u prilog centralnoj ulozi koju ERK1/2 imaju u prenosu 

proliferativnih signala od strane aktiviranih receptora faktora rasta (Isenovic i sar., 

2010a).  

Rezultati koji se odnose na istraživanje učešća i identiteta ADAM molekula u 

proliferaciji VSMC prvi su eksperimentalni podaci koji ukazuju na učešće nekog 

ADAM molekula u trombinom stimulisanoj proliferaciji ćelia. Takođe, ovime su 

pruženi i prvi podatak o ulozi ADAM 12 u proliferaciji VSMC bez obzira na stimulus 

proliferacije. 

ADAM 12 indukuje miogenezu u in vivo uslovima, a transkript ADAM 12 

detektovan je u adultnim, skeletnim, srčanim i glatkim mišićinim ćelijama čoveka 

(Gilpin i sar., 1998). Takođe, ADAM 12 ima 10 mogućih SH3-vezujućih domena i dva 

potencijalna mesta za fosforilaciju tirozina na citoplazmatskom kraju. Postoje podaci o 

interakciji ADAM 12 sa c-Src, bliskom kinazom Yes i Grb-2, gde je C terminalni kraj 

supstrat za fosforilaciju od strane c-Src (Kang i sar., 2000; Suzuki i sar., 2000). 

Nekoliko studija je sugerisalo da citoplazmatski rep aktivno reguliše količinu ADAM 

12 na površini ćelije (Cao i sar., 2002; Sundberg i sar., 2004) i da PKCɛ učestvuje u 

translokaciji ADAM 12 na površinu ćelije u humanim RD ćelijama 

(„rhabdomyosarcoma”) (Sundberg i sar., 2004). Ovi autori su pokazali i postojanje 

interakcije PKCδ sa ADAM 12, ali je priroda i funkcija ovih interakcija ostala nejasna 
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(Sundberg i sar., 2004). Na postojanje interakcije između ADAM 12 i PKCδ ukazali su 

i Asakura i saradnici (2002). Nejasno je da li PKCδ interaguje sa ADAM 12 preko 

katalitičkog domena, kao što je pokazala studija Izumi i saradnika (1998) u slučaju 

interakcije ADAM 9 sa PKCδ, ili u toj interakciji posreduje i neki treći protein. Učešće 

PKCδ u trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC potvrđeno je od strane Hsieh i 

saradnika (2009), sa našim ranije publikovanim radom (Smiljanic i sar., 2011) i 

rezultatima prikazanim u okviru ove doktorske disertacije.  

6.6. Uloga PKCδ u trostrukoj kaskadi transaktivacije EGFR, 

aktivaciji ERK1/2 i proliferaciji VSMC pod delovanjem 

trombina 

U literaturi postoje radovi koji govore u prilog (Hsieh i sar., 2009) ali i protiv 

(Frank i sar., 2003) učešća PKCδ u transaktivaciji EGFR re ceptora pod delovanjem 

trombina. Da bi ispitali učešće PKCδ u našim eksperimentima, koristili smo njen 

inhibitor Rot u koncentraciji od 5 μM što je blisko vrednosti  Ki za PKCδ. Ostale forme 

PKC osetljive su na koncentracijama višim od 20 μM (Gschwendt i sar., 1994). 

Tretman VSMC sa Rot inhibitorom doveo je do statistički značajnog smanjenja 

fosforilacije EGFR stimulisane trombinom u iznosu od 48 %, nivo fosforilacije 

značajno veći od onog kod nestimulisanih ćelija. Dobijeni podatak govori u prilog 

aktivnom i značajnom učešću PKCδ u transaktivaciji EGFR receptora u VSMC 

stimulisanih trombinom i u saglasnosti je sa publikovanim rezultatima drugih autora 

(Hsieh i sar., 2009; Smiljanic i sar., 2011; Tan i sar., 2003).  

