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Stowa kluczowe:

Streszczenie

PDE3 s3 fosfodiesterazami dwusubstratowymi, hydrolizujacymi cAMP i cGMP. Jednoczesnie
ich aktywnos$¢ katalityczna jest hamowana kompetycyjnie przez cGMP. Jest to zwiazane z obec-
noscia 44-aminokwasowego insertu w domenie katalitycznej, ktéry warunkuje r6zny mechanizm
wprowadzania cyklicznych nukleotydéw do miejsca katalitycznego enzymu. Podczas gdy wia-
zanie cGMP do miejsca hydrolizy ma charakter bezposredni, cAMP wprowadzane jest przez in-
sert. cGMP zwigzane z enzymem stanowi zawadg steryczna dla cAMP.

Natomiast domena regulatorowa, za posrednictwem hydrofobowych regionéw NHR1 i NHR2,
determinuje subkomérkowe umiejscowienie PDE3, a przez to udziat w Scisle okreslonych kaska-
dach sygnatowych. Wtasciwosci PDE3 warunkuja szczegdlna role w taczeniu metabolizmu cy-
klicznego AMP z innymi kaskadami sygnalowymi. Opisano dwa odmienne mechanizmy dzia-
tania PDE3 w szlakach sygnatowych komoérki. W wielu kaskadach sygnatowych niezbgdne jest
utworzenie makromolekularnego kompleksu PDE3 z biatkami sygnatowymi, w ktérym docho-
dzi do aktywacji PDE3 przez fosforylacj¢. W szlakach indukowanych niektérymi hormonami lub
czynnikami wzrostu PDE3 taczy metabolizm cAMP z kaskadami sygnalowymi zaleznymi od ki-
naz biatkowych. Z kolei w przypadku stymulacji peptydami natriuretycznymi PDE3 reguluje stg-
zenie cAMP w odpowiedzi na zmieniajace si¢ st¢zenie cGMP.

fosfodiesteraza * PDE ¢ fosfodiesterazy rodziny 3 « PDE3 « PDE3A « PDE3B * budowa
i regulacja aktywnosci PDE3 ¢ szlaki sygnatowe zalezne od kinaz biatkowych ¢ sprzeganie
szlakow sygnatowych cAMP i cGMP ¢ szlaki sygnatowe peptydéw natriuretycznych

Summary

PDE3 is a dual-substrate phosphodiesterase responsible for hydrolyzing both cAMP and cGMP
whilst being simultaneously inhibited by cGMP. This feature is related to presence of the 44 ami-
no acid insert in the catalytic domain, which determines the mechanism of introduction of the
cyclic nucleotide into the catalytic pocket of the enzyme. Once bound in the catalytic site cGMP
results in steric hindrance for cAMP to enter the site. The regulatory domain of PDE3 consists

* Praca finansowana z grantu MNiSW numer N N401 063636.
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of two hydrophobic regions: NHR1 and NHR2. Their presence defines the enzyme’s intracel-
lular localization, thus determining its participation in particular signaling cascades. Due to the
properties of PDE3 this enzyme has exceptional importance for the cross-talk between cAMP-
-dependent signaling and other cascades. There are two different mechanisms of action of PDE3
enzymes in cell signaling pathways. In many signaling cascades assembly of a signalosome is ne-
cessary for phosphorylation and activation of the PDE3 proteins. In response to certain hormo-
nes and growth factors, PDE3 merges the metabolism of cAMP with protein kinase-dependent
signaling pathways. PDE3 also controls the level of cAMP with regard to the alternating concen-
tration of cGMP. This effect occurs in signaling cascades activated by natriuretic peptide.

Key words: phosphodiesterase ¢ PDE * phosphodiesterase 3 family « PDE3 < PDE3A * PDE3B °
structure and regulation of the activity of PDE3 ° protein kinase-dependent pathways ¢ cAMP
and cGMP signaling cross-talk ¢ natriuretic peptide signaling
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Cykliczny 3’,5’-adenozynomonofosforan (cAMP) oraz cy-
kliczny 3°,5’-guanozynomonofosforan (cGMP) petnig wazne
funkcje w procesach biologicznych. Jako tzw. drugorzgdowe
przekazniki uczestniczgq w transdukcji sygnatu wewnatrz ko-
morki. Za regulacje ich poziomu odpowiedzialne sg fosfodie-
sterazy cyklicznych nukleotydéw (PDE), ktdre katalizuja re-
akcje hydrolizy wiazania 3’-fosfodiestrowego w cyklicznych
nukleotydach, w wyniku czego powstaje nukleozydo-5’-fosfo-
ran [31]. Enzymy te sa szeroko rozpowszechnione w réznych
tkankach ssaczych. Wiaze si¢ to z ich funkcja, gdyz przez
modulacje wewnatrzkomoérkowych stgzenn cAMP i cGMP
wplywaja na regulacje réznych kaskad sygnatowych [59].

