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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Macierz pozakomoérkowa (ECM) jest dynamiczna, elastyczng i wielosktadnikowa, zwarta struk-
turg, ktéra wypetnia przestrzeit migdzy komoérkami i gdzie dochodzi do magazynowania czyn-
nikéw wzrostu i cytokin. W organizmie, ECM podlega ciaglej przebudowie, zwtaszcza podczas
rozwoju, gojenia ran i innych proceséw naprawczych. Jednym ze sktadnikéw macierzy jest fibro-
nektyna (FN), glikoproteina wielodomenowa i wielofunkcyjna, ktéra w macierzy pozakomor-
kowej moze petni€ role nie tylko strukturalna, ale i regulujaca oddziatywanie komdérka-macierz.
U podstaw molekularnych oddziatywan komoérek z macierza lezy interakcja FN z integrynami.
Dziatajac w parze z receptorem integrynowym, FN rozpoczyna kaskade zdarzen, ktére w kon-
sekwencji doprowadzaja do przekazywania sygnatéw ze srodowiska zewnegtrznego do wngtrza
komérki, regulujac organizacje cytoszkieletu. W artykule szczegdlny nacisk potozono na omoé-
wienie procesu fibrylogenezy. Przedstawiono wspétczesny stan wiedzy o mechanizmach mole-
kularnych przytaczania FN do komérki oraz o udziale sekwencji umiejscowionych w centralnej
i N-konicowej czg¢sci fibronektyny w inicjacji tego procesu.

Pasjonujace wydaja si¢ radykalne zmiany konformacji FN zwiazane z tworzeniem fibryli. Do re-
ceptoréw integrynowych o3, na komérce przytacza sie dimer fibronektynowy, o strukturze glo-
bularnej. Zmiana wzajemnego potozenia komplekséw integryna-FN powoduje naprg¢zenia w ob-
rebie czasteczek fibronektyny. Skutkuje to stopniowa zmiang struktury ze zwartej globularnej
w rozciagnigta fibrylarna i odstonigciem regionéw zdolnych do tworzenia wigzan mi¢dzy cza-
steczkami fibronektynowymi i innymi bioczasteczkami macierzy. W nastgpstwie powstaja nakta-
dajace si¢ widkna, w ktérych zakotwiczone sa komorki i czasteczki niezbgdne do przekazywania
sygnaléw w obrebie tkanki. Artykut koriczy si¢ omdéwieniem proceséw molekularnych tworze-
nia prowizorycznego witéknika podczas gojenia zranien. Proponuje si¢ zastosowanie w medycy-
nie zmodyfikowanych preparatéw fibronektynowych, ktére przyspiesza gojenie ran, szczegdlnie
w miejscu niedokrwionym.

fibronektyna ¢ izoformy ¢ macierz pozakomérkowa ¢ fibrylogeneza

Summary

The extracellular matrix (ECM) is a highly dynamic, elastic, and multicomponent compact struc-
ture which fills the space between cells and provides a storage site for growth factors and cyto-
kines. The ECM undergoes constant remodeling, most obviously during development, wound
healing, and other repair processes. Fibronectin (FN), a multidomain and multifunctional glyco-
protein, is one ECM components which plays not only a structural role, but also a functional one,
regulating the cell-ECM interaction. This review focuses on fibrillogenesis. The current state of
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knowledge about the molecular mechanisms which initiate FN binding to the cell surface thro-
ugh central and N-terminal FN sequences is described. It appears that exciting and drastic chan-
ges in the FN molecule’s conformation are associated with fibril formation. Globular dimeric FN
binds with an integrin receptor on the cell surface. FN-bound o3, integrins actively translocate
from focal adhesions to fibrillar adhesions and this movement causes stretching of the FN mo-
lecule. FN thus becomes extended and fibrillar and dynamic tension forces seem to unmask the
cryptic self-association and other sites implicated in FN-matrix assembly. This provides for the
formation of a fibrillar matrix network anchoring cells and molecules essential for signal trans-
duction within the tissue. Finally, the molecular process of provisional matrix formation during
wound healing is considered. There are some suggestions that modified FN preparations could
be applied in medicine, particularly in patients after ischemic injury.

Key words:

fibronectin * isoforms * extracellular matrix ° fibrillogenesis

Full-text PDF:

Word count: 3763
Tables: -
Figures: 2
References: 83

http://www.phmd.pl/pub/phmd/vol_61/11468.pdf

prof. Iwona Katnik-Prastowska, Katedra i Zaktad Chemii i Immunochemii AM, ul. Bujwida 44a, 50-345 Wroctaw;

FN - fibronektyna; ECM - macierz pozakomorkowa; FN-III - motyw fibronektynowy typu Ill;

Adres autorki:
e-mail: iwona@immchem.am.wroc.pl
Wykaz skrotow:
pFN - fibronektyna osoczowa; ¢FN - fibronektyna komérkowa.
Wstep