Sledećim eksperimentima izučavan je efekat inhibicije PKCδ sa Rot inhibitorom 

na proliferaciju VSMC. Dobijeno je statistički značajno smanjenje trombinom 

stimulisane proliferacije VSMC u iznosu od 32 %, veće od nivoa proliferacije 

nestimulisanih VSMC. Ovi rezultati ukazuju na pozitivnu ulogu PKCδ u proliferaciji 

VSMC i u skladu su sa objavljenim rezultatima u literaturi (Hsieh i sar., 2008; Hsieh i 

sar., 2009; Smiljanic i sar., 2011). Naši rezultati po prvi put pokazuju da je inhibicija 

proliferacije VSMC nastala usled blokiranja PKCδ primenom Rot inhibitora. 

Naši dalji ekperimenti su obuhvatili izučavanje učešća i povezanosti ERK1/2 

aktivacije sa PKCδ posredovanom EGFR transaktivacijom i proliferacijom VSMC 
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stimulisanih trombinom. Dobijena je statistički značajna redukcija ERK1/2 aktivnosti u 

iznosu od 52% i, takođe značajno viša od kontrole. Ovi rezultati nedvosmisleno ukazuju 

na ulogu PKCδ u ERK1/2 aktivaciji stimulisanoj trombinom u VSMC.  

Ovde je važno istaći da je trend inhibicije EGFR, ERK1/2 i proliferacije VSMC 

kao i u slučaju inhibitora MMP-2, drugačiji od ostalih primenjivanih inhibitora. 

Izjednačeni su procenti inhibicije EGFR (48%) i ERK1/2 (52%) naspram udela 

inhibicije proliferacije VSMC (32%). Verovatno, osim što aktivira ERK1/2 posredno 

preko EGFR transaktivacije (Hsieh i sar., 2009), PKCδ i direktno aktivira MAP kinazni 

put (Ginnan i sar., 2004) (Slika 6.8.). Imajući ovo u vidu, očekivalo bi se da i procenat 

inhibicije proliferacije VSMC bude u skladu sa njima. Odstupanje se može objasniti 

time da pored MAPK i PI3K/Akt kaskada učestvuje u procesu prenosa proliferativnih 

signala u VSMC stimulisanim trombinom (Hsieh i sar., 2009). Rot inhibitor iskazuje i 

antiproliferativna svojstva nezavisna od PKCδ, što je dokumentovano u literaturi 

(Kojima i sar., 2008; Lim i sar., 2009; Song i sar., 2008). U zaključku, naši rezultati 

svakako govore u prilog učešću PKCδ u proliferaciji VSMC, a koji uključuje i EGFR 

transaktivaciju i ERK1/2 aktivaciju i u skladu su sa objavljenom studijom Hsieh i 

saradnika (2009). 

6.7. Trostruka kaskada EGFR transaktivacije trombinom i 

nizvodni signali proliferacije VSMC 

Raspoloživi literaturni podaci kao i naši dobijeni eksperimentalni rezultati, 

omogućili su nam da sumiramo razumljivu, ažuriranu mapu molekularnih događaja u 

signalnoj mreži proliferacije VSMC pod delovanjem trombina sa posebim akcentom na 

molekularni splet događaja u okviru trostruke membranske kaskade transaktivacije 

EGFR. 

Trombin, ključni igrač u „koagulaciono-aterogenskom” lavirintu iskazuje svoje 

proliferativne efekte preko PAR-1-zavisnih (intracelularnih) (Borissoff i sar., 2009; 

Hsieh i sar., 2009; Huang i sar., 2009) i PAR-1-nezavisnih mehanizama (vanćelijskih) u 

VSMC putem svojih proteolitičkih aktivnosti na drugim supstratima, kao što je pro-

MMP-2 koja u nastavku podržava proliferaciju VSMC (Galis i sar., 1997; Koo i sar., 

2010; Wang i sar., 2009b). Ovde je interesantno istaći da interakcija trombina sa 
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heparan-sulfat proteoglikanima vodi takvim alosternim promenama katalitičkog mesta, 

koje menjaju njegovu specifičnost ka supstratu čineći ga potentnim enzimom 

degradacije vanćelijskih komponenata. Posebno se s naglašava sposobnost aktivacije 

pro-MMP-2, nezavisne od aktivacije preko MT1-MMP (Koo i sar., 2010). S druge 

strane, u VSMC MMP-2 može biti aktivirana i od strane MT1-MMP (Newby, 2006), 

koju aktiviranju c-Src u endotelnim i tumorskim ćelijama (Nyalendo i sar., 2007). 

