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Abstract: Angiogenesis is the process of developing new blood vessels that play an important
role in embryogenesis as well as postnatal period. The postnatal angiogenesis is regulated by pro-
and anti-angiogenic factors and several signals, one of which is the ephrin/Eph signal. Ephrin-B2
and its receptor EphB4 are transmembrane tyrosine kinase (RTKS) receptors which have an
important role in angiogenesis inter alia promoting angiogenesis sprouting and participating in
blood vessel maturation (remodeling and stabilization).
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Abstrak: Angiogenesis adalah proses perkembangan pembuluh darah baru yang berperan penting
pada embriogenesis, dan juga saat postnatal. Proses postnatal angiogenesis diregulasi oleh faktor-
faktor pro- dan anti-angiogenik serta sinyal-sinyal, salah satunya ialah sinyal ephrin/Eph. Ephrin-
B2 dan reseptornya EphB4 merupakan reseptor tirosin kinase (RTKs) transmembran yang
berperan penting pada angiogenesis, yaitu untuk memromosikan angio-genesis sprouting, serta

berpartisipasi dalam pematangan pembuluh darah (remodeling dan stabilisasi).
Kata kunci: angiogenesis, Ephrin-B2, EphB4, sinyal EphrinB2/EphB4

Pendahuluan

Dewasa ini angiogenesis telah menjadi
perhatian para peneliti di bidang kedok-
teran. Kondisi patologik dan perkembangan
berbagai penyakit dapat dipahami melalui
proses angiogenesis Yyang ditinjau dari
berbagai aspek.! Angiogenesis postnatal
sering terjadi pada saat penyembuhan luka.
Luka dapat terjadi kapan saja dalam
kehidupan. Tanpa angiogenesis, maka tidak
akan terjadi pertumbuhan jaringan untuk
proses penyembuhan luka. Demikian pula
halnya dengan tumor, jaringan tumor tidak
akan tumbuh bila tidak terjadi angio-
genesis.?

Angiogenesis adalah proses perkem-
bangan pembuluh darah baru yang berperan
penting pada embriogenesis dan juga saat
postnatal. Pada angiogenesis postnatal, sel-
sel endotel dapat diaktifkan oleh induksi
cedera jaringan, siklus hormon seperti pada
kehamilan dan ovulasi, atau induksi per-
tumbuhan pembuluh darah pada tumor.®
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Proses postnatal angiogenesis diregulasi
oleh faktor-faktor pro- dan anti-angiogenik
serta sinyal-sinyal yang meregulasinya.
Faktor-faktor angiogenesis tersebut antara
lain VEGF, FGF, IL-8, angiopoietin, TGF-
o, TGF-B, trombospodin, dan interleukin?,
sedangkan sinyal-sinyal yang meregulasi-
nya ialah notch/delta, ephrin/Eph reseptor,
round-about/slit, dan netrin/UNC famili
reseptor.*

Pada berbagai penelitian yang telah
dilakukan, knock-out pada beberepa mole-
kul dapat memengaruhi proses angio-
genesis, salah satunya ialah knock-out pada
molekul Ephrin-B2 akan menyebabkan
gangguan proses angiogenesis.* Oleh Kare-
na itu, Ephrin-B2 mulai diteliti perannya
pada angiogenesis.

Ephrin-B2 dan reseptornya EphB4
diketahui mempunyai peran penting dalam
perkembangan sistem kardiovaskular dan
juga berkontribusi pada fungsi struktur
pembuluh darah, walaupun mekanisme
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sebenarnya masih belum jelas. Reseptor Eph
adalah protein yang termasuk famili reseptor
tirosin kinase (RTKSs) transmembran® dan
ephrin sebagai ligannya juga merupakan
protein yang terikat pada membran.* Sinyal
ephrin-B2/EphB4 merupakan sinyal dua
arah. Ketika ephrin-B2 terikat pada reseptor
EphB4, maka EphB4 akan menginduksi
sinyal ‘forward’ dan ephrin-B2 akan menye-
babkan terjadinya sinyal ‘reverse’ pada sel
dimana dia berada.® Kedua sinyal ini akan
memromosikan angiogenesis sprouting, dan
juga berpartisipasi dalam pematangan pem-
buluh darah (remodeling dan stabilisasi).®

Angiogenesis

Angiogenesis adalah  pembentukan
pembuluh darah baru dari pembuluh darah
yang sudah ada. Angiogenesis merupakan
tahap penting pada proses penyembuhan
luka® dan pada etiologi dari berbagai
penyakit, seperti psoriasis, retinopati diabe-
tik, dan keganasan.* Dalam hal penyem-
buhan luka, pembuluh darah baru berperan
pada formasi jaringan granulasi yang
mendukung pertumbuhan jaringan dengan
oksigen dan nutrien.?

