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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Integryny nalezg do duzej rodziny transbtonowych receptoréw adhezyjnych, ktérych gtéw-
nym zadaniem jest odbieranie i przekazywanie sygnatéw biochemicznych i mechanicznych
przez btone komdrkowa w obu kierunkach. Integryny i ich ligandy odgrywaja gtéwna role
w licznych fizjologicznych i patologicznych procesach, takich jak migracja, réznicowanie ko-
morek, hemostaza, angiogeneza, inwazja nowotwordw i gojenie sie ran. Sygnaty powstajace
wewnatrz komérki powodujg przejscie integryny w stan zdolny do wigzania liganda na skutek
zmian konformacyjnych wewnatrz jej czasteczki. Wigzanie zewnatrzkomdrkowych ligandéw
indukuje réwniez zmiany w strukturze czasteczki integryny, ktére sg przekazywane do wnetrza
komérki. Przejécie integryn z postaci nieaktywnej do postaci sprzyjajacej wiazaniu liganda to-
warzyszy reorganizacja wigzan disiarczkowych wewnatrz jej czasteczki. Powstawanie, redukcja
i reorganizacja wigzan disiarczkowych katalizowana jest przez izomeraze disiarczkowa (PDI).
PDI zidentyfikowano na powierzchni wielu typéw komdrek, takich jak: komérki srédbtonka,
watroby, nowotworowe, trzustki i typu B. Izomeraza disiarczkowa wystepuje na powierzchni
plytek krwi, gdzie odgrywa wazna role w procesach adhezji, agregacji i wydzielania. PDI bez-
poérednio oddziatuje z integrynami, a wymiana: grupa tiolowa-disiarczek moze wptywaé na
zmiany przestrzenne podczas aktywacji integryn. W pracy oméwiono strukture przestrzenna
integryn, a takze role reorganizacji wigzan disiarczkowych w procesie ich aktywacji.

integryny - PDI - grupy tiolowe - wigzania disiarczkowe « stan redoks - Ero1 - reakgje utleniania i redukgji
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Summary

Integrins belong to a large family of transmembrane cell adhesion receptors that communicate
biochemical and mechanical signals in a bidirectional manner across the plasma membrane. Inte-
grins and their ligands play a crucial role in a number of physiological and pathological processes,
including cell migration, cell differentiation, hemostasis, adhesion, angiogenesis, cancer, cell
invasiveness and wound healing. Intracellular signals switch integrins into a ligand-competent
state as a result of conformational changes within the integrin molecule. Binding of extracel-
lular ligands induces structural changes that can transmit signals to the cell interior. Transition
of integrins from an inactive to a ligand binding state involves rearrangement of the disulfide
bonding pattern. The rearrangement of disulfide bonds is modulated by protein disulfide isomer-
ase (PDI). PDI has been found on the surface of several types of cells, including endothelial cells,
hepatocytes, cancer cells, pancreatic cells and B cells. PDI was identified on the platelet surface,
where it plays an important role in platelet reactions such as adhesion, aggregation and secre-
tion. PDI was found to directly interact with integrins. Disulfide-thiol exchange mediated by PDI
appears to be involved in the conformational changes in integrin activation. In this report we
describe the structure of integrin and the role of disulfide bond rearrangement in its activation.
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w powtdrzenia cysteinowe (cysteine-rich repeat regions), ECM — macierz zewnatrzkomoérkowa
(extracellular matrix), EGF-like - powtdrzenia sekwencji aminokwasowych podobnych do se-
kwencji obecnych w naskdérkowych czynniku wzrostu (epidermal growth factor-like), ER - sia-
teczka srédplazmatyczna (endplasmic reticulum), Ero1 - biatko o aktywnosci oksydoreduktazy
umiejscowione w siateczce srodplazmatycznej (endoplasmic reticulum oxidoreductin 1), FAD
— dinukleotyd flawinoadeninowy, GSH - glutation w postaci zredukowanej, GSSG - glutation
w postaci utlenionej, Ig-SF —nadrodzina immunoglobulin (immunoglobulin superfamily), LIMBS —
domena indukowanego przez ligand wigzania jonéw (ligand-assiciated metal binding site), MAPK/
ERK - szlak transdukgji sygnaty zalezny od kinazy aktywowanej mitogenami (mitogen-activated
protein kinese/extracelular signal regulated kinese pathway), MIDAS — domena odpowiedzialna za
aktywacje biatka zalezna od wigzania jonéw (metal ion dependent adhesion site), PDI - biatkowa
izomeraza wigzan disiarczkowych (protein disulfide isomerase), PSI - domena obecna w biatkach
nalezacych do rodzin pleksyn semaforyn lub integryn (plexin/semahorin/integrin domain), RGD -
motyw zawierajacy sekwencje aminokwasowa Arg-Gly-Asp, SDL - petla determinujaca swoisto$¢

przytaczania liganda (specificity determining loop).

STRUKTURA INTEGRYN

W3réd receptoréw odpowiedzialnych za proces adhezji
wyrdznia sie receptory zwigzane z adhezja miedzy komdr-
kami oraz receptory odpowiedzialne za adhezje komdrek
do macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM - extracellular
matrix). Do pierwszej grupy naleza kadheryny oraz duza
grupa biatek powierzchniowych tworzaca nadrodzine im-
munoglobulin Ig-SF (immunoglobulin superfamily) [32].
Do drugiej grupy nalezg integryny, ktére wystepuja je-
dynie w $wiecie zwierzat, ale sa obecne juz u prymityw-
nych organizméw wielokomérkowych, takich jak ggbki
lub koralowce [12].

Integryny naleza do rodziny receptoréw glikoprote-
inowych. Podstawowa wla$ciwoscia integryn jest zdol-
no$¢ wigzania bardzo réznych biatek macierzy zewna-
trzkomdrkowej, takich jak fibronektyna, fibrynogen,
witronektyna, laminina, kolagen, plazminogen, oste-
opontyna, czynnik von Willebranda, czy sialoprote-
iny szkieletu macierzy. Mimo specjalizacji w kierunku
wiazania biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej, inte-
gryny moga by¢ zaangazowane w oddziatywania ko-
mérka-komdrka [62]. Integryny sg wykorzystywane
przez mikroorganizmy chorobotwédrcze np. echowi-
rusy, adenowirusy, herpeswirusy, jako czynnik umoz-
liwiajacy wnikanie ich do wnetrza komdrek [76,91].
Posrednicza w przekazywaniu sygnatéw zwiazanych
z adhezja, migracja, proliferacjg, réznicowaniem ko-
moérek oraz apoptoza [70]. Ze wzgledu na bardzo duza

réznorodno$¢ liganddw, sg zaangazowane w podsta-
wowe dla funkcjonowania organizmu procesy, takie
jak utrzymywanie homeostazy, odpowiedZ immunolo-
giczna, generowanie stanéw zapalnych, nowotworze-
nie, przemieszczanie sie elementéw morfotycznych
krwi, aktywacja ptytek krwi [30], chondrogeneza [5],
czy miogeneza [69].

Czgsteczki integryn sa zbudowane z taticucha a i f two-
rzgcych niekowalencyjnie zwigzany heterodimer, Wy-
rézniono 18 réznych taticuchéw a i 8 taficuchéw f, ktére
mogg sie faczy¢ ze sobg dajac odpowiednio 24 kombinacje
réznych heterodimerdw [31]. Integryny sa zbudowane
z duzej N-koticowej domeny zewnatrzkomdrkowej, do-
meny transblonowej oraz krétkiej domeny cytoplazma-
tycznej [1,86,87].

Ze wzgledu na rodzaj przylaczanego liganda integryny
mozna przyporzadkowaé do odpowiednich grup: inte-
gryny przytaczajace laminine (o, a,B,, o,B,, o B, o,
aB,), przytaczajace kolagen (o, B, B, a,B,, o, B, a,,B,),
leukocytarne (B, o, B,, «,B,, & B,) oraz rozpoznajace
motyw RGD (a,B,, a B, o, B, &, B, o, By, o By 1 By). Inny
rodzaj klasyfikacji dotyczy wystepowania w taricuchu
a-swoistego - okoto 180-200-aminokwasowego regionu
wewnetrznego o charakterze kwasowym, okres$lanego
mianem domeny al. Wyréznia sie podjednostki a, ktére
maja domene ol (o, o, o, , &, &y, O, A, &) oraz pod-
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0 integryny przytaczajace kolagen
e integryny przytaczajace laminine
e integryny leukocytarne
0 integryny rozpoznajace motyw RGD
Q integryny z podrodziny a4

W integryny majace domene al

Ryc.1. Schemat podziatu integryn w zaleznosci od tworzacych je podjednostek oraz rodzaju przytaczanego liganda. Warto zwrdci¢ uwage, ze jedynie podjednostki
a4, a6 i aV wykazuja zdolnos¢ tworzenia w petni funkcjonalnej czasteczki integryny z wiecej niz jedna podjednostka B

jednostki a niemajagce domeny ol (a,, a,, ,, a,, &, Ay, &,
ay, o) (ryc. 1) [79].