Povezujući ove podatke sa radovima o učešću MMP-2 u proteolitičkom cepanju pro-

HB-EGF u trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC omogućilo nam je da na osnovu 

svih dostupnih literaturnih podataka, kao i na osnovu naših dobijenih rezultata, 

elaboriramo signalizacionu šemu ekstra- i intracelularnih događaja kaskade 

transaktivacije EGFR, kao i nizvodnih signala u proliferaciji VSMC stimulisanoj 

trombinom (Slika 6.8.).  

Stoga, predlažemo model postojanja spoljno-membranskog delovanja trombina 

koji vodi aktivaciji pro-MMP-2, nezavisnoj od MT1-MMP (Koo i sar., 2010) (Slika 

6.8.), i intracelularnog delovanja preko PAR-1 receptora, sa c-Src posredovanom 

fosforilacijom i aktivacijom MT1-MMP koja takođe doprinosi daljoj aktivaciji pro-

MMP-2. Ovakav model zapravo predstavlja doprinos objašnjenju izostanka očekivanog 

trenda inhibicije EGFR, ERK1/2 i proliferacije VSMC u našim eksperimentima 

primenom inhibitora MMP-2, imajući u vidu da naši rezultati ukazuju da postoje i 

mehanizmi aktivacije MMP-2 koji vode proliferaciji VSMC ali nezavisno od ERK1/2 

aktivacije. Stoga je i logično što u konkretnom slučaju udeo inhibicije ERK1/2, 

inhibicijom aktivnosti MMP-2, je znatno manji u odnosu na EGFR i VSMC 

proliferaciju. Jednom aktivirani MMP-2 cepa pro-HB-EGF; oslobođeni HB-EGF vezuje 

se za EGFR receptor i aktivira ga (Slika 6.8.).  

c-Src tirozin kinaza ima važno mesto u prenosu signala od PAR-1 receptora 

aktiviranog trombinom do transaktivacije EGFR u nekoliko vrsta ćelija, uključujući i 

VSMC (Bobe i sar., 2003; Wu i sar., 2002). Kao što je pokazano, c-Src fosforiliše 

citoplazmatski deo MT1-MMP, koji potom biva aktiviran i proteolitički cepa pro MMP-

2 (Egeblad i sar., 2002; Visse i sar., 2003). Obzirom da c-Src nije membranski solubilna 

i deluje unutar ćelije, ona ne može direktno da fosforiliše MMP-2 i aktivira ga, kao što 

su to u svom modelu predložili Huang i saradnici (2009), već to radi fosforilisani MT1-

MMP (Slika 6.8.). MT1-MMP je fiziološki aktivator pro MMP-2 (El Bedoui i sar., 
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2005). Osim toga, c-Src i direktno transaktivira EGFR receptor na Tyr845 (Martorell i 

sar., 2008; Wu i sar., 2002). Luttrell i saradnici (1997) pokazali su da Gβγ subjedinica 

receptora spregnutog sa Gi proteinom aktivira c-Src koja potom dovodi do fosforilacije 

EGFR receptora (Luttrell i sar., 1997).  

Hsieh i saradnici (2009) su pokazali da su Gq i Gi subjedinice GPCR 

angažovane u prenosu signala iniciranog trombinom aktiviranog PAR-1 u VSMC. Bobe 

i saradnici (2003) su u uslovima deprivacije Ca2+ i isključenja signalizacije EGFR 

receptora, pokazali učešće c-Src uzvodno od Pyk2 kinaze u trombinom stimulisanoj 

EGFR transaktivaciji i ERK1/2 aktivaciji. Dikić i saradnici (1996) su pokazali da Pyk2 i 

Src imaju kompleksnu, izjednačenu ulogu, ali ima i radova koji pokazuju da je Ca2+-

zavisna Pyk2 locirana uzvodno od c-Src kinaze i aktivira je (Blaukat i sar., 1999; Block 

i sar., 2010). Suprotni nalazi mogu se objasniti različitim eksperimentalnim uslovima, a 

takođe je moguće da u slučajevima Ca2+ deprivacije, prvenstvo ima c-Src, koja potom 

aktivira Pyk2 (Bobe i sar., 2003). 

