250 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

ROCNIK LXX, 2001, &. 6

616-001.28-002:547.96

(JLQHA ADHE_ZNiCH MOLEKUL V MECHANISMECH ROZVOJE
ZANETLIVYCH POSTRADIACNICH ZMEN - II: INTEGRINY

'Jan OSTERREICHER, *Viktor MEINEKE, 'Pavel PETYREK, 'Ales MACELA, *Dirk van BEUNINGEN
'Ustav radiobiologie a imunologie Vojenské Iékaiské akademie J. E. Purkyng, Hradec Kralové
?Institut fiir Radiobiologie, Sanititsakademie der Bundeswehr, Miinchen, Némecka spolkova republika

Souhrn

Tato prace predklada soucasné poznatky o klasifikaci, obecnych funkcich a interakcich molekul integri-
nové rodiny. Od pivodniho objevu integrinové rodiny, tj. od konce 80. let, byly popsdny mnohé ucinky inte-
grinu tykajici se hojeni ran, zdnétlivé odpovédi, karcinogeneze a vzniku metastdz. V této prdci jsou popsdny
moznosti ovlivnéni exprese integrinii a jejich soucasnd iiloha v radiobiologii.
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The Role of Adhesion Molecules in Inflammatory Postradiation Change Development Mechanisms
Part I1 - Integrins

Summary

This paper presents current knowledge about classification, general functions, and interactions of integrin
superfamily molecules. Since the initial characterization of the integrin family in the late 1980s, there have
been numerous reports of integrin modulation during such processes as the development of wound healing,
inflammation, carcinogenesis, and metastasis. The possible ways of integrin expression changes and the
present and future role of integrins in radiobiology are described herein.
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Uvod

Bylo jiz definovéano, ze adheznimi molekulami
nazyvame proteiny umoziiujici vazbu mezi pfislus-
nou, zpravidla imunokompetentni buiikou, endote-
liemi, komponentami extraceluldrni matrix a také
mezi buitkkami navzijem. V této praci bude charak-
terizovéna role integrinti slouzicich jako receptory
adheznich molekul, plazmatickych proteinti a kom-
ponent extracelularni matrix.

Klasifikace integrini

Integriny jsou ubiquitdrné pfitomné heterodime-
rové receptory, které zprostiedkovavaji adhezi bu-
nék mezi sebou vazbou bunéénych adheznich mo-
lekul, jako jsou VCAM-1, MAdCAM-1, ICAM-1,
2 a 3. Déle umoziiuji vazbu bunék ke komponen-
tdm extraceluldrni matrix a plazmatickym protei-
ndm, jako jsou fibronektin, vitronektin, kolageny,
lamilin, osteonektin, trombospondin, fibrinogen, von
Willebrandtv faktor, koagulaéni faktor X a iC3b
slozka komplementu (3).

Integriny usnadfiuji penetraci imunokompetent-
nich bunék skrz vaskularni bariéru do intersticia.
Integriny jsou heterodimery sloZené z vétsi alfa pod-
jednotky a mensiho beta fetézce, jenZ jsou k sobé
nekovalentné vazany. Jedna se o proteiny, které jsou
za bézného stavu situovany v cytoplazmé a po spus-
téni pfislusného signalu v buiice se transportuji na
membrany aktivované buiiky (14). Podle typu fe-
tézce beta podjednotky lze integriny délit na zi-
kladni tfi skupiny: beta 1-integriny (CD29), beta 2-
-integriny (CD18) a beta 3-integriny (CD61) (27).

Beta 1 podskupina integrinti pfedstavuje soubor
receptorti schopnych véazat komponenty extracelu-
larni matrix, fibronektin, lamilin a kolagen. Beta 1-
-integriny jsou exprimovéany zejména na endotelial-
nich a leukocytarnich membranach (27). Tato sku-
pina molekul je oznaCovéana jako VLA (Very Late
Activation), protoZe dvé z nich, VLA-1 a VLA-2,
se objevuji na lymfocytdrnim povrchu za 24 tyd-
ny po stimulaci in vitro (13).