Strukture przestrzenng integryn opisuje sie jako podobng
do sylwetki ludzkiej, gdzie globularna ,,gtowa” oparta jest
na dwéch ,,nogach” przechodzacych w domene transbto-
nowa (ryc. 2). Do interakcji miedzy podjednostkg a i p do-
chodzi gléwnie w obrebie ,,gtowy” [29]. W miejscu interakgji
moze sie tworzy¢ tzw. motyw wiazania typu RGD, do ktdrego
przylacza sie sekwencja Arg-Gly-Asp czgsteczki liganda [99].

W obrebie ,gtowy” podjednostke a tworzy struktura
B-$migta (B-propeller) sktadajaca sie z siedmiu motywéw
B-kartki. Jezeli w podjednostce a danego typu wystepuje
domena al, to jest umiejscowiona miedzy drugim a trze-
cim motywem f-kartki. W strukturze B-§migta sg obecne
motywy spinki do wloséw typu B (B-hairpin), ktére wigzg
jony Ca?* stabilizujgc calg strukture ,,gtowy”. W obrebie
,nogi” podjednostki a wyrézniamy obszar ,,wyzszej nogi”
utworzony przez strukture okre$lang mianem uda (thigh)
oraz obszar ,,nizszej nogi” sktadajacy sie z dwéch domen
typu ,,tydka” (calf), odpowiednio calf-1 i calf-2, ktére sa-

siadujg z regionem transblonowym. Miedzy strukturg
,uda” oraz domeng calf-1 jest obecny region wigzacy jony
Ca* okreslany mianem , kolana” (genu), bedacy miejscem,
w ktérym dochodzi do zagiecia podjednostki a wéwczas,
gdy jest ona w konformacji nieaktywnej [48].

Podjednostka p w obrebie ,,odcinka glowowego” skta-
da sie z domeny PI wykazujacej duze podobienistwo do
domeny al oraz hybrydowej i PSI (plexin/semahorin/
integrin domain). Nazwa pochodzi od biatek, w ktérych
ta domena wystepuje. W regionie ,,odcinka ogonowe-
go0” podjednostke B tworzg cztery powtdrzenia EGF-like
(epidermal growth factor-like) oraz terminalna domena
B-ogona (B-tail) [57]. Zaréwno domena PSI, jak i regiony
I-EGF sa bogate w reszty cysteinowe tworzace miedzy
sobg wigzania disiarczkowe [71,98].

Dojrzate, w petni funkcjonalne podjednostki a, takie jak
a3, a4, a5, a6, a7, a8, a9, aV, allb i aE powstaja w wyniku
obrébki potranslacyjnej polegajacej na proteolitycznym
trawieniu odpowiednich prekursoréw. Enzymatyczne cie-
cie biatka odbywa sie w obrebie motywu: Arg-Xxx-Arg/

668



Popielarski M. i wsp. — Rola izomerazy disiarczkowej w aktywadji integryn

gtowa

wyzsza
noga

udo

nizsza

<«

noga

TMD - domena transmembranowa
CYTO - domena dytoplazmatyczna

odcinek
gtowowy
PSI
J
I-EGF 1
I-EGF 2
| [EGF3 | odcinek
I-EGF 4 ogonowy

Ryc. 2. Schemat budowy integryn. Stosunek wielkosci domen pokazanych na rycinie w przyblizeniu odpowiada realnemu stosunkowi wielkosci domen w obrebie biatka

Lys-Arg lub motywu: His-Xxx-Xxx-Xxx-Arg/Lys-Arg i pro-
wadzi do utworzenia C-koticowego lekkiego taricucha oraz
N-konicowego ciezkiego taricucha. Laricuch lekki ma mase
okoto 25 kDa i jest zbudowany z domeny cytoplazmatycz-
nej, transblonowej i fragmentu regionu zewngtrzkomdérko-
wego. kanicuch ciezki ma mase 120 kDa i sktada sie z pozo-
statej cze$ci domeny zewngtrzkomdrkowej. Oba taricuchy
potaczone sg mostkiem disiarczkowym. Proces ciecia jest
przeprowadzany przez konwertaze biatkowg podobng do
furyny (furin-like protein convertase) [46].

Domena al (lub aA) obecna w podjednostce o wykazuje
homologie do tzw. domeny A obecnej w czynniku von Wil-
lebranda, ktéra jest odpowiedzialna za wigzanie kolagenu.
Domena al przyjmuje ksztalt okreslany mianem konfor-

macji Rossmanna (Rossmann fold) utworzony z siedmiu
a-helikséw otaczajacych centralnie potozona strukture
B-kartki [45]. W obrebie domeny al wystepuje motyw
adhezji zaleznej od jonéw metalu MIDAS (metal ion de-
pendent adhesion site). Region MIDAS w warunkach fi-
zjologicznych przytacza jony Mg? lub Mn? [99] w obrebie
pieciu bocznych taricuchéw umiejscowionych na trzech
réznych petlach. Pierwsza z petli zawiera trzy reszty ami-
nokwasowe charakterystyczne dla catej domeny al: Asp-
-Xxx-Ser-Xxx-Ser. Druga petla zawiera reszte treoniny
(Thr), a trzecia reszte kwasu asparaginowego (Asp) [24].

W integrynach niemajacych domeny al jej role przejmuje
domena okre$lana jako fI, al-like, aA-like, lub PA, ktéra
zawiera motyw strukturalnie homologiczny do motywu
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MIDAS oraz sekwencje Asp-Xxx-Ser-Xxx-Ser. Domena fI
rézni sie od domeny al tym, ze zawiera dwa dodatkowe
segmenty. Jeden z tych segmentéw oddziatuje z obsza-
rem B-$migta w podjednostce a, podczas gdy drugi jest
okreslany jako petla determinujgca swoisto$¢ przyta-
czania liganda SDL (specificity determining loop). W do-
menie PI jest obecna takze domena przylegajaca do do-
meny MIDAS, tzw. ADMIDAS (adjusted to MIDAS) oraz
region indukowanego przez ligand wigzania jonéw LIMBS
(ligand-assiciated metal binding site). Zaréwno ADMIDAS
jak LIMBS w odréznieniu od kasety MIDAS moga wiazaé
jony Ca? [57]. Przylgczenie jonéw Ca?* do regionu ADMIDAS
powoduje hamowanie przylaczania liganda, podczas gdy
przytaczenie Mn? stymuluje adhezje [56,75].

Wigzanie jonéw dwuwartociowych jest niezbedne do prawi-
dtowego funkcjonowania integryn. W zaleznosci od rodzaju
jonu, jego rolaw posredniczeniu przytaczania liganda moze
by¢ rézna. Jony Mn? i Mg? stymulujg procesy adhezyjne.
Funkgja jondw Ca? zalezy od ich stezenia: duze stezenie jo-
néw Ca? dziata hamujgco na adhezje, natomiast mate steze-
nie jonéw Ca?" w polaczeniu z optymalnym lub zblizonym do
optymalnego stezeniem jonéw Mg? stymuluje przytaczenie
liganda do integryny [56]. W przypadku jonéw Ca? réwniez
miejsce wigzania pelni istotng role w stymulacji badZ ha-
mowaniu adhezji. Niewielkie stezenie jonéw Ca?* powoduje
ich wigzanie do regionu LIMBS inicjujac stymulacje rozpo-
znawania i przylaczania liganda. Duze stezenie natomiast
jest skorelowane z wigzaniem sie jonéw Ca?" do regionu
ADMIDAS i inhibicja adhezji [57].