Pierwsze informacje o fibronektynie (FN), pojawily si¢
w 1948 roku za sprawa Morrisona i wsp. [52]. Podczas
frakcjonowania osocza ludzkiego odkryli oni biatko nie-
rozpuszczalne w niskiej temperaturze, ktére nazwali glo-
buling nierozpuszczalna na zimno, w skrécie CIG (cold
insoluble globulin). Kolejne wzmianki na temat FN po-
chodza z wezesnych lat siedemdziesiatych ub.w., kiedy to
r6zni badacze, zaobserwowali, iz powierzchnia prawidto-
wej komorki traci biatko o duzej masie w wyniku trans-
formacji nowotworowej. Hynes [29] nazwal odkryte przez
siebie biatko LETS (large external transformation sensi-
tive), czyli duze, zewngtrzne biatko wrazliwe na trans-
formacje. W tym samym okresie zesp6t pod kierunkiem
Vaheriego nazwat FN powierzchniowym antygenem fibro-
blastéw (surface fibroblast antigen), a zesp6t kierowany
przez Hakomoriego — galaktoproteing a [41]. Ostatecznie,
w potowie lat siedemdziesiatych ub.w., w celu ujednolice-
nia nomenklatury Vaheri zaproponowatl nazwe fibronekty-
na [57]. Poczatkowe badania nad FN rozbudzity ogromne
nadzieje. Spekulowano nawet, ze FN moze by¢ gtéwnym
biatkiem odpowiedzialnym za nowotworzenie. Wydawato
sig, ze znaleziono nareszcie niezawodny marker transfor-
macji nowotworowej. Wkrotce entuzjazm okazat si¢ przed-
wczesny, fibronektyna nie speinita poktadanych nadziei.
Jednak wraz z rozwojem narzedzi badawczych oraz zasto-
sowaniem przeciwcial monoklonalnych okazato sig, ze FN
jest glikoproteing o mozaikowej budowie i sktada si¢ z wie-
lu funkcjonalnych domen [30,56,57,66]. Rola jej polega na
udziale w adhezji, proliferacji, rozptaszczaniu i migracji
komorek [27,36,39,42]. FN uczestniczy w procesach em-
briogenezy oraz w tkankowych procesach naprawczych po
zranieniach [20,48,67]. Jednym z zagadnien intensywnie

badanym w ostatnim dziesigcioleciu jest sposéb funkcjo-
nowania FN w macierzy pozakomorkowej, zmiany jej kon-
formacji podczas tworzenia macierzy oraz oddziatywanie
z innymi sktadnikami macierzy [19,28,68,71,76,80].

MACIERZ POZAKOMORKOWA

Macierz pozakomoérkowa (extracellular matrix — ECM)
zwana rowniez zewnatrzkomorkowa, to makromoleku-
larna sie¢ otaczajaca komorki w réznego typu tkankach.
ECM ma ztozony sktad, obejmujacy glikoproteiny kola-
genowe 1 niekolagenowe, zanurzone w uwodnionym zelu
polisacharydowym. Biatka kolagenowe, gtéwny budulec
macierzy, dzielg si¢ na dwie klasy: wiékienkowe, do kto-
rych nalezy najlepiej dotychczas poznany kolagen typu
I oraz niewtdkienkowe, takie jak kolageny bton podstaw-
nych typu IV, VIII i X (basement membrane collagens),
kolageny mikrofibrylarne typu VI, kolageny FACIT (fibryl-
associated collagen with interrupted triple helix) typu IX,
XII, XIV, XVI, XIX oraz multipleksyny (multiple triple-
helix domain and interruptions) typu XV i XVIIL. W gru-
pie biatek niekolagenowych ECM wyrézniamy elastyne,
fibronektyne, lamining, trombospondyng, tenascyny, ma-
tryliny, nidogen, fibuling, fibryling oraz glikoproteiny za-
socjowane z mikrofibrylami [2]. Wigkszo$¢ biatek macie-
rzy pozakomodrkowej to biatka mozaikowe majace w swojej
budowie czesci ztozone ze strukturalnie podobnych domen
utworzonych z powtarzajacych si¢ modutéw. Moduty typo-
we dla sktadnikéw ECM sa obecne réwniez w niektérych
biatkach nienalezacych do macierzy, np. FN-III w chity-
nazie Al z Bacillus circulans WL-12 [75].

Macierz pozakomérkowa byta tradycyjnie postrzegana jako
statyczne rusztowanie utrzymujace wlasciwa strukture tkan-
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Ryc. 1. Struktura mozaikowa podjednostki FN; zaznaczono motywy typu: |-, Il-, lll- oraz miejsca alternatywnego sktadania. Liczbami oznaczono numery

kolejnych motywow. RGD — sekwencja wigzaca integryny, PHSRN — synergistyczna sekwencja wigzaca integryny, ED-A, ED-B, IlICS — regiony
powstajace w wyniku alternatywnego molekularnego sktadania. Domeny ED-A i ED-B moga by¢ w catosci wiaczone lub wytaczone z faricucha
polipeptydowego. Region IlICS (zmienny, V) moze by¢ wiaczony w catosci i wéwczas sktada sie ze 120 aminokwaséw (V120), wiaczony czesciowo
na trzy sposoby: po dwa segmenty o tacznej dtugosci 95 lub 89 aminokwaséw (V95,V89), tylko jeden z segmentdw, o dtugosci 64 aminokwasdw

(V64) albo catkowicie wytaczony z taricucha podjednostki FN (V0)

ki, stanowigce jednoczesnie miejsce zakotwiczenia dla doj-
rzewajacych komorek. Najnowsze badania wskazuja jed-
nak, iz jest to struktura bardzo dynamiczna, sktadniki ECM
sg wysoce elastyczne, ulegaja ciagtemu przemieszczaniu
i odksztalceniom. Fibrylarne i mikrofibrylarne sktadniki
macierzy oddzialuja wzajemnie ze soba, z jednej strony
utrzymujac mocna, elastyczna i zwarta strukture tkanki,
z drugiej strony kontrolujac funkcjonowanie komérek po-
przez regulacje oddziatywan komdérka-macierz, modulacje
zewnatrzkomoérkowych sygnatéw oraz zapewnienie miejsc
magazynowania czynnikéw wzrostu i cytokin [71].