Mezi beta 2-integriny zahrmujeme zejména LFA-1
(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18; CD54) a
p150,95 (CD11c¢/CD18) (11). Tyto molekuly maji
spoledny beta fetézec (CD18) a variabilni alfa feté-
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zec (CD 1la-c) (2). LFA-1 a Mac-1 maji afinitu k
ICAM-1, ackoli tyto molekuly vykazuji rozdilnou
funkci v interakcich mezi leukocyty a fibroblasty
na jedné strané a leukocyty a endotelidlnimi buii-
kami na druhé strané. Mac-1 je také schopen vazat
proteiny extraceluldrni matrix (27, 29). AvSak funk-
ce p 150,95 je dosud nejasna.

Beta 3-integriny jsou méné znamou skupinou
molekul integrinové rodiny. Jejimi zdstupci jsou
gpllb/Illa (CD41/CD61) a vitronektinovy receptor
(CD51/CD61) schopné vézat fibrinogen, von Wille-
brandiv faktor, vitronectin a trombospondin. Uloha
beta 3-integrinu v mechanismech rozvoje zanétli-
vych zmén je vSak doposud neobjasnéna.

Byl v8ak popsan vliv ionizujiciho zafeni na ex-
presi beta 3-integrin.

Bylo zjidténo, Ze zvySena funkéni aktivita beta
3-integrinu koreluje se zvySenou tvorbou hemato-
gennich metastaz (1, 21), pficemz zvySené hladiny
alfallb/beta 3-integrinu byly vyvolany ddvkami ga-
ma zafeni v rozmezi mezi 0,25-2,0 Gy. Davky 2,5
Gy a vy3$3i naopak tlumily adhezivitu nddorovych
bungk (24).

Inhibice tohoto uUéinku beta 3-integrinu byla
zprosttedkovana pouzitim blokujici protilatky proti
beta 3-integrinu, coZ se nasledné projevilo sniZe-
nim adherence a metastazovdnim melanomovych
bunék (8, 24).

Role integrinii v rozvoji
zanétlivych mechanismi

Migrace neutrofili skrz endotelidlni butiky je za-
visld na souboru interakci mezi aktivovanymi en-
dotelidlnimi buiikami a neutrofily (18). K tomu na-
pomahaji zejména beta 2 integriny. Jejich uloha je
z veétsi ¢asti dana jejich funkci, tj. vazbou ICAM-1
a E-selektinu umoziuji adhezi a penetraci leukocy-
ti ptes endotelidlni bariéru do cilové tkané (19).

Za fyziologického stavu exprimuji cirkulujici neu-
trofily minimalni mnoZstvi beta 2-integrinu a maji
nizkou afinitu k neaktivovanym endotelialnim bun-
kam. Aktivaci endotelialnich bunék mohou vyvolat
cytokiny, 5a slozka komplementu nebo lipopolysa-
charidy, coz se nasledné miiZze projevit i zvy$enou
produkci beta 2-integrinu v neutrofilnich granulo-
cytech (17, 18). ZvySena pfitomnost a funkéni akti-
vita beta 2-integrinu vyvolava nasledné adhezi neu-
trofild k endotelidlnim buiikam prostfednictvim vaz-
by s ICAM-1 (20).

Beta 1 a beta 2-integriny poté umoziuji adhezi
neutrofilil k proteiniim extraceluldrni matrix, jako
jsou lamilin, fibronectin, kolagen a denaturované pro-
teiny (5, 7, 22). Z experimentdlnich vysledki vy-
plyva nezbytnost pfitomnosti obou typl integrinti,
beta 1 i beta 2, v prib&hu migrace neutrofilt inter-
sticidlni tkédni (12).