MECHANIZM AKTYWACJI INTEGRYN

Aktywacja integryn moze si¢ odbywa¢é na dwa sposoby,
w zaleznosci od kierunku, z ktérego pochodzi sygnat ak-
tywacji: z zewnatrz komérki (outside-in signaling) oraz
z wnetrza komdérki (inside-out signaling). W przypadku
przekazywania sygnatu typu outside-in przytaczenie ligan-
da do zewnatrzkomérkowych domen integryny prowadzi
do przemieszczenia cze$ci glowowej obu podjednostek,
wydluzenia integryny w obszarze ,,kolana” oraz wypro-
stowania calej struktury. Nastepstwem wyprostowania
integryny jest rozsuniecie sie domen tworzacych obszar
,nog”, temu procesowi towarzyszy rozsuniecie sie regio-
néw transbtonowych i cytoplazmatycznych obu podjed-
nostek. Zaktywowane w ten sposéb czasteczki integryny
wykazuja zwiekszone powinowactwo do ligandéw i zaczy-
naja tworzy¢ skupiska (clustering), co inicjuje procesy ad-
hezyjne miedzy komdrka a macierza zewnatrzkomdrkowa
[24]. Ponadto po rozsunieciu ,,nég” integryny, domeny cy-
toplazmatyczne moga oddziatywaé z wewnatrzkomérko-
wymi biatkami odpowiedzialnymi za transdukcje sygnatu,
np. w przypadku integryny o B, i szlaku kinazy MAPK/
ERK (mitogen-activated protein kinese/extracelular signal
regulated kinese pathway) bioracej udziat w odpowiedzi
komérki na czynniki wzrostu [20]. Szlaki przekazywania
sygnatu uruchomione w wyniku aktywacji integryn, regu-
luja zachowanie komdrek, ich ksztatt, polarno$é, zdolno$é
do przemieszczania sie, wzrostu i réznicowania oraz moga
blokowaé procesy apoptotyczne [24].

Model aktywacji inside-out zaktada, Ze do przejscia integry-
ny w stan aktywny nie jest wymagane przylaczenie liganda
[102]. Aktywagja typu inside-out przebiega z udziatem we-
wnatrzkomdrkowych biatek zwiazanych ze szkieletem cyto-
plazmatycznym: kindlin, talin oraz migflin [28,29]. Kindliny
sg odpowiedzialne za etap rekrutacji migflin w poblizu do-
men cytoplazmatycznych integryn. Migfliny przeprowadza-
ja proces przemieszczenia filamentéw cytoszkieletu z dala
od integryn. Cytoplazmatyczne domeny integryn wolne od
blokujacych je filamin pochodzacych z filamentéw cytosz-
kieletu moga oddziatywa¢ z talinami odpowiedzialnymi za
finalny etap aktywacji, ktéry prowadzi do rozsuniecia obu
podjednostek integryn [56,82].

Integryny wystepuja w trzech konformacjach: zamknietej,
zaktywowanej (wydtuzonej zamknietej) oraz aktywnej (wy-
dluzonej otwartej). Podstawowym elementem, ktéry ulega
zmianie podczas przechodzenia z konformacji zamknietej
(ryc. 3) do zaktywowanej (ryc. 4) jest wydtuzenie integryny
w miejscu zgiecia, ktdre lezy miedzy domeng calf-1i udem
w podjednostce o oraz domeng I-EGF1 i I-EGF2 w podjedno-
stce B. Proces ten prowadzi do swoistego ,,wyprostowania”
przestrzennej struktury catego biatka i jest stabilizowany
przez separacje domen transbtonowych oraz regionu ,,niz-
szych nég” [73,75].

MODEL DZIALANIA INTEGRYN

W obrebie domeny MIDAS podjednostki a pie¢ wspomnia-
nych wczeéniej reszt aminokwasowych (odpowiednio: dwie
reszty seryny, dwie reszty kwasu asparaginowego i jedna
reszta treoniny) tworzy tzw. podstawowa i dodatkowa do-
mene koordynacyjna, ktére otaczaja dwuwarto$ciowe jony
metalu. Podstawowa domena koordynacyjna oddziatuje
z jonem metalu bezposrednio, podczas gdy dodatkowa do-
mena koordynacyjna oddziatuje z jonem metalu za posred-
nictwem czasteczek wody dostarczajacych obdarzone tadun-
kiem ujemnym czasteczki tlenu niezbedne do utworzenia
wigzania koordynacyjnego z dodatnio natadowanym jonem
metalu [21,89].

Gdy domena al zmienia konformacje z zamknietej na otwar-
tg reszty aminokwasowe zmieniajg swoje potozenie. Resz-
ta kwasu asparaginowego przemieszcza sie z podstawowe;j
do dodatkowej domeny koordynacyjnej, a reszta treoniny
w przeciwnym kierunku. Zmiana polozenia reszt amino-
kwasowych zachodzi przez zmiane potozenia tancuchéw
bocznych domeny al. Procesowi temu towarzyszy prze-
mieszczanie sie jondw metalu. Zmiana w podstawnikach
koordynujacych jon metalu dotyczy zamiany majacej ujem-
ny fadunek elektryczny reszty asparaginy na pozbawiona ta-
dunku reszte treoninowg. Reakcja zwieksza elektrofilowo$é
jonu metalu, co zapewnia latwiejszg interakcje z ujemnie
natadowanymi regionami liganda [21,72,89].

W konformacji otwartej integryny (ryc. 5) reszty ami-
nokwasowe treoniny i seryny sg obecne w podstawowe;
domenie koordynacyjnej, a dwie reszty kwasu asparagi-
nowego wchodza w sktad dodatkowej domeny koordyna-
cyjnej. W konformacji otwartej jedyna czasteczke tlenu
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Ryc. 3. Schemat budowy integryny pozostajacej w konformacji zamknigtej

—— petla B6-07 podjednostki B

e C-koncowy a7-heliks podjednostki 3
—— petla B6-a7 podjednostki o

e C-konicowy a7-heliks podjednostki o
TMD — domena transmembranowa

CYTO — domena dytoplazmatyczna
DH — domena hybrydowa

Ryc. 4. Schemat budowy integryny zawierajacej domene al (A) oraz integryny niemajacej domeny al (B) pozostajacej w konformadji zaktywowanej (wyprostowanej

zamknigtej)
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—— petla B6-a7 podjednostki a
e (C-koncowy a7-heliks podjednostki o

TMD — domena transmembranowa
CYTO — domena dytoplazmatyczna
DH — domena hybrydowa

@ - dodatkowy ligand wewngtrzny

—> kierunek przemieszczania/obrotu domen

PSI

|

I-EGF 3
I-EGF 4
[

Ryc. 5. Schemat budowy integryny zawierajacej domene al (A) oraz integryny niemajacej domeny al (B) pozostajacej w konformagji aktywnej (wyprostowanej

otwartej)

obdarzona tadunkiem ujemnym obecng w podstawowej
domenie koordynacyjnej dostarcza ligand, zazwyczaj za
posrednictwem reszty kwasu glutaminowego. Brak ujem-
nie natadowanych podstawnikéw w podstawowej dome-
nie koordynacyjnej w konformacji otwartej integryny
umozliwia silne oddziatywania miedzy ligandem a jonem
metalu [21,45,89].

Rearanzacji faricuchéw bocznych domeny al majacych
bezposredni kontakt z ligandem towarzyszy przemiesz-
czanie petli p6-a7 w obrebie podjednostki al. Mimo ze

petla p6-a7 nie jest cze$cig domeny MIDAS, ani tez nie
wiaze liganda, zmiana jej potozenia umozliwia zmiane
konformacji przestrzennej integryny [45,72,88].

W czasie ,,otwierania” cze$ci gtowowej (ryc. 5) ruch petli
p6-a7 domeny al wymusza przemieszczenie bocznej petli
p1-a1 domeny fI oraz przytaczonego do niej jonu meta-
lu z motywu ADMIDAS w kierunku grupy karboksylowe;j
liganda. Przemieszczenie powoduje przesuniecie petli
p6-a7 domeny PI, co powoduje wypchniecie struktury
a7-heliksu wzdtuz podjednostki p w kierunku domeny
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hybrydowej. Domena hybrydowa obraca sie, a ruch jest prze-
kazywany dalej w kierunku domeny PSI oraz I-EGF-1 powo-
dujac rozsuniecie sie ,,nég” podjednostki o oraz p. Przesunie-
cie petli f6-a7 w kierunku domeny hybrydowej czesto jest
okreslane jako podobne do ruchu ttoka (piston-like motion),
poniewaz podczas obracania sie domeny hybrydowej petla
p6-a7 zaczyna sie przechyla¢ do géry i do dotu, co w istocie
moze przypomina¢ ruch ttoka potaczonego z watkiem roz-
rzadu w silnikach samochodowych [24,47,75].