U podstaw molekularnych oddziatywan FN z komoérka-
mi lezy interakcja z integrynami, integralnymi biatkami
bton komérkowych, bioracymi udziat w procesach adhe-
zji komorka-macierz lub komoérka-komérka. Mechanizmy,
dzigki ktérym fibrylarne biatka ECM gromadza si¢ w pew-
nych miejscach i podlegaja reorganizacji nie zostaly do-
tychczas w petni wyjasnione, wiadomo jednak, ze FN be-
daca sktadnikiem macierzy pozakomérkowej odgrywa
gtéwna role w takich procesach jak adhezja, migracja, an-
giogeneza czy procesy naprawcze [71]. Dzialajac w parze
z integryna, FN uczestniczy w przekazywaniu sygnatu ze
srodowiska zewngtrznego do wnetrza komorki. Receptor
integrynowy o3, (nazywany réwniez receptorem VLA-5)
taczy FN z biatkami cytoszkieletu taling i winkuling, kt6-
re z kolei oddziatuja z wiéknami aktyny [19]. Interakcja
FN z receptorem integrynowym lezy u podstaw mechani-
zmow regulujacych organizacj¢ cytoszkieletu i funkcjo-
nowanie komorki [22].

Bupowa | FORMY MOLEKULARNE FIBRONEKTYNY

Podstawowa jednostka strukturalng FN jest dimer sktada-
jacy si¢ z dwéch podobnych, ale nie zawsze identycznych
taricuchéw polipeptydowych o zblizonych masach cza-

steczkowych okoto 250 kDa [28,66]. Kazdy z tanicuchéw
FN zbudowany jest z powtarzajacych si¢ motywow ami-
nokwasowych oznaczonych jako typ I, II i III, rozmiesz-
czonych nieregularnie i tworzacych tzw. strukturg mozai-
kowa biatka (ryc. 1).

Typ I zbudowany jest z okoto 40 aminokwaséw tworza-
cych dwie lezace jedna nad druga ptaszczyzny przeciw-
réwnolegtej struktury B, jedna zbudowana z dwdéch nici,
druga z trzech [7]. Typ II sktada si¢ z okoto 40 aminokwa-
soéw tworzacych dwie prawie prostopadte wzgledem siebie,
dwuniciowe ptaszczyzny przeciwréwnolegtej struktury 3
[60]. Oba typy zawieraja po cztery konserwowane reszty
cysteinowe tworzace mostki dwusiarczkowe usztywniajace
strukture. Typ I utworzony jest z okoto 90 aminokwaséw
i sktada si¢ z dwdch potozonych naprzeciw siebie ptasz-
czyzn przeciwréwnolegtej struktury B, jednej trzy- a dru-
giej czteroniciowej [38]. Motywy wszystkich trzech typéw
wystepuja réwniez w czasteczkach innych bialek zwierze-
cych, np. tenascyna, jedno z biatek ECM, bogata jest w fi-
bronektynowe moduty typu III [2,66]. Karboksylowe korice
tadcuchow FN sa potaczone para mostkéw dwusiarczko-
wych, a w obrebie kazdego pojedynczego taficucha wyste-
puje okoto 30 wewnatrztaiicuchowych wiazan dwusiarcz-
kowych, umiejscowionych w modutach typu I i II [66].

Powtarzajace sie¢ moduty FN buduja swoiste domeny.
Domeny te sa miejscami oddziatywan z r6znego rodza-
ju innymi molekutami, takimi jak kolagen, heparyna, fi-
bryna oraz z komérkami. FN jest biatkiem podatnym na
atak enzymoéw proteolitycznych (zwtaszcza proteaz se-
rynowych), gtéwnie w miejscach taczacych poszczegdl-
ne domeny. Powstate w wyniku degradacji fragmenty FN
w wigkszosci zachowuja funkcjonalne wiasciwosci do-
men, aczkolwiek moga ujawnia¢ aktywnosci, ktérych nie
wykazuje natywna FN [36,66].
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Ryc. 2. Przebudowa strukturalna FN w zaleznosci od Srodowiska.
W roztworze FN jest biatkiem globularnym (R), sktadajacym sie
zliniowego szeregu niezaleznie fatdujacych globularnych motywéw
zwinietych w stosunkowo zwartg strukture. Po wbudowaniu
wfibryle, czasteczka FN jest rozciggnieta (B) i oddziatuje bocznie
z sasiadujacymi czasteczkami FN, prawdopodobnie utozonymi
przeciwréwnolegle. Strzatka wskazuje miejsce wiazace integryne
(czarna kropka), ktore w wolnej czasteczce FN jest czesciowo
niedostepne, a po rozwinieciu struktury staje sie wyeksponowane.
(Wg [28], za zgoda PNAS)

Fibronektyna w organizmach ssakéw moze wystgpowac
w wielu postaciach molekularnych. Na jej heterogennos¢
sktada si¢ obecnos¢ postaci powstaltych w wyniku alterna-
tywnego molekularnego sktadania (alternative splicing) lub/
oraz posttranslacyjnej glikozylacji. Fibronektyna wystgpuje
w postaci rozpuszczalnej — osoczowej (pFN) i w dwéch po-
staciach nierozpuszczalnych: zwiazanej z btona komérkowa
oraz usieciowanej wielkoczasteczkowej, obecnej w macierzy
pozakomorkowej. Rozpuszczalna posta¢ FN wystepuje nie
tylko w osoczu, ale i innych ptynach biologicznych: ptynie
owodniowym [21], mézgowo-rdzeniowym [64], Slinie [26].
Osoczowa FN jest wytwarzana w watrobie przez hepatocyty.
Posta¢ nierozpuszczalna wystgpuje na powierzchni réznego
typu komérek oraz w macierzy pozakomérkowej, gléwnie
w tkance tacznej. Ta postac jest wytwarzana przewaznie lo-
kalnie w tkankach [42,57]. FN wytwarzana przez komorki
inne niz hepatocyty nazywana jest komérkowa (cFN). W pro-
wizorycznej macierzy wystgpowaé moze zarowno FN po-
chodzaca z osocza, jak i wytwarzana miejscowo przez fi-
broblasty, limfocyty, makrofagi, komérki nabtonkowe, czy
miocyty naczyi krwionosnych. Obie sa produktem tego sa-
mego genu, a réznice strukturalne, ktére migdzy nimi wy-
stepuja sa wynikiem alternatywnego sktadania na poziomie
mRNA. Postacie osoczowa i tkankowa r6znig sie¢ konforma-
cja. Wedlug Hynesa [28] pFN istnieje jako biatko globularne,
sktadajace si¢ z niezaleznie faldujacych si¢ domen o zwar-
tej strukturze. W postaci nierozpuszczalnej czasteczka FN
ulega rozciagnigciu do postaci fibrylarnej, ktorej widkienka
asocjuja, tworzac usieciowana macierz (ryc. 2).

