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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Fosfolipazy A stanowig réznorodng grupg enzymoéw, ktére katalizuja hydrolize wiazan estrowych
w pozycji sn-11i sn-2 glicerolofosfolipidéw do wolnych kwaséw ttuszczowych i lizofosfolipidéw.
W warunkach prawidlowych enzymy te reguluja obrét wolnych kwaséw ttuszczowych w fosfo-
lipidach btonowych wptywajac na stabilnos¢, ptynnos¢ i procesy transportu. Fosfolipazy sa od-
powiedzialne za tworzenie wewnatrzkomoérkowych przekaznikéw, takich jak metabolity kwasu
arachidonowego. Enzymy te sa regulowane przez liczne czynniki m.in. fosforylacje, wewnatrz-
komoérkowe stgzenie wapnia i pH. W pracy oméwiono strukture, funkcj¢ biologiczna fosfolipaz
A 1A, orazich udzial w chorobach czlowieka.

fosfolipaza A, * fosfolipazaA,

Summary

Phospholipases A are a diverse group of enzymes, which catalyzes the hydrolysis of the ester bond
at the sn-1 and sn-2 positions of glycerophospholipids, forming free fatty acids and lysophospho-
lipids. In normal conditions, these enzymes regulate the turnover of free fatty acids in membra-
ne phospholipids, affecting membrane stability, fluidity, and transport processes. Phospholipase
activity is also responsible for the generation of intracellular messengers, including arachidonic
acid metabolites. Phospholipases are regulated by many factors including selective phosphory-
lation, intracellular calcium, and pH. In this review we discuss the relationships of phospholipa-
ses A, and A, their structure, biological function, and implications in various human diseases.
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Wykaz skrétéw:

PLA, - fosfolipaza A,; PLA, - fosfolipaza A,; PLC - fosfolipaza C; PLD - fosfolipaza D; lizoPLD

- lizofosfolipaza D; PS-PLA, - fosfolipaza A, swoista wobec fosfatydyloseryny; Dol m | PLA,

- fosfolipaza A, z jadu szerszenia; mPA-PLA, oi 3 - fosfolipazy A, swoiste wobec kwasu
fosfatydowego; EL - lipaza endotelialna; LIPH - lipaza H; PA-PLA1, KIAAO725p, p125 - fosfolipazy
A, wewnatrzkomorkowe; PS - fosfatydyloseryna; PA - kwas fosfatydowy; LPA - kwas lizofosfatydowy;
PE - fosfatydyloetanoloamina; HDL - lipoproteiny o duzej gestoSci; Sec23p - biatko wiazace sie
zfosfolipaza p125; CADs - leki o strukturze kationowej i lipofilowej (cationic amphiphilic drugs);
sPLA, - wydzielnicza fosfolipaza A, (secretory PLA,); cPLA, - cytosolowa fosfolipaza A, zalezna

od Ca*? (cytosolic Ca*? - dependent PLA,); iPLA, - cytosolowa fosfolipaza A, niezalezna od Ca*?
(cytosolic Ca*™ - independent PLA,); PAF - ptytkowy czynnik aktywujacy (platelet-activating factor);
CalLB - domena wigzaca lipid zalezna od Ca*? (calcium dependent lipid binding domain); PKC -
kinaza biatkowa C; MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny; PtdinsP, - 4,5-bisfosforan
fosfatydyloinozytolu; TNF-o - czynnik martwicy nowotworu o (tumor necrosis factor ot); CHO -
komarki jajnika chomika chiriskiego; cAMP - cykliczny 3'-5" adenozyno-monofosforan

Wstep

Fosfolipazy tworza duza grupe enzymodw, ktdre katalizujag hy-
drolizg fosfolipidéw. Gtéwnymi substratami tych enzymdw sa
glicerolofosfolipidy, ktére z cholesterolem, glikolipidami i bial-
kami wchodza w sktad bton biologicznych. Ztozonos¢ struktur
fosfolipidéw wptywa na ich r6zna rolg w stabilnosci, ptynno-
Sci i przepuszczalnosci bton, a w konsekwencji odpowiada za
prawidtowe funkcjonowanie kanaléw jonowych i receptoréw,
czy tworzenie pecherzykow wydzielniczych. Glicerol w pozy-
cji sn-1 najczesceie] jest zestryfikowany nasyconymi kwasami
thuszczowymi, podczas gdy nienasycone kwasy tluszczowe
(gtéwnie kwas arachidonowy) zajmuja pozycje sn-2.