W przypadku integryn niemajacych w swojej czasteczce do-
meny ol proces aktywacji przebiega podobnie. Réznicg jest
brak etapédw wystepujacych w obrebie domeny af, a ligand
przyltacza sie do czasteczki integryny za posrednictwem mo-
tywuRGD (Arg-Gly-Asp) wlasciwego dla czasteczek fibronek-
tyny. Ligand taczy sie w jednakowym stopniu do domeny
BI z podjednostki P - za posrednictwem reszty asparaginy
oraz do struktury p-$migta z podjednostki o - za posrednic-
twem reszty argininy. Zmiany konformacji w miejscu wig-
zania liganda zachodzace podczas aktywacji integryny do-
tyczajedynie podjednostki p. Przytaczenie liganda wymusza
przemieszczenie petli f6-a7 oraz a7-heliksu podjednostki 3
w sposdb analogiczny do ruchu petli f6-a7 podjednostki al
w integrynach jg zawierajacych [89,99].

MODYFIKACE MOSTKOW DISIARCZKOWYCH W INTEGRYNACH

W czasteczkach integryn region bogaty w cysteiny obejmu-
je obszar domen typu I-EGF. Kazda z domen I-EGF zawiera
osiem reszt cysteinowych, ktére tworza miedzy soba mostki
disiarczkowe w konfiguracji 1-5, 2-4, 3-6 oraz 7-8. Wyjatkiem
jest domena I-EGF1, ktéra nie ma wigzania 2-4. O ile wigzania
2-4,3-6 oraz 7-8 wystepuja w innych biatkach zawierajacych
domeny typu EGF-like, to wigzanie 1-5 jest charakterystycz-
ne jedynie dla integryn. Integryny zawierajgce podjednost-
ke B typu B, takie jak oy, B, oraz a, 3, maja dodatkowo se-
kwencje Cys-Xxx-Xxx-Cys powtdrzong pieciokrotnie oraz
sekwencje Cys-Gly-Xxx-Cys powt6rzona czterokrotnie i be-
daca elementem diuzszego motywu Gly-Xxx-Cys-Xxx-Cys-
-Gly-Xxx-Cys-Xxx-Cys wchodzacego w sktad tzw. regionéw
bogatych w powtdrzenia cysteinowe CRRs (cysteine-rich
repeat regions). Obecno$¢ mostkéw disiarczkowych w inte-
grynach jest zwigzana z procesem sktadania w petni funkcjo-
nalnych czgsteczek biatka z odpowiednich prekursoréw. Do-
piero dojrzate czasteczki integryn o prawidtowej strukturze
przestrzennej sg transportowane na powierzchnie komérek.
Ponadto modyfikacje mostkéw disiarczkowych umozliwiaja
aktywacje integryn w sposdb alternatywny, niezaleznie od
przytaczenia liganda [7,33,80,97].

Role mostkéw disiarczkowych w regulacji proceséw sktada-
nia oraz w aktywacji czasteczek integryn najlepiej obrazu-
ja eksperymenty, w ktérych przeprowadzono modyfikacje
polegajace na podstawieniu reszty seryny w miejsce jednej
lub obu cystein tworzacych pierwotne wigzanie. Substytucje
seryny w miejsce reszty cysteiny w wigzaniu Cys-567 i Cys-
581 (wigzanie 2-4 w obrebie I-EGF4) oraz Cys-575 i Cys-586
(wigzanie 3-6 w I-EGF4) znacznie obnizaja poziom ekspresji
integryny o, f, oraz a, 8, na powierzchni komérek, przez
zaburzenia proceséw sktadania biatka, a tym samym wy-

wolujac nieprawidlowosci w jego konformacji przestrzen-
nej. Podobnie jest w przypadku zmian w tworzeniu wigzan
miedzy Cys-549-Cys-558 (wigzanie 5-6 w I-EGF3) oraz Cys-
567-Cys-581 (1-3 w I-EGF4) [54]. Przeksztalcenia wigzania
Cys-437-Cys-457 w obrebie domeny I-EGF1 w wyniku substy-
tucji hamuja umiejscawianie o B, na powierzchni komérek
znacznie silniej niz w przypadku takiej samej modyfikacji
w integrynie o f8,. Zmiany w wigzaniu Cys-473-Cys-503 na
obszarze 1-EGF2 bardziej obnizaja poziom powierzchnio-
wej ekspresji o B, niz o« .. Natomiast przerwanie wigza-
nia Cys-588-Cys598 (5-6 w I-EGF3) nie ma zadnego wply-
wu na poziom ekspresji integryn na powierzchni komdrek
[33,54,55,68].

Modyfikacje mostkéw disiarczkowych w domenach I-EGF
moga wplywad takze na ich aktywno$é. W przypadku inte-
gryny o, B, zaburzenia w obrebie wigzan Cys-549-Cys-558,
Cys-536-Cys-544 oraz Cys-523-Cys-544 (wszystkie w dome-
nie I-EGF3) powodujg, ze o, B, jest w stanie konstytutywnie
aktywnym. Przeksztatcenia wigzat Cys-437-Cys-457 w I-
-EGF1 oraz Cys-473-Cys-503 w I-EGF2 utrzymujg w stanie
aktywnym zaréwno o B, jak i o B, z silniejszym skutkiem
w przypadku o, B,. Natomiast zmiany w obrebie wigzania
Cys-567-Cys-581 w I-EGF4 utrzymujg o, B, w stanie nieak-
tywnym jednoczesnie catkowicie uniemozliwiajac aktywa-
cje [33,53,54,68].

Zaréwno Cys-437 jak i Cys-457 to pierwsze reszty cysteinowe
sekwencji Cys-Xxx-Xxx-Cys, ktére sg typowe dla oksydore-
duktaz, czyli enzyméw katalizujacych reakcje typu redoks. Ze
wzgledu na obecnoéé tych sekwencji oraz to, ze jej modyfika-
cje powoduja przejécie czasteczki integryny w stan aktywny,
sugeruje sie, ze integryny o, B, jak i o B, moga wykazywac
endogenng aktywno$¢ izomerazy tiolowej. Aktywno$¢ ta
przejawialaby sie potencjalng zdolnoscig integryn do prze-
prowadzania modyfikacji wiasnych mostkéw disiarczkowych
za poérednictwem reakgji utlenienia-redukcji [16,60,99].

W przypadku integryn majacych podjednostke B typu p3
nalezy dodatkowo zwréci¢ uwage na unikalne dla nich wig-
zanie Cys-560-Cys-583 taczace domene I-EGF3 oraz I-EGF4.
Przeksztatcenia wigzania faczacego dwie domeny I-EGF przez
utworzenie wolnej grupy tiolowej w jedyne;j z cystein induku-
jareorganizacje obu domen wzgledem siebie [55]. Substytucja
seryny, argininy lub fenyloalaniny w miejsce Cys-560 inicjuje
przejécie integryny w stan aktywny, podczas gdy podstawie-
nie seryny w pozycji Cys-583 badZ obu reszt cysteinowych
jednocze$nie nie powoduje takich skutkéw. W zwigzku z po-
wyzszym mozliwe, ze za aktywacje integryny nie odpowiada
bezposrednio proces rozerwania mostka disiarczkowego, ale
prawdopodobnie bedace nastepstwem tego mechanizmu
pojawienie sie wolnych grup tiolowych w reszcie cysteiny
- w tym wypadku w Cys-560. Jest to szczegdlnie istotne spo-
strzezenie ze wzgledu na pdzniejsze rozwazania dotyczace
biatek modyfikujgcych strukture integryn. Podobny skutek
konstytutywnej aktywacji obserwuje sie w przypadku ro-
zerwania wigzania Cys-523-Cys544 w I-EGF3 w integrynie
o, B, [54].

Integryny a, f, oraz o, B, zawierajg motywy typowe dla bia-
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glutation
wolne tiole

Ryc. 6. Schemat sugerowanej roli glutationu i innych wolnych tioli osocza w procesie modyfikagji wiazan disiarczkowych integryn. Symbolem «???» oznaczono
nieznane biatko, ktére wspdtdziatatoby z glutationem w mechanizmie aktywacji integryn (wyjasnienie nizej)

tek zaangazowanych w redukcje mostkéw disiarczkowych
do wolnych grup tiolowych, a tym samym mogtyby prze-
prowadzaé modyfikacje wtasnych mostkéw disiarczkowych
indukujac przejécie do postaci aktywnej lub nieaktywnej bez
obecnoéci innych biatek. Jednak duzo bardziej prawdopo-
dobnym wydaje sie, ze za modyfikacje wigzan disiarczko-
wych w czasteczkach integryn sg odpowiedzialne nie same
integryny, ale izomerazy tiolowe.