Niezwykle znaczacymi, ze wzgledu na dwusubstratowosé
oraz mechanizm regulacji aktywnosci katalitycznej, sa fos-
fodiesterazy cAMP i cGMP regulowane przez cGMP, ktére
petnia gtéwna role w sprzeganiu (cross-talk) szlakow sygna-
towych cyklicznych nukleotydéw. Do tej grupy naleza m.in.
PDES3, ktére sa kompetycyjnie hamowane przez cGMP, co
skutkuje zahamowaniem hydrolizy cAMP. Cechg t¢ oraz
inne wtasnosci PDE3, zwiazane z uczestnictwem w Scisle

okreslonych kaskadach sygnatowych, warunkuje swoista
budowa domen biatkowych. W przeciwiernistwie do fosfo-
diesteraz rodziny 2, réwniez nalezacych do tej grupy, PDE3
w wigkszos$ci przypadkéw funkcjonuja jako fosfodiestera-
zy, ktore po aktywacji przez swoista kinaze¢ biatkowa sa od-
powiedzialne za hydrolize cAMP bez udziatu cGMP. Tak
dzieje si¢ na przyktad w odpowiedzi na niektére hormo-
ny. Zdecydowanie rzadziej obserwuje si¢ funkcjonowanie
PDES3 jako lacznika migdzy szlakami cyklicznych nukle-
otydéw, jak to si¢ zdarza w kaskadach sygnatowych akty-
wowanych przez peptydy natriuretyczne. Stad PDE3 moze
peti¢ dwie odmienne funkcje w komérce, takie jak sprze-
ganie szlakéw sygnatowych cyklicznych nukleotydéw, badz
faczenie kaskad sygnatowych kinaz biatkowych z metabo-
lizmem cAMP. Warunkuje to uczestnictwo PDE3 w trans-
dukcji sygnatu w réznorodnych procesach komoérkowych.

WariantY PDE3 1 sTOPIEN PODOBIENSTWA IZOFORM MIEDZY
GATUNKAMI

Fosfodiesterazy rodziny 3 pierwotnie nazywane byty fos-
fodiesterazami hamowanymi przez cGMP. Po raz pierwszy
wyizolowane zostaly z ludzkich ptytek krwi [18]. Badania
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Ryc. 1. Struktura gendw kodujacych ludzka PDE3 oraz
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wykazaly, iz sa to fosfodiesterazy dwusubstratowe o duzym
powinowactwie wzgledem obu cyklicznych nukleotydéw.
Zidentyfikowano dwa geny kodujace fosfodiesterazy rodziny
3: PDE3A i PDB3B [56]. Z transkryptu genu ludzkiej PDE3A,
w wyniku alternatywnego sktadania mRNA powstaja dwa
mRNA i trzy izoformy biatkowe, PDE3A1/2/3. PDE3A1 po-
wstaje z petnej dlugosci mRNA, stad jest najdtuzsza z izo-
form. PDE3A2 powstaje dzigki obecnosci w sekwencji kodu-
jacej alternatywnego miejsca startu transkrypcji. Natomiast
izoforma PDE3A3 powstaje z mRNA PDE3A2 przez roz-
poczecie translacji ponizej pierwszego kodonu startu AUG
(ryc. 1) [56]. W sekwencji genu PDE3B nie znaleziono al-
ternatywnych miejsc startu transkrypcji ani translacji, stad
uwaza sig, ze roznice w dtugosci sekwencji aminokwasowe;j
biatka PDE3B sa raczej wynikiem czgsciowej proteolizy za-
chodzacej podczas izolacji tej izoformy (ryc. 1). Dlatego tez
przyjeto, iz gen PDE3B koduje tylko jedna izoforme biatkowa.

Najnowsze badania donosza o istnieniu polimorfizméw
w obregbie gendw kodujacych obie izoformy PDE3.
Polimorfizm PDE3B wynika z pojedynczej lub podwdj-
nej substytucji w eksonie 4 lub w obrebie intronéw 51 12
[37.51]. Natomiast w przypadku genu PDE3A obserwuje si¢
insercj¢ zasady w pozycji -1200 w promotorze genu PDE3A,
co prawdopodobnie tlumaczy lekoopornosé niektérych pa-
cjentéw wobec lekéw zawierajacych inhibitory PDE3 [4].

Sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe tych samych izo-
form PDE3 u r6znych gatunkéw ssakéw charakteryzuja sig
wysokim stopniem podobiefistwa. Dla szczura, myszy i czto-
wieka obserwuje si¢ zgodnos¢ powyzej 80% (tabela 1, war-
tosci zaznaczone na zielono), przy czym sekwencje szczurze
i mysie wykazuja podobiefistwo na poziomie prawie 95%, co
thumaczy¢ mozna pokrewieristwem filogenetycznym tych ga-
tunkéw (tabela 1, wartosSci zaznaczone na z6ito). Nie obser-
wuje si¢ natomiast tej zaleznosci migdzy izoformami PDE3A
i PDE3B w obrgbie jednego gatunku. Stopien podobieristwa
sekwencji wynosi prawie 60% (tabela 1). Mimo tych réznic,
dane doswiadczalne wykazuja, ze PDE3A i PDE3B cechuja
si¢ bardzo podobnymi wiasciwosciami kinetycznymi, choé
na podstawie wartosci V__ uznaje sig, ze PDE3A wolniej
hydrolizuje cGMP niz PDE3B (tabela 2).