W warunkach prawidtowych homeostaza glicerolofosfoli-
pidow jest utrzymywana dzigki rownowadze migdzy synte-
73 de novo, resynteza przez reacylacje, katabolizmem oraz
transportem fosfolipidéow. W tych ztozonych procesach za-
angazowane s liczne enzymy.

Fosfolipazy hydrolizujace glicerolofosfolipidy dzielimy na
dwie grupy. Jedna grupg stanowia acylohydrolazy, do kt6-
rych nalezg fosfolipazy A i A,, odpowiednio rozktadaja-
ce wigzania estrowe w pozycji sn-1 i sn-2 fosfolipidéw,
a druga grupeg fosfodiesterazy — fosfolipaza C hydrolizu-
jaca wiazanie glicerolo-fosforanowe i fosfolipaza D kata-
lizujaca powstawanie kwasu fosfatydowego.

1. FosroLipazy A,

Fosfolipazy A (PLA —EC 3.1.1.32) sa grupa enzyméw, kt6-
re hydrolizuja wigzanie estrowe w pozycji sn-I glicerolofosfo-
lipidéw uwalniajac wolny kwas tluszczowy i lizofosfolipidy.
Aktywnos¢ PLA| wykazano w wielu komérkach i tkankach
réznych organizméw, m.in. w plytkach krwi szczura, mézgu i ja-
drach wotu, watrobie cztowieka, jadzie szerszeni czy grzybach.
Dotad opisano i zidentyfikowano wiele biatek o aktywnosci
PLA r6zniacych sig budowa, lokalizacja komérkowa, swoisto-
Scig substratowa czy optimum pH. W zaleznosci od lokalizacji
komérkowej wyrézniamy dwie grupy izoenzyméw PLA : wy-
dzielnicze (zewnatrzkomorkowe) 1 wewnatrzkomoérkowe.

1.1.Fosfolipazy A, wydzielnicze

Do fosfolipaz wydzielniczych naleza: PLA | — swoista wo-
bec fosfatydyloseryny (PS-PLA ), PLA| z jadu szerszeni

(Dol m I PLA)), fosfolipazy zwiazane z btong — swoiste
wobec kwasu fosfatydowego (mPA-PLA o i B), a takze
lipaza endotelialna (EL). Wszystkie te enzymy naleza do
duzej rodziny lipaz, kodowanych w organizmach zwierzg-
cych przez co najmniej 8 genéw.

Analizujac budowg strukturalng lipaz wykazano udziat w ka-
talizie reakcji hydrolizy dwdch niezaleznych domen. Jedna
jest domena w N-terminalnej sekwencji faiicucha polipepty-
dowego zwana ,,lid”, zawierajaca centrum aktywne z kata-
lityczna triada Ser-Asp-His. W wigkszosci lipaz, takich jak:
lipaza trzustkowa, watrobowa czy lipoproteinowa, dome-
na ta jest zbudowana z 22 lub 23 aminokwaséw. Natomiast
fosfolipazy: PS-PLA |, mPA-PLA o, Dol m I PLA i EL za-
wieraja jej krotsza wersje tzw. ,,short lid”, sktadajaca sie
odpowiednio z 12, 12, 7 i 18 aminokwasow.