Hipoteza sformutowana przez Hynesa [28] znalazla po-
twierdzenie w pracach doswiadczalnych. W fizjologicz-
nych warunkach pH i sily jonowej FN utrzymywana jest
w postaci zwinigtej dzigki swoistym oddzialywaniom po-
migdzy poszczegdlnymi regionami w obrebie jednej cza-
steczki. Zwigkszenie sity jonowej i/lub pH powoduje rozwi-
nigcie struktury FN [32]. Réwniez podchloryn, wydzielany
przez aktywowane neutrofile, moze modyfikowac struktu-
re¢ FN i innych biatek znajdujacych si¢ w ich bezposred-
nim sasiedztwie. Zaobserwowano, ze reakcja tagodnego
chlorowania pFN(1-2 mM HOCI1/Ocl") prowadzi do roz-
faldowania biatka, zwigksza dostgpnosc¢ epitopdw i powi-
nowactwo w reakcji z przeciwciatami [54].

Alternatywne molekularne sktadanie dotyczy trzech domen
FN, zwanych ED-A, ED-B i lIICS (ryc. 1). Domeny ED-A
i ED-B, o strukturze modutu typu III, wystepuja w tarcu-
chu polipeptydowym, odpowiednio za modutem IIT, i IIL,
i moga by¢ wlaczane lub wytaczane w catosci. Domena
IIICS, zwana tez regionem zmiennym (V), a niekiedy no-
wotworowo-ptodowym, sktada si¢ z segmentéw, ktore
moga by¢ w catosci lub czg¢sciowo wbudowywane w do-
meng (ryc. 1). Réznice w ekspresji domen ED-A, ED-B
i IIICS daja w sumie mozliwos¢ powstania 20 réznych izo-
form ludzkiej FN. Izoformy zawierajace ED-A, wytwa-
rzane przede wszystkim podczas embriogenezy i gojenia
zranien, wpltywaja na adhezje komoérek i ekspresje genow.
Spowodowane jest to zdolnoscia swoistego oddziatywania
ED-A z dwiema integrynami, o3, i o8, [39]. FN zawie-
rajaca ED-B jest wytwarzana podczas embriogenezy, go-
jenia ran i w transformacji nowotworowej, jednak funk-
cja tej domeny nie zostata dotad sprecyzowana. Badania
krystalograficzne i NMR sugeruja, ze na styku modutéw
ED-B i Il tworzy sig szczelina o kwasowym charakterze,
niewystepujaca na styku IIL i I, ktéra mogtaby by¢ miej-
scem swoistego oddziatywania biatko-biatko [8]. Regiony
ED-A i ED-B wystgpuja w réznym stopniu w cFN, nato-
miast w pFN sg nieobecne [3]. Region IIICS wpltywa na
adhezje pewnych typéw komorek, poniewaz zawiera miej-
sca wigzania integryny o, 3,. Wykazano tez w tym regio-
nie aktywnos$¢ wigzania jonéw dwuwartosciowych, naj-
prawdopodobniej o strukturze typu ,,palca cynkowego™ [1].
W czasteczce pFN jeden z fancuchéw dimeru zawsze ma
ten region, drugi zas jest jego pozbawiony [30].

Za heterogennos¢ FN odpowiada réwniez posttranslacyjna
glikozylacja. FN zawiera okoto 5-9% weglowodanéw przy-
taczonych wiazaniem N- lub O-glikozydowym, jednakze
rozmiar oraz typ tej glikozylacji zmienia si¢ w zaleznosci
od rodzaju tkanki i typu komérki [30]. Charakterystyczny
profil glikozylacji znany jest dla pFN, cFN i embrionalne;j
FN [35]. FN ma siedem potencjalnych miejsc N-glikozy-
lacji umiejscowionych na modutach typu II i III, w obrgbie
domeny wiazacej kolagen oraz domeny centralnej [49,72].
Wigkszos¢ N-glikanéw pFN i komdrkowej FN to dwuante-
nowe oligosacharydy typu ztozonego, wystepujace w kilku
postaciach. W czasteczce pFN dwa taricuchy cukrowe ule-
gaja fukozylacji, w FN komoérkowej takich tancuchéw jest
sze$¢ [72]. Komorkowa FN zawiera tzw. fukoze rdzenio-
wa przylaczona wigzaniem 1,6 glikozydowym, pFN na-
tomiast przewaznie jest jej pozbawiona [17]. FN osoczowa
zawiera wigcej kwasu sjalowego przytaczonego do resz-
ty galaktozy wigzaniem 02,6 glikozydowym, podczas gdy
komoérkowa FN, usjalowana w mniejszym stopniu, zawie-
ra kwas sjalowy przylaczony wiazaniem o2,3 [17,34]. FN
nowotworowo-ptodowa, wytwarzana przez komérki em-
brionalne oraz zmienione nowotworowo, podlega O-gliko-
zylacji przy jednej z reszt treoniny w regionie IIICS [45].
FN z ptynu maziéwkowego u chorych na reumatoidalne
zapalenie stawow rozni si¢ od pFN tadunkiem, masg cza-
steczkowa, zawartoscia weglowodanow (6,9%) oraz obec-
noscia réznych izoform powstatych w wyniku alternatyw-
nego sktadania [9,59,82]. U chorych na reumatoidalne
zapalenie stawow tkankowa FN tatwo ulega fragmentacji.
Badania dowodza, iz proteolityczne fragmenty FN moga
mie¢ znaczacy udzial w patologii reumatoidalnego zapa-
lenia stawéw [6, 23, 24]. Badania Przybysz i wsp. [62,63]
wskazuja, iz catkowita degradacja FN i staba immunore-
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aktywnos¢ niektérych domen z przeciwciatami monoklo-
nalnymi oraz mata ekspresja kwasu sjalowego i fukozy na
jej glikanach charakteryzuje wytacznie wczesny etap cho-
roby reumatoidalnego zapalenia stawéw.