W2z0R EKSPRES)I TKANKOWE) POSZCZEGOLNYCH 1zoForRM PDE3

Wysoka ekspresja PDE3A charakterystyczna jest dla tka-
nek uktadu krwionos$nego, np. ptytek krwi oraz miocytéw

sercowych [29,54]. Obserwuje si¢ prawie 15-krotnie wyz-
szy poziom ekspresji tej fosfodiesterazy w sercu w po-
réwnaniu do innych tkanek oraz okoto 10-krotnie wyz-
szy poziom w poréwnaniu z innymi fosfodiesterazami.
Pokazuje to niezwykla swoisto§¢ umiejscowienia w tkan-
ce organizmu, a co za tym idzie selektywna funkcje
PDE3A. Ponadto obecnos¢ tej fosfodiesterazy stwierdzo-
no w tkankach trzustki, pgcherza moczowego, zotadka oraz
w oocytach [19,29]. Natomiast izoforma PDE3B wystg-
puje w plucach, hepatocytach, spermatocytach, limfocy-
tach T i makrofagach [29,58]. Wysoka ekspresje PDE3B
obserwuje si¢ w ludzkich i szczurzych tkankach tluszczo-
wych oraz w watrobie [29]. W duzych ilo$ciach transkrypt
PDE3B obecny jest takze w zarodkowym nabtonku czu-
ciowym [48]. W rozwinigtym osrodkowym ukladzie ner-
wowym wzglednie wysokim poziomem ekspresji obu ge-
néw PDE3 cechuje si¢ mézdzek oraz cialo prazkowane,
w innych czg$ciach mézgu ekspresja utrzymuje si¢ na ni-
skim poziomie [29,60]. Ta mnogos¢ wystgpowania PDE3
w réznych tkankach mozliwa jest dzigki istnieniu licznych
izoform, ktére mimo znacznych réznic w sekwencji maja
podobne witasciwosci.

UNIKALNA BUDOWA DOMENY KATALITYCZNE) PDE3

Selektywnos¢ dziatania PDES3 jest $cisle zwiazana ze swo-
istag budowa domeny katalitycznej. Cecha charakterystycz-
na PDE3 jest 44-aminokwasowy insert znajdujacy si¢ w tej
domenie, niespotykany w fosfodiesterazach nalezacych do
innych rodzin. Umiejscowiony jest migdzy helisami 61 7,
lecz nie przyjmuje zadnej uporzadkowanej struktury dru-
gorzgdowej (ryc. 2) [25]. Podobienistwo sekwencji ami-
nokwasowej insertéw w PDE3A i PDE3B wynosi tylko
38,6%, mimo to na obu koricach i w Srodku insertéw znaj-
duja si¢ silnie konserwowane tréjaminokwasowe sekwen-
cje. Substytucje aminokwas6w w ich obrgbie prowadza do
znaczacego obnizenia aktywnosci PDE3, natomiast usu-
nigcie insertu catkowicie znosi aktywnos$¢ katalityczna, co
wskazuje na wazna rolg insertu w aktywacji enzymu [55].

PéZniejsze badania zespotu Hunga z 2006 r. dowodza, iz
insert odpowiedzialny jest za wigzanie cAMP w domenie
katalitycznej PDE3, gdzie odbywa si¢ hydroliza wigzania
fosfodiestrowego w cyklicznym nukleotydzie. Przypuszcza
sig, ze oddziatywanie cAMP z resztami aminokwasowy-
mi insertu skutkuje przyjeciem przez insert konformacji
utatwiajacej wprowadzenie cAMP do miejsca aktywnego
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Tabela 1. Poréwnanie sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej izoform PDE3 u myszy, szczura i cztowieka. Poréwnanie sekwencji wykonano w programie
ClustalW, natomiast stopier podobieristwa obliczono wykorzystujac jedna z funkgji programu JalView