Mi pretpostavljamo da ADAM 12 proteolitički cepa HB-EGF, što sledstveno 

aktivira EGFR receptor (Smiljanic i sar., 2011). Za aktivaciju ADAM 12, odgovorna je 

PKCδ, koja interaguje sa citoplazmatskim delom ADAM 12 direktno, kao što su 

pokazali Izumi i saradnici (1998) za ADAM 9 i PKCδ i/ili direktnom interakcijom sa c-

Src (Suzuki i sar., 2000) (Slika 6.8.). Ova interakcija uključuje region bogat prolinom u 

citoplazmatskom delu ADAM 12 i SH3 domen Src kinaze (Kang i sar., 2000). Ovakav 

model koji predlažemo zahteva dalja istraživanja kako bi se priroda ove interakcije u 

VSMC i ekperimentalno potvrdila.  

Na osnovu svojih rezultata, Ding i saradnici (2011), sugerišu da specifičnost 

(selektivnost) oslobađanja EGFR liganada preko PKC-zavisnih i -nezavisnih signalnih 

puteva uključuje regulaciju proteolitičkog cepanja liganada ne samo na nivou 

metaloproteinaza (ADAM), već i na nivou nekog drugog adaptornog proteina ili samog 

prekursora liganda. Isti autori tvrde da PKC izoforma uključena u regulaciju 

proteolitičkog cepanja HB-EGF ne zavisi ustvari od identiteta ADAM molekula već od 

stimulusa. To ide u prilog objašnjenju kako je moguće da ADAM 12 bude glavna 

proteolitička „makazica” HB-EGF u VSMC pod delovanjem trombina naspram velike 

grupe radova koja govori u prilog ADAM 17 kao glavnom proteolitičkom enzimu koji 

odcepljuje HB-EGF u ANG II-stimulisanim VSMC. Ovo takođe može objasniti i 
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različite rezultate vezane za učešće PKCδ i PKCɛ formi u aktivaciji ADAM 12. Naime, 

naši rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, naša preliminarna istraživanja 

(Smiljanic i sar., 2011), kao i rad Hsieh i saradnika (2009), pokazuju učešće PKCδ u 

trombinom stimulisanoj proliferaciji VSMC. S druge strane, Sundberg i saradnici 

(2004) sugerišu da PKCɛ učestvuje u translokaciji ADAM 12 na površinu ćelije u RD 

ćelijama čoveka (engl “Rhabdomyosarcoma”). Ove razlike o učešću različitih PKC 

izoformi mogu se objasniti korišćenjem različitih ćelijskih linija, kao i različitih 

stimulusa, kako je već pretpostavljeno od strane Ding i saradnika (2011). 

 

 
Slika 6.8. Prikaz signalnih puteva uključenih u efekte trombina na proliferaciju 
VSMC. Legenda: PAR 1: proteolitički 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 sličnog epidermalnom faktoru rasta 
koji vezuje heparin; HB-EGF: faktora rasta sličnog epidermalnom faktoru rasta koji 
vezuje heparin; MMP-2: matriksna metaloproteinaza-2; MT1-MMP: transmembanska 
matriksna metaloproteinaza 1; ADAM 12: adamalizinska metaloproteinaza 12; Ca2+: 
kalcijum; PKCδ: 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-vezujući protein 
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(mala GTP-aza); Raf - Raf specifična serin/treonin protein kinaza; MEK: mitogenom 
aktivirana kinaza koja reguliše ERK1/2 kinazu; ERK1/2: ekstracelularnim signalima 
regulisane kinaze 1 i 2.  

 

 Nizvodni 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 provođenje signala (ERK1/2 aktivaciju i 

proliferaciju VSMC) što je i jedan od bitnih zaključaka u okviru ove doktorske teze. Za 

„baj pas” signala od transaktivacione kaskade EGFR pa do aktivacije ERK1/2, u našem 

modelu predlažemo PKCδ, koja direktno aktivira MAPK kaskadu (Ginnan i sar., 2004), 

ili preko mehanizma koji uključuje β-arestine. Inhibicija svih izoformi PKC vodi 

znatnom smanjenju aktivnosti ERK1/2 posredovanim β1-arestin-protein G receptorskim 

kompleksima (Jafri i sar., 2006) (Slika 6.8.). 