PRzYLACZANIE SIE FIBRONEKTYNY DO KOMORKI

Fizjologiczne st¢zenie FN w osoczu ludzkim waha si¢
w granicach 150-800 pg/ml i wynosi Srednio 300 pg/ml
[18]. Pomimo stalej obecnosci tak wysokich stezent FN, pro-
ces tworzenia sig¢ fibryli fibronektyny nie zachodzi samo-
rzutnie, lecz jest Scisle kontrolowany i regulowany przez
komorki, na ktérych powierzchni rozpoczyna sig¢ polime-
ryzacja. Izolowana z komorek, dojrzata macierz nie wy-
kazuje zdolnosci przytaczania kolejnych czasteczek fibro-
nektyny [46].

Czasteczki FN sa swoiscie wiazane do komérek po-
przez obecne na ich powierzchni receptory integrynowe.
Wymienia si¢ co najmniej 12 rodzajow integryn, wystg-
pujacych na powierzchni réznych typow komorek, ktd-
re moga swoiscie taczy¢ si¢ z FN [61]. Wigkszo$¢ z nich
wykorzystuje centralnie potozony region wiazacy komor-
ki, w ktérym w module III | wystgpuje petla aminokwa-
sowa, zawierajaca charakterystyczng dla bialek oddzia-
tujacych z integrynami sekwencj¢ RGD, a w module III,
— synergistycznie dziatajaca sekwencja PHSRN. Innym
miejscem zdolnym do oddziatywania z integrynami jest
region zmienny IIICS, z ktérym wiaza si¢ takie integry-
ny, jak np. a,,b, i o3, [56]. W inicjacji fibrylogenezy jed-
ng z najistotniejszych jest integryna o..f3,. Aktywujaca role
moze odgrywac jednoczesne, synergistyczne oddziatywa-
nie integryny z receptorem aktywatora plazminogenu typu
urokinazowego (UPAR) [51] lub proteoglikanem, takim jak
syndekan 4 [81].

Proces fibrylogenezy rozpoczyna si¢ od przytaczenia wol-
nej osoczowej FN, poprzez sekwencje RGD, do receptora
integrynowego [44,69,80]. Jednak wiele badart doswiad-
czalnych wskazuje, ze powstanie kompleksu FN-integry-
na musi by¢ poprzedzone zwigzaniem N-konicowej cze-
$ci FN z odpowiednim miejscem na powierzchni komoérki
[74]. Préby identyfikacji miejsca wiazacego N-koniec FN
nie daty dotad jednoznacznych wynikéw. Wykazano, ze
N-koncowy region FN wiaze si¢ z powierzchnia komor-
ki odwracalnie i do ograniczonej liczby miejsc wiazacych
[47]. W celu wyizolowania ewentualnego receptora blo-
nowego, Zhang i Mosher [83] inkubowali komérki ze zna-
kowanym 70 kDa N-koncowym fragmentem FN, nastgp-
nie dodawali transglutaminaz¢ osoczowa jako czynnika
sieciujacego i ekstrahowali za pomoca 2% siarczanu do-
decylu sodu. Zaobserwowali czastki, ktérych ruchliwosé
w SDS-PAGE odpowiadata masie wyzszej niz 3000 kDa,
z czego wywnioskowali, ze receptory N-korficowego re-
gionu maja wyjatkowo duza mase czasteczkowa, albo nie
daja si¢ przeprowadzi¢ do roztworu za pomoca siarcza-
nu dodecylu sodu. Christopher i wsp. [12] zaobserwowa-
li istnienie trzech morfologicznie réznych miejsc wiaza-
nia 70 kDa N-koncowych fragmentéw FN, z czego dwa
zlokalizowane byty na powierzchni komérki, w ogni-
skach przylegania (focal adhesions) i w miejscach kon-
taktu z macierza (matrix contacts, zwanych tez miejscami
przylegania widkienkowego — fibrillar adhesions), nato-
miast trzecie w macierzy pozakomoérkowej, na powstaja-