Sekwencje nukleotydowe Sekwencje aminokwasowe
Izoforma
(gatunek) dtugos¢ stopien dtugos¢ stopien
sekwengji [pz] podobieristwa [%] sekwengji [aa] podobieristwa [%]
PDE3A1 (cztowiek) 3426 1M
59,10% 43,14%
PDE3B (cztowiek) 3339 112
PDE3A2 (cztowiek) 2460 819
58,59% 48,58%
PDE3B (cztowiek) 3339 112
PDE3A (mysz) 3167 1M
58,65% 42,86%
PDE3B (mysz) 3300 1099
PDE3A (szczur) 3327 1M
59,23% 42,99%
PDE3B (szczur) 3426 1108
PDE3A (mysz) 3167 1M
94,54% 96,14%
PDE3A (szczur) 3426 141
PDE3A2 (cztowiek) 2460 819
PDE3A (szczur) 3426 141
PDE3A2 (cztowiek) 2460 819
PDE3A (mysz) 3167 1141
PDE3A1 (cztowiek) 3426 1M
PDE3A (szczur) 3426 1141
PDE3AT1 (cztowiek) 3426 141
PDE3A (mysz) 3167 1141
PDE3B (szczur) 3327 1108
94,94% 94,17%
PDE3B (mysz) 3300 1099
PDE3B (cztowiek) 3339 112
PDE3B (szczur) 3327 1108
PDE3B (mysz) 3300 1099
PDE3B (cztowiek) 3339 1112
Tabela 2. Wartosci kinetyczne dla poszczegéinych izoform PDE3
K_[uM] V__ [umol/min/mg]
Izoforma PDE3 Gatunek
GMP cAMP GMP cAMP
PDE3A* 0,02-0,15 0,18 0,34 3,0-6,0 ztowiek
PDE3B** 0,28 0,38 2,0 8,5 szczur
*[18]; **[101.
w fosfodiesterazie [25]. PDE3 sa fosfodiesterazami dwu- (tabela 2). W zwiazku z tym uwaza sig, iz cGMP jest in-
substratowymi o wysokim powinowactwie wzgledem obu hibitorem kompetycyjnym hydrolizy cAMP [3]. Stata inhi-
cyklicznych nukleotydéw, jednak mechanizm utatwiaja- bicji (K,) wyznaczono w warunkach in vitro i wynosi ona
cy wprowadzenie cAMP do miejsca aktywnego sprawia, 0,06 uM [21], potwierdzono takze, ze inhibicja ta zacho-

ze V  dla cAMP jest 4-18 razy wyzsze niz dla cGMP dzi w uktadzie in vivo [35].
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44-aminokwasowy
insert

Ryc. 2. Molekularny model ludzkiej PDE3A z zaznaczonym insertem.
Analog cAMP, Sp-cAMPS-BDB wskazuje na umiejscowienie kieszeni
wiazacej cAMP (na podstawie [25], zmodyfikowano)

W przeciwienstwie do cAMP mechanizm wiazania cGMP
do miejsca aktywnego enzymu nie jest wyjasniony. Nie
stwierdzono oddzialywania cGMP z insertem, co w po-
taczeniu z wysokim powinowactwem tego nukleotydu do
miejsca aktywnego PDE3 [24] i niewielkim tempem jego
hydrolizy sugerowa¢ moze mechanizm inhibicji kompe-
tycyjnej, w ktérym zwigzanie cGMP uniemozliwia wpro-
wadzenie do miejsca katalitycznego cAMP zwiazanego
z insertem. Opisany mechanizm inhibicji kompetycyjnej
wskazuje na wazna funkcj¢ PDE3 w sprzeganiu szlakéw
sygnatowych cyklicznych nukleotydéw.

REGULACIA AKTYWNOSCI FOSFODIESTERAZ RODZINY 3

Domena regulatorowa determinuje umiejscowienie
PDE3 w komoérce

Domena regulatorowa znajdujaca sie na N-koricu PDE3
zapewnia, podobnie jak i domena katalityczna, swoiste
wiasnosci PDE3 m.in. determinujac wewnatrzkomorko-
we umiejscowienie bialka, za co odpowiedzialne sa dwa
regiony hydrofobowe. Wigkszy region, NHR1, znajduja-
cy si¢ blizej korica N biatka tworzy szes¢ hydrofobowych
helis pozwalajacych na zakotwiczenie PDE3 w btonach.
Natomiast mniejszy region, NHR2, odpowiedzialny jest za
kierowanie enzymu w odpowiednig lokalizacj¢ komérkowa
[52] oraz uczestniczy w oddziatywaniach z biatkami btono-
wymi [56]. Badania wykazuja, ze usunigcie regionu NHR1
skutkuje pojawieniem si¢ PDE3 we frakcji cytosolowej, na-
tomiast brak obu hydrofobowych regionéw powoduje cat-
kowita rozpuszczalnos¢ izoform [27]. Izoformy PDE3, ze
wzgledu na alternatywne sktadanie mRNA, charakteryzuja
si¢ r6znymi dlugosciami domeny N-koricowej (ryc. 1), co
warunkuje zréznicowana lokalizacj¢ subkomérkowa [56].
Izoformy PDE3A1 i PDE3B, majace oba regiony NHR,
wystepuja w komdrce gléwnie w postaci nierozpuszczal-
nej. Zwiazane sg nie tylko z btong komoérkowa, ale réwniez
z siateczka §rédplazmatyczna [52], aparatem Golgiego, en-
dosomami [16] oraz z blong jadrowa [32]. Natomiast dwie

pozostate izoformy PDE3A spotyka si¢ zaroOwno w po-
staci zwiazanej z btonami, jak i w postaci rozpuszczalnej
w cytosolu, co zwigzane jest z cz¢sciowym lub catkowitym
brakiem regionéw NHR1 i NHR2 [56]. Domena regulato-
rowa determinujac subkomérkowe umiejscowienie PDE3
zawegza jej funkcjonowanie do konkretnego przedziatu ko-
morkowego. Warunkuje to dziatalno§¢ PDE3 na skalg lo-
kalna, w $cisle okreslonym miejscu w komérce, a przez to
uczestnictwo w konkretnych kaskadach sygnatowych. Na
przyktad zaréwno PDE3B, jak i receptor insuliny zwigza-
ne sa z blong komoérkowa w obrebie kaweoli, niewielkich
wklesnig¢ btony komdrkowej, nie dziwi wigc uczestnictwo
PDE3B w szlakach sygnatowych insuliny [40].