Angiogenesis merupakan suatu proses
perkembangan yang kompleks meliputi
degradasi membran basalis melalui sekresi
protease, proliferasi sel endotel, migrasi,
pembentukan tabung pembuluh darah,* dan
diferensiasi sel-sel endotel. Angiogenesis
diaktifkan oleh sinyal dari jaringan target.
Sinyal-sinyal aktivasi merupakan faktor-
faktor terlarut yang reseptornya lebih
dominan berada di sel-sel endotel. Faktor
yang terpenting ialah VEGF dan faktor
regulasinya HIF-1a, yang menstimulasi
transkripsi gen VEGF. Faktor pertumbuhan
lain yang penting, seperti aFGF dan bFGF,
dapat juga menginisiasi angiogenesis,
namun mereka tidak hanya memengaruhi
sel-sel endotel tapi juga tipe sel lain. Faktor
pertumbuhan yang juga secara spesifik
memengaruhi sel-sel endotel melibatkan
empat anggota dari famili angiopoietin dan
setidaknya satu anggota famili ephrin.
Faktor-faktor tersebut mengoperasikan
koordinasi tingkat tinggi untuk membentuk
pembuluh yang fungsional. Selanjutnya,

diperlukan juga faktor-faktor yang tidak
spesifik untuk sel-sel endotel seperti PDGF
dan TNF-B.” Sinyal-sinyal yang juga
meregulasi angiogenesis ialah notch/delta,
ephrin/Eph reseptor, roundabout/slit, dan
netrin/UNC famili reseptor.*

Dalam penyembuhan luka, terjadi kas-
kade angiogenesis pada tahap selular dan
molekular. Permukaan sel endotel memiliki
reseptor yang dapat mengikat faktor
angiogenesis pada pembuluh darah yang
sudah ada (pembuluh induk). Faktor per-
tumbuhan yang telah terikat pada reseptor
akan mengaktifkan jalur-jalur sinyal di
dalam sel endotel. Enzim proteolitik dile-
paskan oleh sel-sel endotel yang teraktivasi,
sehingga melarutkan membran basalis di
sekitar pembuluh induk. Sel-sel endotel
berproliferasi dan bertunas ke arah luar
melalui membran basalis, kemudian sel-sel
ini bermigrasi ke daerah luka menggunakan
integrin (avfp3, avB5, dan avpl) yang
merupakan molekul adesi permukaan sel.
Matriks metaloproteinase (MMPSs) melarut-
kan matriks jaringan sekitar pada bagian
tunas pembuluh darah. Tunas pembuluh
darah membetuk saluran tubulus yang
berhubungan untuk membentuk simpul
vaskular yang selanjutnya berdiferensiasi
menjadi cabang arteri dan vena. Pembuluh
darah yang baru dimaturasi oleh rekrutmen
sel-sel mural (sel-sel otot polos dan perisit)
untuk menstabilkan arsitektur dari vaskular.
Sebagai hasil akhir, darah dapat mengalir
pada pembuluh darah matur yang stabil.®

Ephrin dan Reseptor Eph

Reseptor Eph adalah protein yang
termasuk famili reseptor tirosin kinase
(RTKs) transmembran® dengan ephrin

sebagai ligannya, yang juga terikat pada
membran.* Homolog reseptor Eph dan ligan
ephrin telah diidentifikasi pada spesies
vertebrata dan invertebrata seperti mencit,
Xenopus laevis, zebrafish, dan Caeno-
rabhdittis elegans.®

Reseptor Eph dibagi menjadi dua
subkelas, yaitu kelas A dan B, tergantung
dari tipe interaksinya dengan ligan ephrin.*
Secara umum, reseptor Eph kelas A (EphA)
terikat pada jangkar GPI ligan (ephrinA),
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sedangkan reseptor Eph kelas B (EphB)
terikat pada ligan ephrin yang mengandung
domain transmembran (ephrinB).® Struktur
skematis dari reseptor Eph dan ligan ephrin
dapat dilihat pada Gambar 1.