Druga domena charakterystyczna dla lipaz jest tzw.
B9 loop™, umiejscowiona blisko miejsca katalitycznego
enzymu. Domena ta jest obecna w lipazie trzustkowej, wa-
trobowej i lipoproteinowej, a nie ma jej w fosfolipazach
A sekrecyjnych. Znajomos¢ tych molekularnych wiasci-
wosci, tzn. obecnos¢ domeny ,,short 1id” i brak domeny
B9 loop” pozwoli w przysztosci na identyfikacje nowych
izoenzyméw podrodziny fosfolipaz A, i wyjasnienie ich
funkcji fizjologicznych.

Najlepiej poznana fosfolipaza wydzielnicza A, jest fosfo-
lipaza swoista wobec fosfatydyloseryny (PS-PLA ). Jest
glikoproteing zbudowang z 456 aminokwaséw i masie
czasteczkowej okoto 55 kDa [3]. Enzym wykazuje 30%
homologi¢ z lipaza trzustkowa, lipoproteinowa i watrobo-
wa. Gen ludzkiej PS-PLA, jest umiejscowiony na chro-
mosomie 3 w locus q13.13-q13.2 [34]. Duza aktywnos¢
enzymu obserwuje si¢ w ptytkach krwi, sercu i ptucach
szczura, w watrobie i jadrach cztowieka, a Sladowa w ptyt-
kach krwi ludzkich i mysich [2]. W ptytkach krwi szczura
PS-PLA  jest magazynowana w alfa-ziarnistosciach, skad
jest uwalniana w czasie aktywacji ptytek przez trombing
i kolagen. Moze to wskazywac, ze enzym jest wydzielany
podczas koagulacji krwi. PS-PLA | jest wydzielana z ko-
morek 1 wykazuje powinowactwo do heparyny, tak jak inne
enzymy z rodziny lipaz [34].

Fosfolipaza PS-PLA | hydrolizuje swoiste fosfolipidy sery-
nowe: fosfatydyloseryng (PS) oraz 1-acylo-2-lizofosfatydy-
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loseryng. Fosfatydyloseryna jest rozktadana do 2-acylo-1-
-lizofosfatydyloseryny i kwasu thuszczowego. Wykazano, ze
uwalniany lizofosfolipid uczestniczy m.in. w aktywacji komo6-
rek sutkowych i w hamowaniu wzrostu limfocytéw T [2].

Drugim substratem dla fosfolipazy PS-PLA | jest powstaja-
ca z fosfatydyloseryny pod wplywem dziatania fosfolipa-
zy wydzielniczej A, (s-PLA,) 1-acylo-2-lizofosfatydylose-
ryna. Jest ona rozktadana do glicerolofosfoseryny i kwasu
tluszczowego. 1-acylo-2-lizofosfatydyloseryna aktywuje
komorki sutkowe, a takze uczestniczy w rozwoju komo-
rek nerwowych [3].

Fosfolipidy serynowe sa zaangazowane w wielu procesach
fizjologicznych i patologicznych. Fosfatydyloseryna bie-
rze udziat w procesie koagulacji krwi, fagocytozie, apop-
tozie, a takze w aktywacji licznych enzyméw wewnatrzko-
moérkowych, takich jak kinaza biatkowa C, syntaza tlenku
azotu czy kinaza diacyloglicerolowa. Fosfatydyloseryna
jest umiejscowiona gtéwnie na wewngtrznej stronie bion
plazmatycznych réznych typéw komorek, ale moze poja-
wiac si¢ po zewngtrznej stronie btony w wyniku stymula-
¢ji przez rézne czynniki np. cytokiny, w stanach zapalnych
czy podczas aktywacji ptytek krwi. Powierzchniowa eks-
pozycja fosfatydyloseryny jest markerem procesu apopto-
zy. W Swietle tych badan uwaza sig, ze enzym PS-PLA,
moze by¢ zaangazowany w powyzsze procesy regulujac
syntezg i rozpad fosfolipidéw serynowych [3].