W osoczu sg obecne niskoczgsteczkowe czynniki okreslane
wspdSlnym mianem wolnych tioli, ktére moglyby przepro-
wadza¢ reakcje typu redoks prowadzace do aktywacji inte-
gryn. Do grupy tej zalicza sie glutation (GSH), cysteine (CSH),
cysteino-glicyne (CGSH) oraz homocysteine (HCSH). Aktyw-
no$¢ wolnych, niskoczasteczkowych tioli osocza jest zwia-
zana z utrzymywaniem prawidlowego stanu redoks krwi
na zasadzie czynnika buforujacego, dostarczajacego wolne
grupy -SH lub mostki disiarczkowe niezbedne do reakcji
utleniania-redukcji. Wolne tiole sa zaangazowane w prze-
miany zwigzane z utworzeniem badz rozerwaniem wigzat
disiarczkowych modyfikujace strukture wielu biatek obec-
nych zaréwno na powierzchni komdérek jak i w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej.

Glutation zawiera zaréwno wolne grupy tiolowe, jak
i mostki disiarczkowe; w postaci utlenionej katalizuje
utlenienie substratu, natomiast w zredukowanej prze-
prowadza reakcje odwrotng [6,60]. W prawidlowych ko-
moérkach wystepuje w duzym stezeniu, bo siegajacym
nawet kilku milimoli na litr, tylko w obszarze siateczki
$rédplazmatycznej ER (endoplasmic reticulum). W ob-
rebie ER przewaza glutation w postaci utlenionej, ktéra

potencjalnie mogtaby generowaé nowe mostki disiarczko-
we w integrynach. Jednak w przestrzeni zewnatrzkomér-
kowej stezenie glutationu jest znacznie nizsze. W osoczu
waha sie w granicach 3-25 umoli. Istotne réwniez jest
to, ze glutation w przeciwietistwie do ER, poza komdrka
wystepuje gtéwnie w postaci zredukowanej w proporcji
GSH/GSSG od 4:1 nawet do 13:1 [2,52]. W warunkach fi-
zjologicznych glutation w postaci zredukowanej zwieksza
liczbe wolnych grup tiolowych w podjednostce f zaréw-
no w integrynie a,, 3, jak i a, .. [7,60]. Mozliwe, Ze liczba
wolnych grup tiolowych generowanych przez glutation
przyczynia sie do powstania puli zapasowej wolnych grup
-SH, ktére moga zostaé potencjalnie uzyte do tworzenia
nowych wigzan disiarczkowych przez enzymy [7].

Z pozostatych niskoczasteczkowych wolnych tioli osocza, cy-
steina osigga stezenie rzedu 200 umoli/L, cysteino-glicyna 30
umoli/L, a homocysteina 10 umoli/L. Zarédwno cysteiny jak
i cysteino-glicyny obecne w osoczu osiagaja wyzszy poziom
niz glutation, jednak prawdopodobieristwo, ze samodziel-
nie przeprowadzaja rearanzacje mostkéw disiarczkowych
jest znikome. Prawdopodobnie wolne tiole osocza wykazu-
ja zdolno$¢ do czesciowej aktywacji integryn. Jednak inte-
gryny pozostajace w stanie cze$ciowo aktywnym moga by¢
odporne na dziatanie czynnikéw przeprowadzajacych petna
aktywacje, a wiec rola wolnych tioli polegataby raczejna in-
hibicji niz aktywacji integryn. Mozliwe jednak, ze cze$ciowa
aktywacja jest tylko jednym z czynnikéw w calym procesie.
Wéweczas wolne tiole osocza generowalyby w czasteczkach
integryn niezwigzane grupy -SH, ktdre pdzniej biora udziat
w procesie tworzenia nowych mostkéw disiarczkowych, ka-
talizowanym przez oksydoreduktazy czy izomerazy tiolowe
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(ryc. 6) [3,49,84].

BuDowA 1ZOMERAZY DISIARCZKOWE)

Biatkowa izomeraza disiarczkowa (PDI) (protein disulfide
isomerase) zostata odkryta juz w 1963 r. przez dwie nieza-
lezne grupy badaczy: Venetianera i Strauba oraz Goldber-
gera i wsp. [27,85]. PDI jest enzymem o aktywnosci oksy-
doreduktazy, przeprowadzajacym reakcje redukcji przez
tworzenie wolnych grup tiolowych oraz utleniania przez
tworzenie mostkéw disiarczkowych w biatkach substra-
towych. Aktywno$¢ PDI dotyczy przede wszystkim biatek
umiejscowionych w obrebie siateczki §rédplazmatyczne;j.
Tworzenie mostkéw disiarczkowych przez PDI w biatkach,
ktére ulegaja dojrzewaniu w obszarze $wiatta ER (ER lu-
men) jest nieodlagcznym elementem proceséw sktadania
prawidtowych, w petni funkcjonujacych czasteczek biat-
kowych z odpowiednich prekursoréw. Biatkowa izomera-
za disiarczkowa nalezy do nadrodziny tioredoksyn (thio-
redoxin superfamily) obejmujacej biatka majace w swojej
czasteczce elementy strukturalne zblizone do tioredok-
syny, ktéra jest cytosolowym biatkiem zaangazowanym
w reakcje typu redoks opierajace sie na wymianach grup
tiolowych. PDI ulega ekspresji w wiekszo$ci prawidtowo
funkcjonujacych tkanek i narzadéw, a stanowi okoto 1%
wszystkich biatek znajdujacych sie w organizmie cztowieka.
Wystepuje przede wszystkim wewngtrz komérki, w siatecz-
ce $rédplazmatycznej i aparacie Golgiego. Obecna jest tak-
ze na powierzchni komérek: ptytek krwi [22], limfocytéw
[10], tyreocytédw [94], neutrofiléw [9] oraz komérek $§réd-
btonka [23]. W przestrzeni zewngtrzkomérkowej oddzia-
tuje z trombospondyna, fibrynogenem oraz czynnikiem
von Willebranda [96]. Doniesienia o umiejscowieniu PDI
w innych przestrzeniach komérkowych, takich jak jadro
komdrkowe, mitochondria i cytosol [67,83,93] wydaja sie
kontrowersyjne.

Biatkowa izomeraza disiarczkowa jest biatkiem o masie
okoto 55 kDa i zawiera 491 aminokwaséw tworzacych
cztery podstawowe domeny strukturalne: a, b, b’, a’. Do-
datkowymi elementami wchodzacymi w sktad dojrzate;
czgsteczki biatka sg: 17-19-aminokwasowa wstawka mie-
dzy domeng b’ i ', tzw. x-facznik (x-linker) oraz region
C-koricowy o charakterze silnie kwasowym (ryc. 7) [29].

Domeny a i a’ sg domenami katalitycznymi, zawieraja
motyw Cys-Xxx-Xxx-Cys wlaciwy dla biatek, ktérych
funkcja jest zwigzana z metabolizmem grup -SH. Domeny
aia wykazuja 36,8% homologii wzgledem siebie oraz sto-
sunkowo wysoki stopieri homologii z tioredoksyna [28].
Domeny b ib’ nie zawieraja katalitycznie aktywnych reszt
cysteinowych. Nie wykazuja homologii do domen a i
natomiast wzgledem siebie maja jedynie 19,3% homolo-
gii. Krétkie odcinki miedzy domena a i b oraz miedzy b
ib’ zawierajg zaledwie kilka aminokwaséw, co ogranicza
elastyczno$¢ ruchéw wszystkich czterech domen w prze-
strzeni. Rola obszaréw b i b’ jest zwigzana gléwnie z roz-
poznawaniem i przytgczaniem substratu. Obecnosé regio-
néw b i b’ w czgsteczce PDI pozwala na oddalenie domen
katalitycznych wzgledem siebie w przestrzeni, a tym sa-
mym umozliwia ich prawidtowe funkcjonowanie [29,42].

W obrebie domeny x-tgcznika wyrézniamy region N-kon-
cowy oraz C-koricowy. Odcinek N-koticowy jest zbudowany
zsiedmiu aminokwaséw i uktada sie réwnolegle wzdtuz do-
meny b’ taczac sie z nig za pomoca wigzat hydrofobowych.
Dwunastoaminokwasowy odcinek C- oddziatuje z domeng
a’ w sposéb stosunkowo swobodny, bez udziatu silnych
wigzan hydrofobowych bgdZ mostkéw solnych. Obecnosé
x-facznika w czgsteczce PDI zapewnia catemu biatku ogra-
niczong mozliwo$¢ zmian konformacji przestrzenne;j [42].

Bogaty w podstawniki o charakterze kwasowym C-koniec
czasteczki PDI zawiera motyw Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL), za
pomoca ktérego oddziatuje z receptorem obecnym w ER.
Motyw KDEL jest elementem sygnatowym, uniemozliwia-
jacym sekrecje biatek funkcjonujacych w obrebie ER poza
obszar siateczki $rédplazmatycznej oraz kierujacym biat-
ka z innych regionéw komdrki do wnetrza ER [14,39,44].