Sama halnya dengan tipe RTK lainnya,
reseptor Eph kelas A dan B mempunyai
domain transmembran tunggal. Regio
ekstrasel reseptor Eph terglikosilasi, dan
mengandung domain pengikat ligan yang
mengandung motif seperti-imunoglobulin,
diikuti oleh sebuah domain yang kaya-
sistein dan dua pengulangan fibro-nektin I11.
Regio intrasel terdiri dari regio juksta-
membran, domain tirosin kinase tunggal,
dan motif pengikat PDZ (PDS-95 post-
synaptic density protein, disc large, zona
ocludens tight junction protein) dalam
region non-katalitik dari terminal-COOH.
Domain kinase dan region jukstamembran
mengandung residu tirosin, dan fosforilasi
dari residu tirosin ini menciptakan tempat
masuk untuk interakasi dengan protein
sinyal yang mengandung domain SH2/SH3

Reseptor Eph

. Tempat pengikatan ligan

Bagian kaya-sistein

Fibronektin tipe Il

Kinase

KelasA KelasB

EphA1  EphB1
EphA2 EphB2
EphA3 EphB3
EphA4  EphB4
EphA5 EphB5
EphA6  EphB6
EphA7

EphA8

(Src-Homology-2/3). Motif pengikat-PDZ
mengikat protein yang mengandung domain
PDZ, yang tersedia sebagai scaffold untuk
pertemuan kompleks protein-protein sinyal
di membran.®

Eph dan ephrin mempunyai hubungan
yang kompleks. Ikatan reseptor-ligan sangat
tinggi promiskuitasnya dalam setiap sub-
kelas dan beberapa juga antara anggota dari
subkelas yang berbeda.® Sebagai tambahan
dari perannya sebagai ligan konvensional
untuk RTK-nya, yang disebut sebagai
‘forward  signaling’, ephrin  memiliki
kemampuan seperti-reseptor untuk trans-
duksi sinyal ke dalam sel tempatnya berada
yang disebut ‘reverse signaling’® Karena
itu sinyal Eph/ephrin sering disebut sebagai
bi-directional signaling (sinyal dua-arah).®
Selama kontak ephrin pada sel-sel berde-
katan, Eph menginisiasi sinyal ‘forward’
oleh autofosforilasi dari beberapa residu
tirosin pada domain tirosin kinase intra-
sitoplasma.

Ligan Ephrin
A
GPI ekstrasel
............ s

Ekstrasel

Transmembran

Sitoplasma

KelasA

Ephrin A1
Ephrin A2
EphrinA3
Ephrin A4
Ephrin A5

Kelas B

Ephrin B1
Ephrin B2
Ephrin B3

Gambar 1. Domain struktur dan sinyal dari reseptor Eph dan ligan ephrin. Jangkar-GPI ephrin-A dan
ligan transmembran ephrin-B berinteraksi dengan domain globular N-terminal dari reseptor Eph sebagai
tempat terikatnya ligan. Domanin globular diikuti oleh bagian kaya-sistein dan dua pengulangan
fibronektin tipe 111, yang mengandung motif dimerisasi. Residu tirosin terfosforilasi menyediakan tempat
masuknya sinyal protein yang mengandung domain SH2. Domain SAM membentuk homodimer dan
dapat meregulasi dimerisasi reseptor. Protein sinyal mengandung tempat masuk domain PDZ ke terminal
karboksi dari reseptor Eph dan ligan ephrin-B. Sumber: Cheng et al, 2002.°
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Pada saat yang sama, sinyal ‘reverse’
dimediasi oleh region terminal-C dari
Ephrin-B, juga melalui fosforilasi tirosin
oleh rekrutmen beberapa molekul, seperti
famili Src kinase, atau jalur tergantung-
PDZ.5

Jalur Sinyal Ephrin-B2/EphB4 pada
Angiogenesis Postnatal

Pada angiogenesis postnatal, seperti
pada tumor dan sistem reproduksi wanita,
endotel yang akan membentuk pembuluh
darah baru mengekspresikan ephrin-B2
dengan kuat.!® Ekspresi ephrin-B2 ini
merupakan identitas dari sel-sel endotel
maupun otot polos pembuluh arteri yang
membedakannya dari pembuluh vena pada
pembentukan pembuluh darah  baru.!
Kultur otot polos pembuluh arteri menun-
jukkan ephrin-B2 dapat mengontrol formasi
adesi-fokal, adesi sel, penjalaran, dan arah
migrasi.*?