Fosfolipazy mPA-PLA o i 3 s biatkami zwiazanymi z bto-
nami, zawierajacymi odpowiednio 451 i 460 aminokwaséw
oraz masie czasteczkowej okoto 55 kDa [23]. Obie fosfoli-
pazy charakteryzuja si¢ duza homologia wzgledem fosfoli-
pazy PS-PLA , obie odznaczaja si¢ wrazliwoscia na wanad,
ale wykazuja r6zne powinowactwo do heparyny (izoen-
zym beta ma wigksze powinowactwo). Ludzki gen zloka-
lizowano na 21 chromosomie w locus q11.1 dla izoenzymu
mPA-PLA | beta, a dla alfa na chromosomie 3.

Enzym mPA-PLA o jest obecny w r6znych tkankach czto-
wigksza aktywnos¢ wykazuje w ptytkach krwi [41]. Biatko
mPA-PLA B wykryto w ludzkiej spermie, a najwigksza ak-
tywnos¢ enzymu stwierdzono w jadrach.

Obydwa enzymy wykazuja selektywna swoisto§¢ wobec
kwasu fosfatydowego, zawierajacego nienasycone kwasy
tluszczowe w pozyciji sn-1 1 sn-2, hydrolizujac go do kwa-
su lizofosfatydowego (LPA) [23]. Fosfolipazy mPA-PLA
biora wigc udziat wraz z innymi enzymami (PLA,, PLD,
lizoPLD) w generowaniu kwasu lizofosfatydowego, waz-
nego lipidowego mediatora o réznej funkcji biologiczne;j.
LPA bierze udziat w indukcji agregacji ptytek krwi, skurczu
migsni gladkich, stymuluje proliferacj¢ komorek, a takze jest
zaangazowany w takich procesach patologicznych jak arte-
rioskleroza czy inwazja komérek nowotworowych [2].

Lipaza endotelialna (EL) réwniez wykazuje aktywnos¢ ka-
talityczna fosfolipazy A . Biatko to jest zbudowane z 500
aminokwas6w, w tym z 18-aminokwasowej domeny ,,short
lid”, charakterystycznej dla podrodziny PLA . Enzym wy-
kazuje duza homologi¢ do lipazy lipoproteinowej (44%)
oraz lipazy watrobowej (41%) [24]. Gen ludzkiej EL zlo-
kalizowano na chromosomie 18 w locus q21.1. W organi-

zmie czlowieka ekspresj¢ EL stwierdzono w naczyniach
wiericowych, watrobie, ptucach, nerce, tozysku, tarczycy,
jadrach i jajnikach [6,24,27]. Substratami EL sg zaréwno
fosfolipidy, jak i triacyloglicerole lipoprotein o duzej ge-
stosci (HDL). W poréwnaniu z lipaza lipoproteinowa i wa-
trobowa enzym wykazuje wigksza aktywnos¢ fosfolipazo-
wa, a mniejsza lipolityczna.

Lipaza endotelialna odgrywa wazng role¢ w metabolizmie
lipoprotein HDL, przez co ma wplyw na poziom chole-
sterolu w surowicy krwi. Synteza enzymu przez komor-
ki endotelialne jest regulowana przez prozapalne cytoki-
ny. Sugeruje si¢, ze EL. moze by¢ waznym modulatorem
metabolizmu lipidéw, moze uczestniczy¢ w homeostazie
energetycznej ustroju, w procesach zapalnych i chorobach
naczyn wiencowych [14].

Ostatnio, w organizmie ludzkim zidentyfikowano kolejny
enzym sekrecyjny, nazwany lipaza H (LIPH) [28]. Jest to
biatko zbudowane z 451 aminokwaséw, w tym z 12-ami-
nokwasowej domeny ,,short lid”, o masie czasteczkowe;j
63 kDa. Wykazuje 47% homologii z PS-PLA | i 46% z li-
paza endotelialna. Gen ludzkiej LIPH zlokalizowano na
chromosomie 3 w locus q27-q28. W organizmie czlowie-
ka ekspresje tego biatka wykazano w jelicie cienkim i gru-
bym, ptucach oraz trzustce. Enzymatyczna i fizjologiczna
funkcja tego enzymu pozostaje nieznana.