Fosforylacje PDE3 w domenach regulatorowych
wzmagaja aktywnos¢ katalityczna enzymu

PDE3 mimo unikalnego mechanizmu wprowadzania cAMP
do miejsca katalitycznego wykazuja mata aktywnos¢ kata-
lityczng w poréwnaniu z fosfodiesterazami m.in. rodziny
11 2. Stad tez aktywnos$¢ PDE3 wzmagana jest w wyni-
ku modyfikacji biatka przez swoiste kinazy. Jednoczesnie
taki mechanizm aktywacji determinuje udziat PDE3 w ka-
skadach sygnatowych, gdzie niezbgdne jest potaczenie sy-
gnatu przekazywanego przez kinazy biatkowe z metabo-
lizmem cAMP. Aktywacja PDE3 przez swoiste kinazy
biatkowe wiaze si¢ z fosforylacja okreslonych reszt sery-
ny znajdujacych si¢ w domenie regulatorowej PDE3 mig-
dzy domenami hydrofobowymi [41]. In vivo PDE3 fosfo-
rylowana jest gtéwnie w odpowiedzi na insuling, glukagon,
trombing oraz hormony wzrostu [16,42], jednak nie kaz-
da fosforylacja w odpowiedzi na te czynniki prowadzi do
aktywacji fosfodiesterazy [30]. W zaleznosci od izoformy
PDE3 i gatunku organizmu, z ktérego pochodzi, fosfory-
lacji ulegaja rézne reszty seryny [28,47]. Ponadto, zalez-
nie od pozycji reszty seryny, reakcje fosforylacji katalizu-
je kinaza biatkowa A (PKA), kinaza biatkowa B (PKB)
[19,42] lub kinaza biatkowa C (PKC) [26]. Niedawne do-
niesienie opublikowane przez zespdt Rybalkina sugeruje
takze zaangazowanie kinazy biatkowej G (PKG) w fosfo-
rylacje PDE3A [50].

Aktywacja PDE3 w wyniku fosforylacji, ze wzgledu na
dziatalnos¢ fosfataz, przynosi jedynie krétkotrwaty efekt.
Moze on zosta¢ przedtuzony przez wiazanie si¢ biatka 14-
3-3 do niektérych fosforylowanych reszt seryny. Peini ono
funkcje¢ ochronna, zapobiegajac szybkiej defosforylacji
PDE3, przez co przedtuza aktywnos¢ enzymu. Zwigzanie
biatka 14-3-3 do obu izoform PDE3 zalezne jest, podob-
nie jak i sama fosforylacja PDE3, od wielu czynnikdéw,
m.in. fosforylowania odpowiedniej reszty seryny, typu ki-
nazy katalizujacej reakcje fosforylacji oraz czynnika ze-
wnetrznego wywotujacego fosforylacje PDE3 [26,42,45].
Na przyktad w odpowiedzi na trombing i prostaglandyne
E1 dochodzi do fosforylacji tych samych reszt serynowych,
jednakze tylko w odpowiedzi na trombing obserwuje si¢
wiazania biatka 14-3-3 do PDE3A [26].

Transdukcja sygnatu zalezy od utworzenia
makromolekularnego kompleksu PDE3 z biatkami
sygnalowymi

Fosforylacja okreslonych reszt serynowych znajdujacych
si¢ w domenie regulatorowej PDE3 wptywa nie tylko na
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a) mechanizm
negatywnego
sprzezenia zwrotnego

b) mechanizm
pozytywnego

Ryc. 3. Regulacja aktywnosci PDE3 przez sprzezenia
zwrotne: (a) negatywne (na podstawie [17],
zmodyfikowano) oraz (b) pozytywne (na

sprzezenia zwrotnego

v PDE3

podstawie [13], zmodyfikowano); szczegdtowy
opis w tekscie

apoptoza

aktywacj¢ enzymu, ale takze sprzyja tworzeniu oddziaty-
wan z innymi biatkami. Obserwuje si¢ asocjacje fosfory-
lowanej PDE3 z aktywowanymi receptorami insuliny [49]
oraz leptyny [14]. Natomiast izoformy PDE3 zakotwiczone
w blonie komoérkowej, w raftach lipidowych moga asocjo-
wac z kaweolina 1 [40]. Oddziatywania te spetniaja wazna
role zaréwno w aktywacji PDE3, jak i w transdukcji od-
powiedniego sygnatu, zwtaszcza w przypadku sprzggania
przez PDE3 szlakéw sygnatowych z udziatem kinaz biat-
kowych i cAMP.