Sprouting adalah proses yang terkoor-
dinasi dari migrasi dan proliferasi sel-sel
endotel, termasuk sejumlah besar molekul,
seperti ephrin-B2 dan EphB4. Stimulasi dari
kultur sel-sel endotel dengan bentuk dimerik
dari ephrin-B dan EphB menginduksi sinyal
forward dan reverse untuk memromosikan
angiogenesis sprouting. Pada yang satu,
aktivasi dari Ephrin-B2 pada sel-sel endotel
memromosikan adesi, migrasi, kemotaksis,
pembentukan jaringan kapiler dan angio-
genesis sprouting. Pada sisi yang lain, akti-
vasi sinyal forward EphB4 menginduksi
migrasi dan proliferasi sel-sel endotel.®

EphB4 menginduksi proliferasi dan
migrasi sel-sel endotel sebagai bagian dari
mediasi PI3/Akt.> Inhibisi EphB4 dapat
menurunkan fosforilasi Akt, dengan demi-
kian menginhibisi proliferasi sel. Demikian
juga, blok terhadap PI3K, Akt, PKG dan
MEK dapat menginhibisi proliferasi sel
endotel yang diinduksi EphB4. Akt secara
spesifik memfosforilasi sintase NO di
endotel, yang akan meningkatkan produksi
nitrit mengikuti stimulasi dari EphB4,
dengan demikian mengaktivasi jalur sinyal
cGMP-PKG. Jadi jalur EphB4 yang akan
menginduksi terjadinya proliferasi ialah
melalui kaskade kinase P13/Akt-eNOs/NO-

cGMP/PKG-raf MEK/MAP.®

Untuk  migrasi  sel-sel  endotel,
PI3K/AKkt juga turut berperan melalui jalur
PI3K/Akt-eNOs/NO-FAK. Bukti-bukti lain
menunjukkan bahwa kaskade PI3K/Akt-
NFxB-MMP dapat juga berpartisipasi pada
migrasi sel-sel endotel yang dimediasi oleh
EphB4.°

Sinyal yang dimediasi ephrin-B2 ter-
gantung pada rekrutmen molekul-molekul
sinyal yang kekurangan aktivitas katalisis
intrinsik.Pada sisi yang satu, fosforilasi
ephrin-B2 dimediasi oleh rekrutmen famili
Src kinase (SFK), diikuti oleh ikatan dari
domain SH2/SH3 yang mengadung protein
adaptor seperti GRb4 dan STAT3. Grb4
menginduksi varietas dari sinyal regulasi
sitoskeleton seperti FAK, GIT, dynamin,
CAP/ponsin, Abi-1 dan PAK1, dengan
demikian memediasi migrasi dari sel-sel
endotel. Protein STAT3 mentransduksi
sinyal ephrin-B2 dari membran sel ke
nukleus, yang ditemukan berperan pada
kumpulan sel-sel endotel dan perisit
termediasi-matriks ekstrasel yang diinduksi
oleh sinyal reverse ephrin-B2. Pada sisi
yang lain, protein yang mengandung PDZ
dapat direkrut ke motif ikatan-PDZ dari
ephrin-B2 untuk memediasi sinyal yang
tidak tergantung-fosforilasi, yang cukup
penting dalam sprouting angiogenesis dan
stabilisasi neovaskular.®

Regulasi Sinyal EphrinB2/EphB4 oleh
VEGF

Hubungan antara sinyal-sinyal lain
pada  angiogenesis  dengan  sinyal
ephrinB2/EphB4 masih belum jelas, namun
terdapat kemungkinan ephrinB2/EphB4
diregulasi oleh VEGF, vyaitu aktivator
angiogenesis yang paling kuat dan
diperkirakan memromosi ekspresi ephrin-
B2 oleh sel-sel endotel. DI14/Notch yang
diinduksi oleh VEGF ialah jalur lain yang
sangat diperlukan pada neovaskularisasi dan
secara selektif memromosikan ekspresi
Ephrin-B2. Hal ini memberi kesan bahwa
terdapatkaskade antara VEGF-DII4/Notch-
EphrinB2 pada angiogenesis. VEGF telah
dilaporkan menginduksi spesifik sinyal
langsung-Notch/Delta melalui jalur
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PI3K/Akt, yang mungkin berhubungan
dengan faktor transkripsi Foxc. Telah
dilaporkan juga sebelumnya, protein RBPJ
merupakan mediator transkripsi dari sinyal
Notch dan mungkin berperan pada ekspresi
ephrinB2. Oleh karena itu, VEGF dapat
menginduksi ekspresi dari ephrinB2 melalui
kaskade = VEGF/VEGFR-PI3K/Akt-Foxc-
DI114/Notch-RBPJ-EphrinB2.°