1.2. Fosfolipazy A, wewnatrzkomorkowe

Dotychczas zidentyfikowane wewnatrzkomérkowe fosfo-
lipazy A| — preferencyjnie hydrolizuja kwas fosfatydowy
(PA). Naleza do nich trzy biatka: PA-PLA |, KIAA0725p
ipl25.

Analizujac sekwencje genomu ludzkiego stwierdzono, ze
geny tych biatek sa umiejscowione odpowiednio na 14, 8
i 10 chromosomie. Najwigksza ekspresje mRNA tego enzy-
mu w organizmie cztowieka wykazano w jadrach i w mé-
zgu. Nie stwierdzono aktywnosci PA-PLA, w watrobie,
nerce i sercu.

Fosfolipaza PA-PLA, z jader wotu jest biatkiem zawie-
rajacym 875 aminokwaséw, masie czasteczkowej 98 kDa
i optimum pH okoto 8,0 [20,21]. Aktywnos¢ enzymu jest
regulowana za posrednictwem modyfikacji kowalencyjne;j
przez fosforylacje i defosforylacje [18]. Przypuszcza sig,
ze fosfolipaza PA-PLA | uczestniczy w przekaznictwie sy-
gnatowym z udziatem kwasu fosfatydowego, jako wtérne-
go przekaznika. W komoérce PA moze powstawaé w dwo-
jaki sposéb: z fosfatydylocholiny z udzialem fosfolipazy
D lub z fosfatydyloinozytolu z udziatem fosfolipazy C,
a nastgpnie fosforylacji przez kinaze¢ diacyloglicerolowa.
Kwas fosfatydowy powstajacy podczas aktywacji komorek,
m.in. stymuluje rozpad 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozy-
tolu (PtdInsP,) do 3,4,5-trifosforanu inozytolu, uczestniczy
w uwalnianiu kwasu arachidonowego przez aktywacj¢ fos-
folipazy A,, a takze bierze udzial w tworzeniu retikulum
endoplazmatycznego i aparatu Golgiego. Sugeruje sig, ze
PA-PLA | jest zaangazowana réwniez w procesie sperma-
togenezy i interakcji neuronalnej [35].

Izoenzymy KIAAO0725p i p125 sq homologami PA-PLA
wszechobecnymi w komodrkach organizméw zwierzg-
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cych. Zbadano, ze biatko p125 oddziatuje z biatkiem eu-
kariotycznym Sec23p poprzez domeng N-konicowa, bo-
gata w proling i w ten sposob bierze udziat w tworzeniu
bton pecherzykéw retikulum endoplazmatycznego [33].
Dotychczas nie wykazano aktywnosci katalitycznej biat-
ka p125 [35].

KIAAOQ725p preferencyjnie hydrolizuje kwas fosfatydowy
oraz fosfatydyloetanolaming (PE). Izoenzym KIAA0725p
nie ma domeny bogatej w proling, a jego aktywnos¢ jest wy-
magana do fuzji bton i agregacji retikulum [35]. Hydroliza
PA i (albo) PE do lizofosfolipidéw przez KIAAO725p sprzy-
ja wigc tym procesom.

Ze wzgledu na rézna lokalizacje enzyméw KIAAO0725p
i PA-PLA sugeruje sig, ze fosfolipaza KIAAO725p od-
grywa role w komoérkach niewyspecjalizowanych, podczas
gdy fosfolipaza PA-PLA | przede wszystkim w komérkach
wyspecjalizowanych.

W lizosomach komoérek eukariotycznych wystepuje takze
fosfolipaza A, ale o kwasnym optimum pH. Aktywnos¢
tego enzymu wykazano m.in. w watrobie cztowieka [31],
w watrobie i nerce szczura [31]. Lizosomalna, kwasna fos-
folipaza A jest glikoproteina, a jej aktywnos¢ nie zalezy od
jonéw wapnia. Enzym ten uczestniczy w degradacji fosfo-
lipidéw lipoprotein surowicy, a takze degradacji wewnatrz-
komoérkowych bton dostarczanych do lizosoméw.