cych witéknach fibronektynowych. Bae i wsp. [3] wykazali,
ze w hodowli in vitro przytaczanie si¢ egzogennej FN do
komorek pozbawionych powierzchniowej FN i niesynte-
tyzujacych jej samodzielnie zalezne jest od obecnosci od-
powiednich bialek adhezyjnych (pFN lub lamininy 1, lecz
nie witronektyny) w podtozu, na ktérym hodowane sa ko-
morki. Efekt taki nie jest zauwazalny dla komérek synte-
tyzujacych endogennie FN. Wyniki tych badan sugeruja,
ze do integryny efektywnie przytacza si¢ jedynie §wiezo
wydzielona FN, w przeciwnym razie wigzanie wymaga
jednoczesnego oddziatywania FN z odpowiednim podto-
zem (macierza). Jako miejsce wiazania N-koricowego re-
gionu FN rozwazano tez integryne o3, [19], co wydaja
si¢ potwierdza¢ do§wiadczenia Kamiya i wsp. [33], w kt6-
rych przeciwciata skierowane przeciwko podjednostce f3,
blokuja przytaczanie si¢ 70 kDa N-koncowego fragmen-
tu FN do powierzchni komérek. Tej hipotezie zaprzeczaja
jednak wyniki innych badan. Na przyklad, zaobserwowa-
no, ze znakowane ztotem 70 kDa N-konicowe fragmenty
FN wiaza si¢ na powierzchni komérki w zupetnie innym
miejscu niz znakowane 160—180 kDa fragmenty central-
ne zawierajace sekwencj¢ RGD, a wigc wiazace integry-
neg 0L5|31 [58]. Zaobserwowano tez, za pomoca przeciwciat
znakowanych fluorescencyjnie, ze lokalizacja N-korico-
wych fragmentéw FN jest inna niz podjednostki o hete-
rodimeru integryny [74]. Niezaleznie od szczegdtow me-
chanizmu wiagzania FN do komoérki, wiele wskazuje na to,
ze aby doszto do oddziatywania FN-integryna, region za-
wierajacy sekwencje RGD musi zosta¢ najpierw wyeks-
ponowany poprzez zaangazowanie N-koricowej czgsci FN
w wigzanie z odpowiednim miejscem [74]. Najnowsze ba-
dania przyniosty odkrycie jeszcze jednego sposobu inicja-
cji fibrylogenezy, niezaleznej od motywu RGD. Okazato
sig, ze w N-konicowej czgsci FN, w module L istnieje se-
kwencja NGR, ktéra pod wptywem nieenzymatycznego
przeksztatcenia asparaginy w izoasparaginian staje si¢ se-
kwencja zdolna do swoistego oddziatywania z integryna
o B, (izo-DGR) i zapoczatkowania wzrostu fibryli [73]. Jest
to zatem mechanizm regulowany posttranslacyjna mody-
fikacja aminokwasowa.

TWORZENIE FIBRYLI FIBRONEKTYNOWYCH

Przytaczenie FN do integryny wywotuje zmiang konfor-
macyjna receptora i jego przejscie w stan aktywowany
[27]. Aktywowane receptory integrynowe o, 3, w kom-
pleksie z FN zaczynaja tworzy¢ skupiska. Proces ten za-
chodzi dzigki dimerycznej budowie czasteczek FN [68].
Nastgpnie kompleksy przemieszczaja si¢ po powierzchni
komorki z ognisk przylegania (focal adhesions) w kierun-
ku czgsci centralnej, do miejsc tworzenia widkien (fibril-
lar adhesions) [53,55]. Przemieszczanie jest zalezne od
oddziatywania, posredniczonego przez tensyng, cytosolo-
wej czeSci aktywowanych receptoréw integrynowych z cy-
toszkieletem aktynowym [55]. Zmiana wzajemnego polo-
zenia kompleksow integryna-FN podczas przemieszczania
powoduje naprezenia w obrgbie czasteczek fibronektyny.
Skutkuje to zmiana struktury FN ze zwartej w rozciagnigta
(ryc. 2). Technika fluorescencyjnego rezonansowego prze-
niesienia energii wykazano, ze zmiana ksztattu czasteczki
FN pod wptywem naprezeni, zachodzaca podczas fibrylo-
genezy nie jest jednostopniowym przejsciem z konforma-
cji globularnej w fibrylarna, ale odbywa si¢ w sposob wie-
lostopniowy [5]. Rozciagnigcie czasteczki FN eksponuje
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liczne rejony oddziatywan FN-FN. Najistotniejszy w pro-
cesie fibrylogenezy jest region N-koicowy, obejmujacy
moduty I, | [68]. W obrebie podjednostki FN istnieja co
najmniej trzy regiony zdolne do oddziatywania z N-kon-
cowymi modutami, obejmujace motywy IIT, i IIL, w cen-
tralnej czesci tancucha oraz 111, |, w domenie heparyno-
wej I [19,80]. Dodatkowo, moduty IIL, III i IIT,; moga
wigza¢ modut II1 [19], a I1I, , moze oddziatywa¢ z 11, |,
[32]. Tego typu oddzialywania odgrywaja rol¢ zaréwno
w tworzeniu fibryli, jak i w utrzymywaniu globularnej, nie-
aktywnej postaci wolnych czasteczek FN w roztworze. Na
przykiad, motywy III, , w czasteczce wolnej FN wystgpuja
w konformacji charakteryzujacej si¢ zdolnoscia do stabe-
go oddzialywania z N-koicem, co pomaga w utrzymaniu
globularnej struktury. Rozciagnigcie czasteczki powodu-
je zmiang wzajemnego potozenia tych dwdéch motywow
i utworzenie miejsca silnego oddziatywania z N-koricem,
promujacego fibrylogenezg [76]. Interakcje zachodza po-
migdzy sasiadujacymi czasteczkami FN w kompleksach
z integrynami, a takze pomigdzy zwiazanymi i wolnymi
czasteczkami FN, ktére przylaczaja si¢ do powstajacych
struktur wprost z roztworu, z pomini¢ciem wigzania si¢
z integryna [70]. We wczesnych etapach powstawania, fi-
bryle fibronektynowe sa rozpuszczalne w deoksycholanie,
pOzniej zas, w sposOb nieodwracalny, przechodza w struk-
tury nierozpuszczalne [46]. Nie jest do korica pewne, ja-
kie zjawisko odpowiada za ten proces. Odkrycie w C-koni-
cowym rejonie FN, w module I,,, aktywnosci izomerazy
dwusiarczkowej [37], nasuwa podejrzenie, ze sasiadujace
ze soba taricuchy FN w fibrylach moga ulegac¢ sieciowa-
niu poprzez tworzenie migdzyczasteczkowych mostkéw
dwusiarczkowych, jednakze jak dotad nie udato sig tej hi-
potezy potwierdzi¢ [44]. Inna mozliwoscia jest tworzenie
wysoce stabilnych, niekowalencyjnych oddziatywan bial-
ko-biatko [10], co zostato potwierdzone dla modutu III,
ktéry po czg¢sciowym rozfatdowaniu ulegat polimeryzacji
na zasadzie tworzenia miedzyczasteczkowych struktur 3
typu amyloidowego (3D domain swapping) [40]. FN jest
tez substratem transglutaminazy tkankowej, bioracej udziat
w sieciowaniu fibryli fibronektynowych [78]. W miarg na-
rastania fibryli fibronektynowych, powstate struktury uwal-
niaja si¢ stopniowo od komérkowych receptoréw integry-
nowych. Odbywa si¢ to pod wptywem sity mechanicznej
[79]. Dimery FN wbudowane w sie¢ fibrylarng podlega-
ja podczas tworzenia i funkcjonowania ECM znacznemu
rozciaganiu. Dochodzi do rozfaldowywania struktur dru-
gorzedowych w motywach typu III. Rozciagnigcie modutu
I, powoduje zmiang konformacji petli RGD i zmniejsze-
nie jej dostgpnosci dla receptora integrynowego, co utatwia
oderwanie si¢ fibronektyny wbudowanej w fibryle od ko-
morki. W catym procesie fibrylogenezy mechanicznie wy-
muszone, stopniowe rozfatldowywanie czasteczki FN bez-
posrednio wptywa na jej funkcjonowanie.