Zvyseni pfitomnosti integrini na endotelidlni
membrané se projevi jiZ po nékolika minutach po
spusténi pfislusného signélu. Tento fenomén se vy-
svétluje uc¢inkem proteinii souhrnné ozna¢ovanych
jako fokdalni adhezni komplex (FAK). Tento termin
zahrnuje aktin asociované proteiny vyjma aktinu sa-
motného, tj. beta 1-integriny, talin, vinkulin, paxi-
lin a alfa-actinin (6). FAK interaguje s cytoplazma-
ticky lokalizovanymi integriny a vytvafi mustky mezi
nimi a aktinovymi cytoskeletdrnimi proteiny (6), a
tvofi tak cestu rychlého transferu integrinovych mo-
lekul na povrch membrany (16). Uginek FAK byl
pozorovéin 15 minut po stimulaci, pfi¢emz pfitom-
nost beta 1-integrinu na endotelidlnich membranach
se poté zvysila 50nasobné (26). Vzhledem k tomu-
to mechanismu je umoZnén takika okamzity trans-
port leukocytl do cilové tkané.

Ovlivnéni exprese integrini

Ovlivnéni produkce integrinti bylo doposud pro-
vadéno v in vitro experimentech. Byl zjistén stimu-
la¢ni u€inek TGF beta na produkci beta 1-integrinii
(17). Déle bylo potvrzeno, Ze TGF beta zvy3uje pro-
dukci beta 1-integrinu na mRNA i proteinové tirov-
ni (15, 30). Navic, TGF beta mtiZe inhibovat vliv
ostatnich cytokini, které také mohou z asti pod-
porovat tvorbu beta 1-integrinti (14).

Dilezitou praci z obasti inhibice efektu integri-
nd a migrace polymorfonukleari skrz endotelialni
a fibroblastovou bariéru je price Kima a Yamady
(17). Tito autofi sledovali procento migrujicich po-
lymorfonuklearnich bunék ptes bariéry synovial-
nich a dermalnich fibroblasti a také pies monolayer
endotelialnich bunék po stimulaci C5a. Nejvétsiho
efektu inhibice migrace polymorfonukleari pies
bariéru lidskych synovialnich fibroblasti, tj. sniZe-
ni penetrujicich polymorfonukleara ze 65 % (u kon-
trolni skupiny) na cca 25 %, zplsobila aplikace kom-
binace protilatek blokujicich jak beta 1, tak beta 2-
-integriny. Pfi méfeni penetrace polymorfonukleari
pfes bariéru lidskych dermélnich fibroblasti byly
naméfeny podobné vysledky. Po aplikaci kombina-
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ce protilatek proti beta 1 a beta 2-integrinim migro-
valo pfes bariéru cca 15 % bunék oproti vysledkiim
kontrolni skupiny, kdy penetrovalo 55 % polymor-
fonukleari. Pfi sledovani priniku pfes bariéru mo-
nolayeru endotelidlnich bunék u kontrolni skupiny
byla zji§téna penetrace u cca 65 % polymorfonuk-
learl, zatimco po podéani kombinace protilatek pou-
ze proti LFA-1 a Mac-1 a po aplikaci protilatek
proti viem beta 2-integrinim byla zjisténa migrace
jenu 5 % sledovanych bunék. Z jejich vysledki vy-
plyva, Ze po stimulaci polymorfonukleari C5a se
proces migrace jevi beta 2-integrin dependentni,
ale Ze tfeti ¢len rodiny beta 2-integrinti, p 150,95
(CD11¢/CD18), se na migraci polymorfonukleari
pfes bariéry fibroblasti a endotelialnich bunék vy-
znamné nepodili.

Ovlivnéni produkce integrinii bylo také pozoro-
vano po podani n&kterych 1é¢iv. Uginek spoéiva ze-
jména v pferuSeni znamych signalnich mechanis-
mu. Mezi takové preparaty patfi forbol estery (10),
inhibitor tyrosinové kindzy — Genistein (28), for-
skolin, ktery zvySuje hladinu cyklického AMP (9),
gossypol (bifenolova slou¢enina ze stromu Portia,
ktera je uZivana jako protizanétlivy a protitumor6zni
pfipravek) (4), thalidomid (23) a dexametazon (31).