W wielu przypadkach aktywacja swoistej kinazy biatko-
wej nie jest wystarczajaca do aktywacji PDE3, wymagane
jest natomiast utworzenie makromolekularnego komplek-
su z udzialem PDE3. Na przyktad w adipocytach aktywa-
cja PDE3B w odpowiedzi na insuling wymaga utworze-
nia makromolekuty, w sktad ktérej wchodza m.in. receptor
insuliny oraz PKB. Kinaza biatkowa B jest niezbgdnym
elementem kompleksu, gdyz prawdopodobnie rekrutu-
je PDE3B do makromolekuly, a nastgpnie ja fosforylu-
je [1]. Podobna zaleznos$¢ obserwuje si¢ w kardiomiocy-
tach mysich, gdzie w sktad makromolekuty wchodzi m.in.
PI3K odpowiedzialna za aktywacje kinazy fosforylujacej
PDE3B oraz za rekrutacj¢ PDE3B do kompleksu makro-
molekularnego [43].

Podkredli¢ nalezy, ze makrokompleksy, w sklad ktérych
wchodzi PDE3, sa waznym elementem wielu kaskad sy-
gnatowych. W komérkach srédbtonka kompleks tworzony
przez PDE3B, EPACI1 oraz PI3K uczestniczy w szlakach
sygnatowych prowadzacych do angiogenezy. Udowodniono,
ze PDE3B zabezpiecza przed niepozadang aktywacja
EPAC1 przez chwilowe fluktuacje w podstawowej puli
cAMP. Dzigki temu tylko silny wzrost stezenia cAMP, prze-
wyzszajacy wydajnos¢ PDE3B, doprowadza do aktywacji
EPACI, co z kolei wptywa na aktywacje¢ PI3K i prowadzi
do aktywacji dalszej kaskady sygnatowej [57].

ZYozone mechanizmy regulacji aktywnosci PDE3

O ile aktywacja PDE3 jest gtéwnie zwigzana z jej fosfory-
lacja w odpowiedzi na rézne czynniki zewnatrzkomoérkowe,
o tyle regulacja aktywnosci PDE3 jest procesem o wiele
bardziej skomplikowanym, w ktérym istotna rol¢ odgrywa

c¢GMP jako inhibitor kompetycyjny hydrolizy cAMP, ale
takze mechanizmy zwane sprz¢zeniami zwrotnymi. Na
przyktadzie komoérek PC12 zasugerowano, ze aktywnos¢
PDE3 moze by¢ regulowana przez negatywne sprzgzenie
zwrotne. W komorkach tych PDE3 wchodzi w sktad zto-
zonej makromolekuty. Wzrost stgzenia cAMP wptywa na
aktywacje PKA (takze nalezacej do kompleksu), ktéra fos-
foryluje i aktywuje PDE3, co objawia si¢ wzmozona hy-
droliza cAMP. Lokalne obnizenie st¢zenia cAMP powodu-
je ostabienie, a w konicu catkowite zatrzymanie aktywacji
PKA. W konsekwencji dochodzi do defosforylacji PDE3
i zahamowania aktywnosci enzymu. Podsumowujac, jesli
wysoki poziom cAMP nie jest stale utrzymywany, docho-
dzi do szybkiej dezaktywacji PDE3 (ryc. 3a) [17].

Opisany zostat réwniez proces nieprawidtowego zmniej-
szania aktywnosci PDE3 oparty na mechanizmie pozy-
tywnego sprzg¢zenia zwrotnego. U ludzi z niewydolno-
$cia serca obserwuje si¢ obnizona ekspresje PDE3B oraz
zmniejszenie ilosci funkcjonalnego biatka, a jednocze-
$nie podniesienie ekspresji wczesnego represora induko-
wanego cAMP (ICER - inducible cAMP early repressor)
[12]. Za aktywacje genu kodujacego ICER odpowiedzial-
ny jest czynnik transkrypcyjny CREB, jednoczesnie repre-
sor ICER powoduje wyciszenie ekspresji genéw aktywo-
wanych przez CREB. Badania wykazaty, ze ICER hamuje
réwniez ekspresj¢ genu PDE3B prowadzac do wzmozonej
aktywacji szlaku cAMP/PKA, ktéry bezposrednio (PKA
stabilizuje strukture¢ biatka ICER) lub posrednio przez fos-
forylacje 1 aktywacje CREB wplywa na zwigkszenie eks-
presji ICER (ryc. 3b). W ten sposéb nastepuje zapetlenie,
niski poziom PDE3B wptywa na podwyzszenie ekspresji
ICER, ktéry z kolei hamuje ekspresje¢ PDE3B [13]. W re-
zultacie dlugotrwaty, wysoki poziom represora ICER po-
woduje wyciszenie ekspresji genéw antyapoptotycznych
i prowadzi do apoptozy kardiomiocytow.