Komunikacja komérek z macierza jest niezbgdna do ich
funkcjonowania. Zahamowanie jej powoduje ,,anoikis” —
apoptotyczng $mier¢ spowodowana utratg prawidtowego
oddziatywania integryna-ECM [15]. W czasteczce FN zna-
leziono dwa miejsca o aktywnosci antyadhezyjnej, prze-
ciwdziatajacej wigzaniu si¢ integryn z macierza: w modu-
le I, oraz 111, [16,50]. Dziataja one najprawdopodobniej
przez swoisty receptor blonowy, ktérego aktywnos¢ blokuje
aktywacje integryn [50]. Miejsca te sa ukryte we wnetrzu
czasteczki i ulegaja wyeksponowaniu dopiero po zwiaza-

niu FN z heparyna lub strawieniu przez metaloproteina-
z¢ macierzy typu 2 (MMP-2). To, czy staja si¢ one aktyw-
ne réwniez poprzez mechaniczne rozciagnigcie czasteczki
FN w fibryli nie zostato jak dotad zbadane.

ODDZIALYWANIE FIBRONEKTYNY ZE SKLADNIKAMI MACIERZY

Biatkiem najpowszechniej wystgpujacym w macierzy jest
kolagen. Za pomoca immunofluorescencji wykazano, ze
w macierzy pozakomorkowej fibronektyna wspétwystepu-
je z kolagenem i jej nieobecnos¢ uniemozliwia tworzenie
prawidtowych fibryli kolagenowych [77]. W czasteczce fi-
bronektyny wyrdznia si¢ miejsce wiazace kolagen, obejmu-
jace moduty LII I [19]. Jednakze spos6b oddziatywa-
nia migdzy kolagenem a fibronektyna jest jak dotad mato
poznany. Paradoksalne wydaje si¢ to, ze wigzanie fibro-
nektyny in vitro z natywnym kolagenem, w poréwnaniu
do zdenaturowanego, jest stabe [31]. Innymi biatkami ma-
cierzy, ktore wiaza si¢ do fibronektyny, sa tenascyna [13],
fibulina [4], czy trombospondyna [65].

Powszechnie wystgpujacymi makroczasteczkami w macie-
rzy pozakomoérkowej sa tez proteoglikany i glikozoamino-
glikany. Najlepiej zbadane jest wiazanie fibronektyny do
heparyny. Mechanizm oddziatlywania FN z glikozamino-
glikanami, na przyktadzie reakcji z heparyna przystgpnie
opisat Ingham [30] na stronie internetowej ,,Fibronectin —
molecular interactions”. Miejsce wigzania glikozoamino-
glikanéw w FN obejmuje moduty III , , i nazywane jest
miejscem wiazacym heparyne II. W czasteczce FN wy-
rézniono tez inne miejsce oddziatujace z heparyng swo-
iscie, cho¢ nieco stabiej niz wezesniej wspomniane, zwane
miejscem wiazacym heparyng I i obejmujace moduty I, ..
Uwaza sig, ze w oddzialywaniu FN z glikozoaminoglika-
nami w ECM posrednicza oba te miejsca, a takze dwa inne,
znacznie stabiej wiazace heparyng, potozone w N-korico-
wej czegSci domeny wiazacej komorki. W macierzy poza-
komoérkowej FN oddziatuje gtéwnie z siarczanami hepa-
ranu i chondroityny i ich proteoglikanami. Wspomniane
wczesniej oddziatywanie z wystgpujacym na powierzchni
komorek wytwarzajacych macierz syndekanem 4 podczas
etapu wiazania si¢ z integryna réwniez zachodzi poprzez
taricuch siarczanu heparanu. Badania Chena i wsp. [11]
wskazuja, ze oddziatywanie FN z proteoglikanami bogaty-
mi w siarczan heparanu moze by¢ jednym ze sposobow re-
gulacji aktywnosci np. transformujacego czynnika wzrostu
B (TGE-B). Czynnik ten odktadany jest w ECM w postaci
nieaktywnych kompleksow z biatkiem wiazacym latentny
TGF-B (LTBP1). LTBP1 ma w swojej strukturze miejsce
wiazace heparyng. Wykazano, ze faczy si¢ ono za posred-
nictwem proteoglikanéw siarczanu heparanu z FN i w ten
sposéb zostaje wbudowane w macierz, gdzie jest magazy-
nowane. FN jest gléwnym regulatorem odktadania LTBP1
w macierzy, a zatem i lokalnej aktywnos$ci TGF-B3, wie-
lofunkcyjnego czynnika kontrolujacego proliferacje, réz-
nicowanie, transformacj¢ czy apoptoz¢ komorek. Istnieja
tez doniesienia o oddziatywaniu niektérych proteoglika-
néw z FN poprzez ich rdzen biatkowy [25].