Pfi sledovani u¢inku xantinovych derivatl, které
zvy3uji intraceluldrni hladinu cAMP, bylo zjisténo
pfi in vitro experimentu na bunééné linii potkanich
mikroglii, Ze tato skupina 1é¢iv tlumi nadprodukci
jak beta 1-integrini, tak ICAM-1, které byly vyvo-
lany podanim lipopolysacharidu a IFN gama (32).

Uloha integrinii v radiobiologii

Efekt integrinii jako proteinti podilejicich se na
migraci leukocyti do cilovych tkani ma svij vy-
znam i v radiobiologické problematice, zejména u
postradiaénich zmén zanétlivého charakteru, kde je
zanétliva odpovéd’ organismu negativnim faktorem.
Jako pfiklady takovych postradiatnich zmén lze
uvést radiacni dermatitidu a radia¢ni pneumonitidu.

Doposud neni zcela objasnén vliv ionizujiciho
zéfeni na produkci integrinti, ale z naSich doposud
nepublikovanych vysledki vyplyva, ze k expresi
beta 1-integrinti na melanomové linii IPC-298 do-
chazi jiz za 10 minut po ozafeni davkami 1 a 5 Gy
RTG zafeni. Nadprodukce integrinti je dale oceka-
vana ve fazi migrace leukocytl do ozéfené tkané.

Vime-li, Ze transport integrinti na membrany ak-
tivovanych bunék probiha fadové v minutach a Ze

latentni stadia zminénych postradiaénich zmén tr-
vaji dny az mésice, bude velice obtizné blokovat
tento uc¢inek integrint po dobu celych latentnich sta-
dii téchto zanétlivych postradiaénich zmén. Takové
ovlivnéni by vyzadovalo dlouhodobou terapii né-
kterym vy$e zminénym lé&ivem.

Mechanismus inhibice tvorby integrinii pouZi-
tim xantinovych derivati a dexametazonu by mohl
byt dal§im vysvétlenim jiZ publikovanych vysled-
ki z in vivo studif o pozitivnim efektu podavani
pentoxifylinu, kdy byla pozorovana inhibice rozvo-
Jje znamek radia¢ni pneumonitidy s vyznamnym zlep-
$enim histologického obrazu ozafenych plic (25).

Efekt ionizujiciho zafeni na expresi beta 3-inte-
grinu (24) je velmi zajimavym poznatkem, ktery je
nutné ovéfit na in vivo pokusech. Bude nezbytné
zjistit vliv ionizujiciho zafeni na expresi integrinli
v in vivo modelech. Je také nutné objasnit lohu
beta 3-integrinii v zanétlivych pochodech. Pokud
by se potvrdila domnénka o zvySené expresi inte-
grini po ozafeni malymi ddvkami gama zéfeni do
velikosti 1 Gy, jednalo by se o zavaznou skuteé-
nost z hlediska pldnovéni vojenskych misi, zejmé-
na v oblastech s nizkym davkovym piikonem.

V neposledni fad€, uvazovana iloha adheznich
molekul jako celku nespociva pouze v jejich partici-
paci na zanétlivych mechanismech. Tyto molekuly
se také podileji na vzniku novych hematogennich
metastatickych loZisek pfi vaskularni diseminaci pri-
marniho nddorového loZiska prostfednictvim adhe-
ze nadorovych bunék k endotelu.

To je dilezité hlavné z pohledu radioterapeu-
tickych zésahti v pribéhu lécby malignich nadort.
Pokud by se v in vivo experimentech potvrdila do-
mnénka o zvy$ené metastatické aktivité karcinomi
ozafenych davkami v rozmezi 0,25-2,5 Gy (24), by-
lo by nutné pfehodnotit soucasné radioterapeutické
postupy pouzivajici frakcionovaného ozafeni s jed-
notlivymi frakcemi o velikosti 2 Gy.
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