Konformacja przestrzenna PDI jest okre§lana mianem
tzw. struktury tioredoksyny (thioredoxin fold), ktéra wy-
stepuje w wielu biatkach zaangazowanych w przemiany
zwigzane z grupami tiolowyni np. w peroksydazie gluta-
tionu, S-transferazie glutationowej. Struktura tioredok-
syny sktada sie z trzech warstw, z ktérych kazda zawiera
motyw a-p-a. Motyw ten jest zbudowany z dwéch struk-
tur a-heliksu utozonych po jednej stronie czteroniciowe;
struktury B-kartki oraz pojedynczej struktury a-heliksu
umiejscowionej po stronie przeciwnej. Spoérdd czterech

117 119

220 221

332 462 463

Motyw katalityczny
Tyr-Ala-Pro-Trp-Cys-Gly-His-Cys-
Lys-Ala-Leu-Ala

Motyw

Motyw katalityczny KDEL

Tyr-Ala-Pro-Trp-Cys-Gly-His-Cys-
Lys-Ala-Leu-Ala

Ryc.7. Budowa strukturalna biatka PDI z zaznaczeniem sekwencji ograniczajacych katalityczne cysteiny w domenie a oraz &’
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Ryc. 8. Model dziatania PDI wedtug mechanizmu cyklicznych reakdji redukji i oksydacji (1) oraz wedtug mechanizmu bezposredniej izomeryzacji (2)

nici struktury p-kartki trzy sa utozone przeciwréwno-
legle [64].

Sekwencje katalityczne Cys-Xxx-Xxx-Cys domen aia’sa
umiejscowione w a2-heliksie, gdzie N-koticowa cysteina
tworzgca domene katalityczna znajduje sie na samym N-
-konicu heliksu, podczas gdy C-koticowa cysteina wyka-
zuje jedynie ograniczony kontakt z substratami. Cysteina
umiejscowiona blizej N-korica biatka jest odpowiedzialna
za tworzenie wigzania disiarczkowego z czasteczka li-
ganda, podczas gdy cysteina potozona blizej C-korica PDI
inicjuje rozerwanie tego wiazania i uwolnienie liganda.
C-koticowa cysteina nie jest potrzebna do przeprowadze-
nia reakcji bezposredniej izomeryzacji, ale jest niezbedna
w funkcjonowaniu PDI w cyklicznych reakcjach utlenienia
i redukcji oraz w tzw. drodze ucieczki (escape pathway),
czyli uwolnienia PDI z polgczenia disiarczkowego z sub-
stratem, gdzie PDI zostato kinetycznie zablokowane pod-
czas tworzenia produktu po$redniego [40,41,90].

PDI w stanie zredukowanym wykazuje zdolno$¢ do prze-

prowadzania reakcji redukcji wiazan disiarczkowych oraz
reakcji izomeryzacji. Poniewaz katalizowanie reakji izo-
meryzacji jest podstawowa funkcja PDI wydaje sie, ze bial-
ko to powinno przyjmowaé w komérce gtéwnie postaé
zredukowana. Jednak stan redoks PDI jest bardzo ptyn-
ny i zmienia sie w zaleznosci od warunkéw panujacych
w komdrce zwlaszcza pod wplywem zmian réwnowagi
redoks w ER [29].

Za wiazanie bialtek substratowych do PDI odpowiadaja
niekatalityczne domeny b i b’. Czgsteczka liganda przy-
tacza sie gtéwnie do regionu tworzacego swego rodzaju
,kieszert” ograniczona z obu stron przez domeny b ib’.
Kieszet zawiera znaczna liczbe podstawnikéw hydro-
fobowych miedzy heliksami a1 i a3: Phe-233, Ala-228,
Phe-232, Ile-284, Phe-287, Phe-288, Leu-303, Met-307
[42]. Proces wigzania substratéw przeprowadzany przez
domene b’ wystepuje wtedy, gdy substratami sg duze
i$rednie biatka. Jest réwniez bardzo wrazliwy na konfor-
macyjne zaburzenia struktury pozostatych domen PDI
[36]. Krétkie peptydy oraz biatka o nie do korica zdefi-
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niowanej lub nieprawidtowej strukturze przestrzennej
(misfolded proteins) sg wiazane dodatkowo przez do-
mene b z niewielkim wspdtudziatem obszaru a’ [36,37].
Istotny dla wiazania substratu jest takze 26-aminokwa-
sowy region o charakterze silnie kwasowym obejmuja-
cy ostatni a-helix domeny a’ oraz pierwsza potowe do-
meny C. Petni jedynie role pomocnicza, gdyz PDI wigze
substraty przede wszystkim za po$rednictwem wigzan
hydrofobowych [38,59].

Z pozostatych motywéw istotnych dla funkcjonowania
PDI nalezy wymienié zachowane ewolucyjnie podstaw-
niki prolinowe (Pro-61 i Pro-405) umiejscowione w re-
gionie centralnym a2-heliksu, ktére wprowadzaja skret
do struktury przestrzennej a-heliksu i umozliwiaja jej
zawiniecie dookota struktury B-kartki. Innym waznym
elementem sg pary podstawnikéw obdarzonych tadun-
kiem elektrycznym, ktére sa ulokowane od spodniej
strony centrum aktywnego PDI: Glu-47 i Lys-81 w do-
menie a oraz Glu-391 i Lys-424 w domenie a’. Podstaw-
niki te sa istotne dla katalitycznych wtadciwosci PDI,
gdyz sg zaangazowane w reakcje zwigzane z transferem
protonéw podczas reakcji utleniania-redukcji przepro-
wadzanych przez PDI [19].

Biatkowa izomeraza disiarczkowa wykazuje niewielkie

mozliwo$ci zmian konformacyjnych w obrebie wlasnej
czgsteczki. Uwzgledniajac, ze wiekszo$¢ substratéw PDI
to biatka w fazie sktadania mozliwym wydaje sie, ze to
wiasnie substraty PDI, a nie samo PDI zmieniajg swoja
konformacje w czasie interakcji. Swiadczy o tym to, ze
biatka w fazie sktadania sa mniej stabilne i fatwiej ule-
gaja modyfikacjom przestrzennym. Niemniej jednak PDI
bedac w postaci zredukowanej taczy sie z innymi substra-
tami niz w utlenionej, a wiec pewne zmiany konformacji
PDI musza wystapi¢ [44]. Jedna z takich zmian moze by¢
przemieszczenie bocznego taficucha argininy w pozycji
120 domeny a. Boczny guanylowy taricuch Arg-120 prze-
mieszcza sie w poblize jednej z katalitycznych cystein C-
-korica: Cys-56, ktéra jest cze$ciowo schowana wewnatrz
domeny katalitycznej. Przemieszczenie Arg-120 z jednej
strony moze ,,wypycha¢” Cys-56 na zewnatrz, tym samym
utatwiajac jej kontakt z ligandem, a z drugiej dostarcza
tadunek dodatni w poblize Cys-56 niezbedny do przepro-
wadzenia reakcji utleniania-redukcji [43]. Kolejnym ele-
mentem biorgcym udziat w zmianach konformacyjnych
PDI jest domena x-tgcznika, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem tryptofanu (Trp) w pozycji 364. Domena x zmienia
swoja konformacje w sposéb, ktéry powoduje ogranicze-
nie przestrzenne regionu wigzgcego substrat - utworzenie
ykieszeni” z obszaru b i b’ na skutek zagiecia struktury
PDI. Taki mechanizm moze modyfikowa¢ swoisto$¢ wia-

katalityczny rdzen Ero1

— petla zewnetrzna Ero1
—— wigzanie disiarczkowe

———> atak nukleofilowy
— redukcja czasteczki tlenu

Ryc. 9. Reakgja utlenienia PDI przeprowadzana przez Ero1, ktérej towarzyszy wymiana elektronéw z FAD oraz redukcja czasteczki tlenu z utworzeniem nadtlenku

wodoru
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H202 PDIoks

Ryc.10. Model wspétdziatania PDI, glutationu i Ero1 na obszarze ER

zania substratu. Niewykluczone, ze powoduje réwniez
przesuniecie domeny b’ wzgledem a’, co wymusza zmiany
przestrzenne w obrebie czasteczki substratu [92].