Ubpziat FN w PROCESACH NAPRAWCZYCH

Niewlasciwe gojenie si¢ zraniei wystgpuje u os6b z de-
ficytem czynnika krzepnigcia XIIla. Czynnik ten kowa-
lencyjnie sieciuje czasteczki fibryny podnoszac jej stabil-
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nos¢ strukturalng, ponadto odpowiada za wiazanie FN do
skrzepu fibrynowego. W poczatkowej fazie krzepnigcia
uczestniczy gtéwnie osoczowa FN z wbudowanym regio-
nem V tylko w jednej z dwéch podjednostek dimeru [42].
Skrzep przywraca integralnos$¢ naczynia krwionosnego
a jednoczes$nie tworzy tymczasowa macierz fibrynowo-
fibronektynowa [48]. Sposéb oddziatywania FN z fibry-
na jest przedmiotem wielu badan. Dotychczas ustalono,
ze w pierwszej kolejnosci dochodzi do niekowalencyjnej
interakcji domeny fibrynowej I (moduly I, ) ze swoistym
miejscem w czasteczce fibryny, nastgpnie pod wptywem
czynnika XIIla wytwarza si¢ kowalencyjne wiazanie, ktd-
re wzmacnia kompleks. W koricu dochodzi do interakcji
drugiej domeny wiazacej fibryng, obejmujacej moduty
I, ,,» ktéra oddziatuje z fibryna stabiej i mniej swoiscie,
ale prawdopodobnie pomaga czasteczkom FN w skrzepie
przybraé odpowiednia konformacje, eksponujaca jej miej-
sca wiazace [43]. Utatwia to adhezje, rozprzestrzenianie
fibroblastéw i umozliwia migracj¢ elementéw komorko-
wych do miejsca zranienia. W dalszej fazie udziat w two-
rzeniu prowizorycznej macierzy ma przede wszystkim
komoérkowa FN pochodzaca z komdrek zgromadzonych
w miejscu zranienia. Magnusson i Mosher [42] sugeru-
ja, ze to wlasciwosci adhezyjne komérkowej FN decydu-
ja o jej znaczeniu w procesach naprawczych. Kolejnym
etapem jest zastapienie macierzy prowizorycznej macie-
rza wlasciwa zbudowang gtéwnie z kolagenu i niewielkich
ilosci FN. Badania in vivo nad rola pFN w gojeniu zra-
nien skory wykazaly, ze czasowe wytaczenie wytwarza-
nia osoczowej FN nie zatrzymuje proceséw naprawczych,
jednakze przebiegaja one znacznie wolniej, a obszar za-
palny jest znaczaco wigkszy niz w przypadku statej obec-
nosci pFN [67]. Ghosh i1 wsp. [20] opracowali hydrozelowy
opatrunek przyspieszajacy gojenie, w ktérym zastosowa-
li potaczenie funkcjonalnych domen FN z kwasem hialu-

PismiennicTWO

ronowym. Zbadano réwniez znaczenie FN in vivo w incy-
dentach niedokrwiennych. Otrzymane wyniki wykazaty,
ze pFN gromadzi si¢ w znacznej iloSci w miejscu niedo-
krwionym, wydatnie przyspiesza gojenie oraz ogranicza
obszar dotknigty niedokrwieniem [67].

PobsumowaNIE

Fibronektyna jest glikoproteina o unikatowej, mozaikowe;j
budowie, ktdrej segmenty uktadaja si¢ w aktywne biolo-
gicznie domeny zdolne do reakcji z r6znymi sktadnika-
mi Srodowiska. Wyjatkowosc¢ tego biatka polega na moz-
liwosci zmiany struktury przestrzennej w zaleznosci od
warunkéw srodowiska i potrzeb organizmu. W krwi FN
krazy w postaci biatka globularnego, nieaktywnego pod
wzgledem biologicznym, ale gotowego do wzigcia udziatu
w waznych dla organizmu procesach tkankowych. Tak si¢
dzieje w przypadku naprawy zranien. Fibronektyna oso-
czowa wraz z fibryna w wieloetapowym procesie tworzy
prowizoryczng siateczke, ktdra stanowi podstawe do odbu-
dowania zniszczonej tkanki. Procesowi temu towarzyszy
zmiana konformacji fibronektyny z globularnej w rozcia-
gnietg — wldkienkowa oraz odstonigcie niektérych, ukry-
tych do tej pory miejsc aktywnych. Najnowsze wyniki prac
wskazuja, ze rola FN nie koniczy si¢ na odtworzeniu tkan-
ki. Jako sktadnik tkankowy bierze aktywny udzial w ko-
munikacji komérek z otoczeniem, przeksztalcajac bodz-
ce mechaniczne na sygnaly biochemiczne. Badania nad
fibronektyna wchodza w nowa fazg. Wydaje sie, ze klu-
czem do wyjasnienia jej roli w procesach metabolicznych
jest spojrzenie na nig jako na czasteczke niezwykle dyna-
miczna pod wzgledem struktury i funkcji. Z medycznego
punktu widzenia mozna zada¢ pytanie czy zmiany w eks-
pozycji domen i glikotopéw moga by¢ wyktadnikiem sta-
nu organizmu?
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