W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia, ze kwasna fos-
folipaza A, tak jak fosfolipaza A, moze odgrywac wazng
rolg w fosfolipidozach — chorobach polegajacych na aku-
mulacji fosfolipidéw w lizosomach. Wykazano brak ak-
tywnosci fosfolipazy A w fibroblastach pacjentéw cho-
rych na mukolipidozy II i III oraz u pacjentéw z choroba
Niemanna-Picka [26]. Fosfolipidozy moga by¢ réwniez in-
dukowane lekami majacymi strukture kationowa i lipofilo-
wa zwanymi CADs (cationic amphiphilic drugs) [39,46].
Jednym z mechanizméw dziatania tych lekéw jest zahamo-
wanie aktywnosci lizosomalnej fosfolipazy A [44].

2. FosroLipazy A,

Fosfolipaza A, (PLA, — EC 3.1.1.4.) jest przedstawicielem
duzej rodziny enzymoéw z klasy acylohydrolaz, ktére hydro-
lizujac wigzanie estrowe w pozycji sn-2 glicerolofosfolipi-
doéw uwalniaja wolny kwas ttuszczowy i lizofosfolipid.

W komoérkach ssakéw w pozycji sn-2 fosfolipidéw szcze-
g6lnie czgsto wystepuje kwas arachidonowy. Fosfolipaza
A, uwalnia kwas arachidonowy z fosfolipidow btonowych,
ktéry nastgpnie moze funkcjonowac jako drugi przekaznik
aktywujac bezposrednio kinazy (PKC i MAPK). Kwas ara-
chidonowy jest wykorzystywany réwniez jako prekursor do
syntezy eikozanoid6w, ktére sa potencjalnymi mediatora-
mi procesu zapalnego i przekazywania sygnaléow w komor-
ce. W wyniku dziatania cyklooksygenazy powstaja z niego
prostaglandyny, tromboksany i prostacykliny, a pod wpty-
wem lipooksygenaz leukotrieny i lipoksyny.

Drugi produkt dziatania fosfolipazy A, —lizofosfolipid jest
waznym elementem komdrkowego przekazywania sygna-
16w, przebudowy fosfolipidow czy tez powstawania zabu-
rzen w blonach. Lizofosfolipid 1-alkilo-fosfatydylocholi-

na jest prekursorem ptytkowego czynnika aktywujacego
— PAF (plate-activating factor).

Fosfolipaza A, biorac udziat w syntezie réznych efekto-
row przekazywania sygnatéw w komdérce jest bardzo waz-
nym enzymem regulujacym metabolizm komorki, zarow-
no w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych (np.
procesy zapalne, astma itp.) [10].

W organizmach ssakéw zidentyfikowano bardzo wiele
izoenzym6w PLA, rézniacych sig struktura pierwszorze-
dowa, lokalizacja tkankowa, funkcja, swoistoscia substra-
towa, wrazliwoscia na inhibitory czy wymaganiami wzgle-
dem jonéw Ca*>.

Dotychczas opisano 19 bialek wykazujacych aktywnosé
fosfolipazy A,, wigkszos¢ z nich, poza jednym wyjatkiem
—IIC PLA,, wystepuje takze u ludzi. Podstawa klasyfika-
cji fosfolipaz A, jest sekwencja nukleotydowa ich genéw
oraz sekwencja aminokwasowa odpowiednich izoenzymow.
W ostatniej dekadzie nastapit wielki postep w oczyszcza-
niu, sekwencjonowaniu i charakterystyce enzyméw maja-
cych aktywnosc¢ fosfolipazy A.,.