RoLA FOSFODIESTERAZ TYPU 3 W TRANSDUKCJI SYGNALU
WEWNATRZ KOMORKI

Rola PDE3 jako fosfodiesterazy hydrolizujacej cAMP

Komercyjna dostepnos¢ i mnogos¢ selektywnych inhibi-
toréw PDE3 sprzyja ich powszechnemu wykorzystaniu
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w badaniach. Pozwolito to na poznanie roli PDE3 w wie-
lu procesach fizjologicznych, w ktérych fosfodiestera-
za, aktywowana przez swoista kinaze¢ biatkowa, odpowie-
dzialna jest gtéwnie za hydrolize cAMP w nieobecnosci
cGMP. PDE3 petni taka funkcje w agregacji ptytek krwi
[15], powstawaniu stanéw zapalnych wywotanych endotok-
syna [8] lub niedotlenieniem migs$nia sercowego [11] oraz
prawdopodobnie w procesach zwigzanych z uczeniem si¢
i zapamigtywaniem [62]. [zoforma PDE3A jest niezwykle
istotna w prawidtowym rozwoju, dojrzewaniu i owulacji
oocytéow. Nokaut genu PDE3A skutkuje wzmocnieniem
sygnatu przekazywanego przez szlak cAMP/PKA i zaha-
mowaniem Cdc25B, fosfatazy aktywujacej Cdc2, biatka
wymaganego do przejscia cyklu komérkowego z fazy G2
do fazy M. Prowadzi to do catkowitej bezptodnosci my-
szy plci zeniskiej [2,34]. Podobna sytuacja zdarza si¢ w ko-
morkach migéni gtadkich naczyn, gdzie brak funkcjonal-
nego biatka PDE3A rozregulowuje szlak cAMP/PKA oraz
szlak kinaz biatkowych ERK1/2, powodujac zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie GO/G1 [2].

Ponadto PDE3 uczestniczy w regulacji kurczliwosci mig-
$nia sercowego, w ktérym aktywowana jest w odpowiedzi
na zwiazanie agonisty do receptora -adrenergicznego za-
leznie od PI3KY [33] oraz w regulacji kurczliwosci naczy-
niowych mie$ni gtadkich, gdzie ekspresja tej fosfodieste-
razy jest zmienna i zalezna od stadium rozwoju komoérki
[36]. Réwniez w kaskadach sygnatowych aktywowanych
przez insuling PDE3 pelni wazna rolg. Zaangazowana jest
mianowicie w regulacje transportu glukozy z krwi do ko-
morek, co zwigzane jest z efektem antylipolitycznym in-
suliny [63].

Jednak fosfodiesteraza ta, modulujac stezenie cAMP, od-
powiedzialna jest za kontrolg uwalniania insuliny. Badania
wykazuja, ze juz niewielka nadekspresja izoformy PDE3B
w komérkach B znacznie ostabia sekrecje insuliny w od-
powiedzi na wzrost st¢zenia glukozy we krwi oraz pro-
wadzi do zaburzen w szkielecie komérkowym wysepek
Langerhansa, co objawia si¢ nietolerancja glukozy i skut-
kowa¢ moze rozwojem cukrzycy typu 2 [9,20].

Badania na komérkach PC12 potwierdzaja takze zaanga-
zowanie PDE3 w regulacj¢ odpowiedzi na nerwowy czyn-
nik wzrostu (NGF) i naskérkowy czynnik wzrostu (EGF).
Wzrost stezenia cAMP w wyniku zahamowania aktywno-
Sci tej fosfodiesterazy skutkuje aktywacja PKA i zwigk-
szeniem fosforylacji kinaz biatkowych ERK1/2, w konse-
kwencji prowadzac do réznicowania komérek PC12 [17,22].
Natomiast w komdrkach mezangium (tkanki tacznej umiej-
scowionej miedzy naczyniami w ciatkach nerkowych) za-
hamowanie aktywnosci PDE3 i w konsekwencji wzrost
stgzenia cCAMP prowadzi do zaleznej od PKA fosforyla-
cji swoistych reszt serynowych w kinazie biatkowej Raf-
1 uniemozliwiajac aktywacje tego biatka, co prowadzi do
zahamowania aktywacji szlaku kinaz biatkowych ERK1/2
i objawia si¢ zatrzymaniem proliferacji tych komérek [7].

Rola PDE3 w laczeniu szlakow sygnatowych
cyklicznych nukleotydéw w odpowiedzi na peptydy
natriuretycznye

Dwusubstratowos¢ PDE3, a zarazem hamowanie ich ak-
tywnosci przez cGMP, umozliwia potaczenie szlakéw

sygnatowych cyklicznych nukleotydéw. Jest to druga,
oprdcz sprzggania sygnatu przekazywanego przez kinazy
biatkowe ze szlakami zaleznymi od cAMP, funkcja PDE3
w transdukcji sygnatu. Laczenie kaskad sygnatowych cy-
klicznych nukleotydéw przez PDE3 jest dobrze scharak-
teryzowane w szlakach sygnatowych peptydéw natriure-
tycznych. Zaréwno receptory peptydéw natriuretycznych
[6], jak i izoforma PDE3B zakotwiczone sa w btonie ko-
morkowej w obrebie raft lipidowych zwanych kaweolami
[40]. Poniewaz struktury te wprowadzaja przedziatowos¢
wewnatrz komérki, PDE3 uczestniczy¢ moze takze w od-
powiedzi na inne czynniki zewnatrzkomoérkowe, ktérych
receptory znajduja si¢ w obrebie kaweoli [40].