 Sve je više dokaza u prilog uloge ADAM 12, MMP-2 i PKCδ u proliferaciji 

VSMC koji ih svrstavaju kao „glasnike“ proliferacije VSMC (engl. “messenger 

molecules“). Ovi enzimi igraju vitalnu ulogu u mnogim patofiziološkim i biohemijskim 

reakcijama. Praktično, ADAM 12 i MMP-2 kao posrednici proliferacije VSMC pod 

delovanjem trombina, su dobar putokaz u smeru sinteze novih antiproliferativnih 

molekula; nova saznanja o njihovoj ulozi stimulisaće farmakološka istraživanja u smeru 

targetiranja ova dva molekula istovremeno.  

 U zaključku, ADAM 12, MMP-2 i PKCδ uključeni su u trombinom stimulisanoj 

proliferaciji VSMC. Saznanje o učešću nekog od ADAM molekula u proliferaciji 

glatkih mišićnih ćelija krvnih sudova pod delovanjem trombina od izuzetne je važnosti 

za bolje razumevanje uloge trombina u kardiovaskularnoj biologiji i medicini. Pošto je 

ADAM 12 potvrđen kao medijator hipertrofije VSMC, on, zajedno sa MMP-2 može biti 

prepoznat kao ključna „meta” u novim terapeutskim intervencijama kojima bi se 

smanjilo ireverzibilno oštećenje tkiva povezano sa aterosklerozom i hipertenzijom. 

Jedna od poželjnih opcija, kao in vivo regulisane sinteze MMP-2 i ADAM 12, zasigurno 

bi u terapeutskoj intervenciji doprinela redukciji patološke proliferacije VSMC. 
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7. ZAKLJUČCI 

 Na osnovu rezultata dobijenih i prikazanih u okviru ove doktorske disertacije 

mogu se izvesti sledeći zaključci: 

 

 1. Trombin dovodi do proliferacije primarnih kultura glatkih mišićnih 

ćelija aorte pacova dvojakim mehanizmom: aktivacijom svojih PAR receptora i 

direktnim proteolitičkim cepanjem molekula pro-MMP-2 izlučenog na površinu 

ćelijske membrane. 

 

 2. Trombin aktivira trombinske PAR receptore i dovodi do transaktivacije 

EGFR receptora i aktivacije ERK1/2 kinaze, neophodne za proliferaciju primarne 

kulture glatkih mišićnih ćelija aorte (VSMC) pacova. Primena PD i AG inhibitora 

pokazala je potpunu inhibiciju EGFR receptora, kao i delimična smanjenja aktivacije 

ERK1/2 i proliferacije VSMC stimulisane trombinom. 

 

 3. Glavni ligand EGFR je HB-EGF koji pod delovanjem trombina, biva 

oslobođen proteolitičkim cepanjem od strane metaloproteinaza, i aktivira EGFR 

receptor u primarnoj kulturi VSMC pacova. Njegova blokada sa anti-HB-EGF 

neutrališućim antitelom, dovodi do potpune inhibicije aktivacije EGFR i delimičnih 

inhibicija aktivacije ERK1/2 i proliferacije VSMC stimulisanih trombinom. 

 

 4. HB-EGF se oslobađa proteolizom pro-HB-EGF koju vrše 

metaloproteinaze ADAM 12 i MMP-2. Inhibicija aktivnosti ADAM 12 i MMP-2 

dovodi do delimične inhibicije ERK1/2 kinaze i proliferacije VSMC stimulisane 

trombinom. ADAM inhibitor je potpuno inaktivirao EGFR. Ovim je po prvi put 

pokazano učešće nekog ADAM molekula u trombinom stimulisanoj proliferaciji ćelija. 