Biatkowa izomeraza disiarczkowa pelni funkcje biatka
chaperonowego zaréwno wzgledem biatek majacych
wigzania disiarczkowe [63,95,101], jak i biatek, ktére ich
nie maja [15,74]. Aktywno$¢ nie ma zwiazku z domena-
mi katalitycznymi PDI, cho¢ wymaga obecnosci pelnej,
niezaburzonej struktury przestrzennej. Wlasciwosci cha-
peronowe PDI wigzg sie przede wszystkim z procesem
sktadania biatek i moga by¢ blokowane przez przytacze-
nie peptydu o niewielkich rozmiarach do regionu b’ lub
usuniecie regionu C-koticowego wraz z fragmentem do-
meny a’ [65]. Aktywno$¢ chaperonowa PDI jest niezbedna
w procesie rozpoznawania liganda i poprzedza wiazanie
biatek za pomoca mostkéw disiarczkowych. PDI wykazuje
takze aktywno$¢ antychaperonows, ktéra w warunkach
in vitro sprowadza sie do rozerwania wigzan hydrofobo-
wych wewnatrz substratu i ekspozycji grup hydrofobo-
wych na zewnatrz czasteczki substratu, co prowadzi do
jego agregacji. Jednak w warunkach in vivo lub przy wy-
sokim stezeniu PDI takze in vitro, wyeksponowane grupy
hydrofobowe sg wigzane przez inne biatka chaperonowe
(lub przez samo PDI), uniemozliwiajac agregacje prote-
in. Antychaperonowa aktywno$¢ PDI moze wiec nie mie¢
znaczenia z fizjologicznego punktu widzenia [29].

MECHANIZM DZIALANIA

Aktywno$¢ PDI jest zwigzana z tworzeniem, redukcja i izo-
meryzacjg wigzati disiarczkowych w biatkach. Zasada funk-
cjonowania PDI jest zblizona do sposobu funkcjonowania
glutationu w utlenionej postaci, tzn. PDI w postaci utle-
nionej katalizuje przeniesienie wigzania disiarczkowego

obecnego w jego wlasnej czgsteczce na czasteczke mo-
dyfikowanego biatka, a tym samym przechodzi do stanu
zredukowanego. PDI moze przeprowadzal reakcje two-
rzenia mostkéw disiarczkowych na dwa sposoby: w wy-
niku cyklicznych reakcji utlenienia i redukcji oraz za po-
$rednictwem bezpos$redniej izomeryzacji (ryc. 8). Reakcje
katalizowane przez PDI najprawdopodobniej zalezg od ro-
dzaju substratu. Mechanizm cyklicznych reakeji utlenia-
nia i redukcji polega na redukeji pierwotnego wiazania
disiarczkowego w substracie i powstania wolnych grup
tiolowych, a nastepnie utworzenia nowego wigzania w in-
nym miejscu. W przypadku reakcji izomeryzacji dochodzi
do ataku nukleofilowego wolnej grupy tiolowej enzymu na
mostek disiarczkowy substratu z utworzeniem przejécio-
wego wigzania miedzyczasteczkowego, ktdre takze podlega
nukleofilowemu atakowi wolnej grupy tiolowej substratu
z utworzeniem nowego mostka tgczacego dwie cysteiny,
z ktérych tylko jedna tworzyta pierwotne wigzanie [29].

Aktywno$¢ PDI jest nierozerwalnie zwigzana z biatkiem
Ero1 (endoplasmic reticulum oxidoreductin 1), ktére jest
enzymem o wlasciwosci oksydoreduktazy katalizujacym
reakcje izomeryzacji wigzan disiarczkowych w biatkach
siateczki srédplazmatycznej. U ssakédw wystepuje dwdch
przedstawicieli rodziny Erol: Erola, ktéry ulega ekspresji
w odpowiedzi na hipoksje [26] i czynniki stresowe [50]
oraz Ero1p ulegajacy ekspresji w sytuacji, gdy w ER do-
chodzi do akumulagji biatek, ktérych proces sktadania nie
przebiegt do korica prawidtowo [61]. Erola wiaze sie z cza-
steczkg PDI za posrednictwem domeny b’ i przeprowadza
reakcje utlenienia w obrebie domeny katalitycznej a’ [29].

Erola zawiera az 15 podstawnikéw cysteinowych konser-
watywnych ewolucyjnie tworzacych tacznie rézne kom-
binacje mostkéw disiarczkowych: Cys-94-Cys-99, Cys-94-
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Cys-104, Cys-94-Cys-131, Cys-85-Cys391, Cys-394-Cys397,
Cys-208-Cys241 [4]. Oprécz wigzan disiarczkowych pet-
nigcych role strukturalng w czasteczce Erola sa obec-
ne dwie pary cystein o charakterze katalitycznym: Cys-
352-Cys-355 w obrebie centrum aktywnego na obszarze
rdzenia oraz Cys-100-Cys-105 umiejscowione w petli ze-
wnetrznej i nazywane cysteinami . komunikacji wahadto-
wej” (shuttle cysteins) [25].

Mechanizm przytaczenia Ero1 do PDI jest zwigzany z prze-
mieszczeniem obecnej w Erol struktury spinki do wloséw
typu B, bogatej w reszty alaniny i tryptofanu w kierunku
aromatycznych podstawnikéw domeny b’ PDI. Wigzanie
Erol do PDI przypomina proces rozpoznawania i optasz-
czania nieztozonych biatek, a wiec opiera sie na wiasci-
wosciach chaperonowych PDI. Skuteczno$¢ przytaczania
Erol zalezy nie od konformacji przestrzennej PDI, ale od
stanu redoks biatka i osigga najwyzszy poziom, gdy PDI
jest w postaci zredukowanej. Utworzenie wigzan hydro-
fobowych miedzy strukturg spinki typu  Ero1 a kieszenia
wiazaca substraty PDI umozliwia kontakt miedzy grupami
tiolowymi PDI a disiarczkami obecnymi w zewnetrznej
petli Ero1 [51]. Zewnetrzna petla Erol charakteryzuje sie
duzag ruchliwoscia i elastycznoscig, ktére umozliwiaja jej
petnienie roli posrednika miedzy czasteczka PDI a cen-
trum katalitycznym Erol. Mechanizm dziatania zewnetrz-
nej petli Erol przypomina nieco model funkcjonowania
promu lub wahadtowca (stad tez nazwa ,,shuttle cyste-
ins”) kursujacego miedzy jednym brzegiem a drugim.
Centrum katalityczne Ero1 jest umiejscowione w regionie
rdzeniowym biatka, ktéry cechuje sie malg elastycznoscia
i mobilno$cia, a wiec cysteiny centrum katalitycznego nie
moga wchodzié w bezpo$redni kontakt z PDI. Disiarczki
znajdujace sie w centrum aktywnym Ero1 przeprowadzaja
wiec reakcje utleniania cystein petli zewnetrznej, ktéra
nastepnie przemieszcza sie w kierunku domen a i a’ PDI.
W nastepnym etapie disiarczki petli zewnetrznej Erol
katalizujg utlenienie grup tiolowych PDI z utworzeniem
mostka disiarczkowego w centrum aktywnym PDI. Ostat-
nim etapem procesu jest ,,powrdt promu na pierwotny
brzeg” - zewnetrzna petla Erol zawierajaca reszty cyste-
inowe, ktére ulegty redukcji w wyniku utleniania PDI cofa
sie w strone centrum aktywnego. Zredukowane disiarczki
petli zewnetrznej przenoszg elektrony na disiarczki cen-
trum katalitycznego, ktére ulegaja zaleznemu od dinu-
kleotydu flawinoadeninowego (FAD) ponownemu utle-
nieniu. Procesowi towarzyszy przeniesienie elektronéw
na tlen czasteczkowy i w rezultacie utworzenie nadtlenku
wodoru [8,81]. Mozliwe, ze oprécz FAD wystepuja takze
inne czynniki funkcjonujace jako akceptory elektronéw
w procesie reoksydacji Ero1 np. cytochrom C, cytochrom
b5 [28] (ryc. 9).

Aktywno$¢ PDI, jak wspomniano wczes$niej, wiaze sie réw-
niez z obecnoscig glutationu. Glutation w postaci zredu-
kowanej wspétzawodniczy z wolnymi grupami tiolowymi
biatek, w tym takze PDI, o utlenienie przeprowadzane
prze Erol, co moze mie bezposrednie przetozenie na
utrzymanie Erol w stanie zredukowanym. Erol w stanie
zredukowanym nie moze przeprowadzaé procesu utlenie-

nia PDI i tym samym glutation hamuje tworzenie wigzan
disiarczkowych w biatkach obecnych w ER [53]. Glutation
w postaci utlenionej przeprowadza reakcje utlenienia PDI
przez reakcje sieciowej izomeryzacji, ktérej towarzyszy
redukcja czasteczki glutationu. Glutation funkcjonuje tak-
ze jak bufor stanu redoks PDI obecnego w ER, czyli jest
swego rodzaju zapasem zaréwno czynnikéw redukujacych
jak utleniajacych, co pozwala komérkom na szybka reak-
cje w zaleznosci od réwnowagi redoks w ER. Ze wzgledu
na nizsze stezenie glutationu w przestrzeni zewnatrz-
komérkowej w poréwnaniu do ER, jego rola jako buforu
stanu redoks PDI poza komdrka jest stabsza [29] (ryc. 10).