Rola PDE3 w szlakach sygnatowych peptydéw natriure-
tycznych zwiazana jest z kontrola poziomu cAMP w od-
powiedzi na zmieniajace si¢ stezenie cGMP. Peptydy na-
triuretyczne aktywujac receptory sprzezone z cyklazami
guanylanowymi, NPR-A i NPR-B, wptywaja na wzrost
wewnatrzkomérkowego st¢zenia cGMP. Powoduje to kom-
petycyjne hamowanie aktywnosci PDE3 [53] i w nastgp-
stwie wzrost stgzenia cCAMP oraz aktywacje PKA [46].
W miocytach sercowych kaskada ta prowadzi do fosfory-
lacji przez PKA kanatéw wapniowych typu L [61], co skut-
kuje zwigkszonym naptywem jonéw wapnia do wnetrza
komorki [53]. Fizjologicznym efektem tej kaskady sygna-
towej jest zwigkszenie czgstosci skurczu migsnia sercowe-
20 W sposéb bezposredni [53] lub posredni przez wzmoc-
nienie sygnatu pochodzacego z aktywowanych receptoréw
B-adrenergicznych [46].

Jednakze do niedawna powszechnie uwazano, iz hamowa-
nie aktywnosci PDE3 przez peptydy natriuretyczne skut-
kuje zmniejszeniem czgstosci skurczu migsnia sercowego,
a wigc efektem odwrotnym. Przekonanie to potwierdzaja
badania wykonane na komoérkach prawego nerwu btedne-
go, w ktérym peptydy natriuretyczne wptywaja na podwyz-
szenie st¢zenia cGMP i zahamowanie aktywnosci PDE3.
To skutkuje aktywacja szlaku cAMP/PKA i fosforylacja
kanatéw wapniowych typu L i N powodujac naptyw jo-
néw wapniowych z przestrzeni synaptycznej do komorki.
W konsekwencji prowadzi to do uwolnienia acetylocholi-
ny do przestrzeni synaptycznej i objawia si¢ zwolnieniem
czestosci akcji serca oraz zmniejszeniem sity skurczu mig-
$nia sercowego [23]. Jak mozna zaobserwowac, w nastgp-
stwie aktywacji receptoréw natriuretycznych i kaskady sy-
gnatowej: wzrost stgzenia cGMP-> hamowanie aktywnosci
PDE3-> wzrost stgzenia cAMP, w r6znych typach komé-
rek obserwuje si¢ odmienny efekt biologiczny.

Najnowsze badania wykazuja, ze zahamowanie aktywno-
Sci PDE3 w odpowiedzi na peptydy natriuretyczne pobu-
dza uwalnianie katecholamin zaréwno z zakonczen ner-
wéw wspélczulnych, jak i z komérek PC12 réznicowanych
NGF. Sugeruje si¢ takze, ze PDE3 nie jest bezposrednio
hamowana przez cGMP, lecz przez kinaze biatkowa G, ak-
tywowana podwyzszonym st¢zeniem tego cyklicznego nu-
kleotydu. Obnizenie aktywnosci PDE3 skutkuje, tak jak
opisano wyzej, aktywacja szlaku cAMP/PKA i w konse-
kwencji wzrostem wewnatrzkomérkowego stgzenia jo-
néw wapnia, co przektada si¢ na uwalnianie katecholamin
z komorki [5]. W warunkach fizjologicznych zahamowa-
nie uwalniania katecholamin w odpowiedzi na peptyd na-
triuretyczny, poprzez oddziatywanie na aktywnos¢ PDE3,
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stwarzatoby nowe mozliwosci w terapii pacjentéw z gu-
zem chromochlonnym rdzenia nadnerczy [44].

PobsumowaNiE

Fosfodiesterazy rodziny 3 sa fosfodiesterazami dwusubstra-
towymi hydrolizujacymi oba cykliczne nukleotydy, mimo
to badania wykazuja, ze ich gtéwna funkcja w komorce
jest hydroliza cAMP. Swoiste wtasciwosci PDE3 wynika-
jace z budowy i ztozonych sposobéw regulacji decyduja
o szczegllnej roli w taczeniu szlakéw cyklicznego AMP
z innymi kaskadami sygnatowymi. Opisano dwa odmien-
ne mechanizmy dziatania PDE3. Niespotykany w innych

PismiENNICTWO

fosfodiesterazach sposéb wprowadzania cAMP do miej-
sca katalitycznego enzymu oraz wyjatkowa regulacja ak-
tywnos$ci PDE3 przez cGMP, ktéry kompetycyjnie hamu-
je hydrolize cAMP, powoduje ze PDE3 odpowiedzialne
sg za sprzegganie szlakéw sygnatowych tych cyklicznych
nukleotydéw. Natomiast fosforylacja okreslonych reszt
serynowych, powodujaca wzrost aktywnosci katalitycz-
nej PDE3, pozwala na zaangazowanie tej fosfodiesterazy
w laczenie kaskad sygnalowych kinaz biatkowych z me-
tabolizmem cAMP. Te dwie odmienne funkcje PDE3 de-
terminuja jej udziat w réznorodnych procesach komoérko-
wych m.in. w odpowiedzi na peptydy natriuretyczne oraz
niektére hormony i czynniki wzrostu.
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