 

 5. PKCδ je važan molekul-spona između transaktivacije EGFR receptora i 

signalnog puta trombinskih PAR receptora u proliferaciji primarnih kultura 

VSMC stimulisanih trombinom. Inhibicija aktivnosti PKCδ dovodi do parcijalne 
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inhibicije EGFR i ERK1/2 aktivacije, i njihov stepen inhibicije je ujednačen u odnosu 

na manji stepen delimične inhibicije proliferacije primarnih kultura VSMC stimulisanih 

trombinom. 

 

 6. Aktivacija EGFR receptora u njegovoj transaktivacionoj kaskadi pod 

delovanjem trombina je važan ali ne i presudan događaj za ostvarenje proliferacije 

primarnih kultura VSMC pacova. Potpuno isključenje EGFR receptora sa AG i PD 

inhibitorima i posredno preko neutralizacije HB-EGF i inhibicije aktivnosti ADAM 12, 

samo delimično inhibira proliferaciju VSMC primarnih kultura pacova stimulisanih 

trombinom.  

 7. ERK1/2 je važan molekul u proliferaciji VSMC stimulisanoj trombinom. 

Inhibicija molekula učesnika signalnog puta koji vodi proliferaciji VSMC: EGFR, HB-

EGF, ADAM 12, MMP-2 i PKCδ inhibira aktivaciju ERK1/2 u istoj meri kao i 

proliferaciju VSMC stimulisanu trombinom.  

 8. Izolovana aktivacija EGFR nije neophodna za dalje provođenje signala 

aktivacije ERK1/2 i proliferacije VSMC pod delovanjem trombina. 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. PKCδ je jedan od mogućih signala učesnika u EGFR-

nezavisnom putu proliferacije primarnih kultura stimulisanim trombinom. 

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji a koji se odnose na istraživanje 

učešća i identiteta ADAM molekula u proliferaciji VSMC su prvi eksperimentalni 

podaci koji ukazuju na učešće nekog ADAM molekula u trombinom stimulisanoj 

proliferaciji ćelija. Takođe, po prvi put je pokazano da ADAM 12 učestvuje u 

proliferaciji VSMC bez obzira na agonist, tj stimulus proliferacije. Po prvi put smo 

pokazali da specifični MMP-2 inhibitor (SI-II), inhibira aktivnost MMP-2 i time 

smanjuje aktivaciju EGFR receptora i ERK1/2 kinaze, kao i proliferaciju VSMC 

stimulisanih trombinom. Ova inhibicija aktivnosti MMP-2 sa SI-II u VSMC govori u 

prilog pozitivnom učešću MMP-2 u proliferaciji VSMC stimulisanoj trombinom. 

Zajedno, ovi rezultati ukazuju da su ADAM 12 i MMP-2 glavne molekulske makaze 

koji „isecaju” prekursor pro-HB-EGF, dajući slobodni HB-EGF ligand, koji potom 

transaktivira EGFR receptor. To ukazuje da se za stimulus (trombin), vezuje regulacija 
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selektivnosti pojedinačnog ADAM molekula (ADAM 12) a ne kao što se dosada 

smatralo, isključivo samo za supstrat (u ovom slučaju HB-EGF). PKCδ je jedna od 

spona trostruke membranske kaskade transaktivacionog EGFR signala i aktivacije 

ERK1/2 kinaze u proliferaciji VSMC stimulisanih trombinom. Naši rezultati po prvi put 

pokazuju da je inhibicija proliferacije VSMC nastala usled blokiranja PKCδ primenom 

Rot inhibitora. Takođe, primena EGFR inhibitora, PD169540, u VSMC, po prvi put 

pokazuje inhibiciju proliferacije VSMC kao i inhibiciju aktivacije EGFR i ERK1/2 

kinaze u VSMC pod delovanjem trombina. 

Potencijalni naučni doprinos ove doktorske disertacije je između ostalog u 

upoznavanju procesa rasta i funkcionisanja VSMC u patofiziološkim stanjima kao što je 

to npr. proces ateroskleroze u kome proliferacija VSMC ima ključnu ulogu. Izučavanja 

usmerena u tom pravcu su od izuzetne važnosti za razumevanje uloge trombina kako u 

vaskularnoj biologiji tako i u kardiovaskularnim oboljenjima. 
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