Peran Sinyal Ephrin-B2/EphB4 pada
Angiogenesis Postnatal

Sejumlah penelitian yang dilakukan
telah membuktikan peran sinyal ephrin-
B2/EphB4 ini pada angiogenesis postnatal,
walaupun mekanismenya masih banyak
yang belum jelas.Ephrin-B2 dan reseptor-
nya EphB4 diketahui mempunyai peranan
penting dalam perkembangan sistem kardio-
vaskular dan juga berkontribusi pada fungsi
struktur pembuluh darah.®

Pada sistem vaskular, ephrin-B2 dieks-
presikan di endotel arteri dan sel-sel mural,
sedangkan EphB4 diekspresikan di sel-sel
endotel vena.'® Ephrin-B2/EphB4 mempu-
nyai kemampuan lebih dibandingkan de-
ngan faktor-faktor proangiogenesis klasik
seperti  VEGF/VEGFR dan Angl/Tie2,
yaitu tidak hanya memromosikan angio-
genesis sprouting, tetapi juga berpartisipasi
dalam pematangan pembuluh darah (remo-
deling dan stabilisasi).®

Stimulasi kultur sel-sel endotel dengan
bentuk dimerik larutan ligan ephrinB dan
reseptor Eph mengindikasikan bahwa sinyal
“forward” dan “reverse” dapat memromosi
angiogenesis sprouting. Aktivasi EphB4
menginduksi migrasi dan proliferasi sel-sel
endotel, yang merupakan bagian dari
kaskade sinyal PI3K/Akt.®> EphrinB2 juga
menginduksi migrasi HUVEC melalui jalur
sinyal PI3K dan memromosikan angio-
genesis in vivo pada mencit.'4

Pada pembuluh darah di korpus luteum
tikus, ditemukan overekspresi dari ephrin-
B2 yang diduga berperan sebagai faktor
proangiogenesis yang  memromosikan
neovaskularisasi di korpus luteum. Ekspresi
MRNA ephrin-B2 terdeteksi juga pada
sampel ovarium manusia. EphB4 dan
ephrin-B2 dilaporkan mengalami over-

ekspresi pada karsinoma dan hiperplasia
endometrium manusia.®

Telah dilaporkan juga bahwa ekspresi
EphB4 oleh sel-sel tumor memromosikan
angiogenesis melalui interaksinya dengan
ephrin-B2 di sel-sel endotel. Deregulasi
ekspresi ephrin-B2 dan EphB4 pada sel-sel
endotel diimplikasikan dengan remodeling
abnormal dari pembuluh darah tumor dan
kehilangan identitas arteri-vena pada sar-
koma Kaposi. Sama halnya dengan hepato-
karsinoma yang meng-upregulasi jalur
Notch dan ephrin-B2 di sel-sel endotel
sinusoid, yang biasanya menunjukkan iden-
titas vena dan mengekspresikan EphB4.°

Simpulan

Reseptor Eph adalah protein yang
termasuk famili reseptor tirosin kinase
(RTKs) transmembran dengan ephrin

sebagai ligannya, yang juga terikat pada
membran. Pada sistem vaskular, ephrin-B2
diekspresikan di endotel arteri dan sel-sel
mural, sedangkan EphB4 diekspresikan di
sel-sel endotel vena.

Sinyal Eph/ephrin sering disebut sebagai
bi-directional signaling (sinyal dua-arah),
yaitu terdiri dari ‘forward signaling’ dan
‘reverse signaling’. Melalui sinyal forward,
EphB4 akan menginduksi terjadinya proli-
ferasi dan migrasi sel-sel endotel. Pada
sinyal reverse, ephrin-B2 juga akan mengin-
duksi migrasi sel-sel endotel dan berperan
pada sprouting angiogenesis, juga stabilisasi
neovaskular. Karena itu, pada angiogenesis
postnatal, sinyal ephrin-B2/EphB4 berperan
untuk memromosikan angiogenesis sprout-
ing, juga berpartisipasi dalam pematangan
pembuluh darah (remodeling dan stabi-
lisasi).
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