RoLA PDI W AKTYWAC)I INTEGRYN

Aktywacja integryn reguluje wiele proceséw, takich jak
stany zapalne, hemostaza, adhezja, migracja, prolifera-
cja komdrek, angiogeneza i przerzutowanie komérek
nowotworowych. Molekularny mechanizm przejscia in-
tegryny w postaé aktywng polega na zmianie struktu-
ry przestrzennej receptora prowadzacej do ekspozycji
domeny wiazacej ligand. W ostatnim czasie pojawito sie
coraz wiecej dowoddw potwierdzajacych role reorganiza-
cji wigzan disiarczkowych w procesie aktywacji integryn.
Czasteczka integryny jest bogata w reszty cysteinowe
tworzgce mostki disiarczkowe, nadajace im odpowiednig
konformacje. Powstawanie wigza disiarczkowych, ich
redukcja i izomeryzacja sg katalizowane przez izomera-
ze disiarczkowa (PDI). Proces agregacji plytek krwi jest
przyktadem udziatu PDI w aktywacji integryn. W nieak-
tywnych ptytkach krwi liczba czasteczek PDI na ich po-
wierzchni wynosi w przyblizeniu 2400 czasteczek na ptyt-
ke. Natomiast w czasie aktywacji liczba ta wzrasta az do
6500 kopii PDI na ptytke [11]. PDI wystepuje na powierzch-
ni pochodzacych z ptytek krwi mikropecherzykéw, kté-
re sa najliczniej wystepujagcymi mikropecherzykami we
krwi [66]. Sposéb w jaki PDI unika retencji do wnetrza
ER zaleznej od sekwencji KDEL oraz jest transportowane
na zewnatrz komdrki i pozostaje przytaczone do btony
komérkowej ptytek krwi nie jest wyja$niony. Prawdopo-
dobnie PDI transportowane jest z ER na zewnatrz plytek
w wyniku tworzenia pecherzykéw, a do btony komérko-
wej przytwierdza sie na zasadzie oddziatywan elektro-
statycznych [17].

Stosujgc przeciwciata anty-PDI wykryto, ze blokowanie
aktywnosci PDI powodowato hamowanie agregacji ptytek
krwi, w ktérg zaangazowana byta integryna o, .. Prze-
ciwciata anty-PDI blokowaty takze niezalezna od syste-
méw przekazywania sygnatu aktywacje o, B, indukowana
przezjony Mn?* [23]. PDI moze by¢ zaangazowane w dru-
ga faze agregacji plytek, ktéra wymagataby zmian kon-
formacyjnych w obrebie integryn. Uzycie bacytracyny,
inhibitora PDI powodowato zahamowanie drugiego, nie-
odwracalnego etapu agregacji ptytek, a jedynie w niewiel-
kim stopniu zahamowanie pierwszego etapu [24]. Jednym
z potencjalnych miejsc dziatania PDI w integrynie oy,
jest wigzanie Cys-663-Cys-687, ktére jest allosterycznym
mostkiem disiarczkowym fatwo ulegajacym przecieciu.
Rozerwanie tego wigzania powoduje utrzymywanie in-
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tegryny (beB3 w stanie konstytutywnie aktywnym wa-
runkujgcym konformacje przestrzenna, ktéra umozliwia
wigzanie fibrynogenu [13]. Blokowanie aktywno$ci PDI
prowadzi takze do zahamowania pdézniejszych etapéw
krzepniecia: wytwarzania i akumulacji trombiny, ktéra
przeksztatca fibrynogen do fibryny tworzacej szkielet
zakrzepu [18].

Innym przyktadem potwierdzajacym role PDI w aktywacji
integryn sa procesy zachodzace w komérkach §rédbtonka
naczyniowego. Ekspozycja komérek $rédblonka naczy-
niowego na dziatanie jonéw Mn?* nasila zjawiska adhe-
zyjne. Jony Mn?" indukuja zwiekszenie powinowactwa
integryny a8, do liganda, prawdopodobnie pod wpty-
wem zwiekszonej ekspresji grup tiolowych na powierzch-
ni czgsteczki. Proces ten nie moze by¢ traktowany jako
etap ,aktywacji” integryny o, f, sensu stricte poniewaz
obecno$¢ samych jonéw Mn? nie moze wymusi¢ zmian
konformacyjnych w kierunku utworzenia trwale aktyw-
nej czasteczki integryny [78]. Dodanie jonéw Ca?* do ko-
mdrek traktowanych wcze$niej Mn? zmniejsza zdolno$é
integryny a, B, do wigzania fibrynogenu, a wiec powoduje
reakcje powrotu do stanu nieaktywnego [100]. Sytuacja
wydaje sie jeszcze bardziej skomplikowana, gdyz w przy-
padku integryny a,, B, traktowanie komérek srédbtonka
naczyniowego jonami Mn?', powoduje jedynie niewielkie
nasilenie adhezji, a wigc integryny o B, i o, B, musza sie
rézni¢ odpowiedzig na jony Mn?. Istotne jest réwniez to,
ze najmniejszym elementem integryny o, §, zdolnym do
odpowiedzi na aktywacje jonami wapnia jest region calf-
2 w podjednostce a, ktéry nie zawiera zadnych poten-
cjalnych miejsc wigzania jonéw dwuwarto$ciowych [47].

Jony Mn* inicjuja tworzenie komplekséw miedzy inte-
gryna a, f, oraz PDI. Kompleksy te sg stosunkowo trwate
i ulegajg dysocjacji dopiero po zaj$ciu reakcji utleniania-
-redukcji. Analizujac procesy, w ktérych inkubacja komd-

PismiennicTwo

rek $rédbtonka naczyniowego zjonami Mn? bezpo$rednio
aktywuje integryny i to, ze jony Mn* samodzielnie nie
mogg inicjowad wszystkich etapéw aktywacji, ale induku-
ja tworzenie komplekséw «, B, z PDI otrzymamy wyrazne
potwierdzenie teorii, ze to wiasnie PDI petni gtéwna role
w mechanizmie aktywacji integryn zaleznym od reorga-
nizacji wigzan disiarczkowych. [77,78].

W przypadku ptytek krwi PDI tworzy kompleksy z inte-
gryng o, B, oraz biatkiem Erola, ktére funkcjonuje jako
elementarny czynnik przeprowadzajacy PDI ze stanu nie-
aktywnego do aktywnego na zasadzie reakgji utleniania-
-redukcji. PDI, o, B, oraz Erola tworzg kompleksy za-
réwno kowalencyjnie, jak i niekowalencyjnie zwiazane,
a przy tym cechujace sie rézng wielkoscig, bo wahajaca
sie w granicach 250-300 kDa. Rézna wielko§¢ komplekséw
PDI i Erola moze obrazowal rézne etapy wigzania tych
dwdch biatek i bytaby kolejnym dowodem na ich wspdlng
interakcje na powierzchni ptytek krwi [77]. Oddziatywa-
nie miedzy integryna, PDI i Erol na powierzchni komérek
moze by¢ jednym z mechanizméw aktywacji integryn.

W ciggu ostatnich lat obserwuje sie szybki postep w pozna-
niu i zrozumieniu struktury i funkcji integryn, co dopro-
wadzito do wykrycia nowych terapeutycznych zwigzkéw
przeciwdziatajacych procesom zakrzepowym i zapalnym.
Poznanie mechanizmu aktywacji integryn jest istotne ze
wzgledu na poszukiwanie nowych terapii w przypadku za-
waléw serca, zatoréw zylnych czy przerzutowania nowo-
twordw. Integryny sa jedynymi receptorami niekonstytu-
tywnie aktywnymi. Aktywacja integryn prowadzi do zmian
konformacyjnych w obrebie ich czasteczki, co umozliwia
wigzanie liganda. Podczas reakcji ligand-receptor, inte-
gryny funkcjonujg jako allosteryczny receptor zdolny do
przejécia ze stanu o niewielkim do stanu o duzym powino-
wactwie do liganda. Przej$ciu towarzyszg zmiany konfor-
macyjne receptora. Ostatnie lata dostarczyty przekonujg-
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