Dotad sklasyfikowano 14 grup fosfolipaz A,, zawieraja-
cych liczne podgrupy [10,40]. Wsréd nich dziesieé grup
enzymoéw wykorzystuje histydyng do katalizy i wymaga
milimolarnych stezen Ca*? do przeprowadzenia reakcji. Sa
to grupy: I, 1T, III, V, IX, X, XI, XII, XIII i XIV okresla-
ne tez jako fosfolipazy wydzielnicze. Wigkszos¢ z nich,
poza nielicznymi wyjatkami, wystgpuje w organizmach
ssakow. Dwie grupy enzyméw — IV i VI sa umiejscowio-
ne wewnatrzkomoérkowo, maja duza mase czasteczkowa
i seryn¢ w miejscu aktywnym uczestniczaca w reakcji hy-
drolizy. Najlepiej poznany izoenzym z grupy IV — fosfoli-
paza IVA takze znana jako cytosolowa PLA, o jest zalez-
na od jonéw wapnia i podlega ztozonej regulacji. Enzymy
z grupy VI sa niezalezne od jonéw Ca*%.

Ze wzgledu na petniona funkcje fosfolipazy A, ssakéw
dzieli sig na trzy grupy: wydzielnicze — sSPLA, (secreto-
ry PLA)), cytosolowe zalezne od Ca** — cPLA, (cytosolic
Ca*? — dependent PLA) i cytosolowe niezalezne od Ca*
—iPLA, (cytosolic Ca** — independent PLA ).

2.1. Fosfolipazy wydzielnicze — sPLA,

Do fosfolipaz wydzielniczych — sPLA, zaliczamy gru-
py: IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, 111, V, IX, X, XI, XII, XIII
i XIV. Oznaczaja si¢ one stosunkowo mata masa czastecz-
kowa (13-16 kDa), duzg zawartoscia wigzan disiarczko-
wych oraz wymagaja obecnosci jonéw Ca*? (mM) do ka-
talizy. Wykazuja niewielka swoisto$¢ substratowa wobec
rodzaju nienasyconego kwasu tluszczowego w pozycji
sn-2 fosfolipidow.

Dwie giéwne grupy fosfolipaz wydzielniczych ssakéw
to: grupa I — trzustkowe sPLA, i grupa II — nietrzustko-
we sPLA..

Fosfolipaza trzustkowa sPLA, jest syntetyzowana i wydzie-
lana przez trzustke do Swiatta jelita w postaci nieaktywne-
go zymogenu, ktéry nastgpnie ulega aktywacji w wyniku
ograniczonej proteolizy. Brak wymagan wobec substratu
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(nieistotny dla enzymu kwas tluszczowy w pozycji sn-2
ani polarny podstawnik w pozycji sn-3) jest wielce przy-
datny do pelnionej funkcji, tj. trawienia lipidéw pokarmo-
wych. Trzustkowa sPLA, wystepuje réwniez w Sledzionie
i plucach [17,19].

Enzymy z grupy II — nietrzustkowe fosfolipazy sPLA, sa
szeroko rozpowszechnione w tkankach ssakéw, najwigcej
ich wystepuje w ptytkach krwi, a takze w maziach stawo-
wych. Nietrzustkowe fosfolipazy sPLA , mimo duzego po-
dobienstwa w strukturze do fosfolipaz trzustkowych, maja
unikalne cechy, takie jak: preferencja hydrolizy fosfolipi-
dow zawierajacych etanoloaming, powinowactwo do he-
paryny, a ponadto sa syntetyzowane od razu jako dojrzate
biatka, zdolne do katalizy, magazynowane w pecherzy-
kach wewnatrzkomérkowych. Wykazuja mata swoistos¢é
wobec kwasu tluszczowego w pozycji sn-2, podobnie jak
trzustkowe sPLA,.

Nietrzustkowe fosfolipazy katalizuja powstawanie lipido-
wych mediatoréw réznych proceséw patologicznych, gtow-
nie o podtozu zapalnym. Lipidowymi mediatorami sa za-
rowno lizofosfolipidy i ich pochodne, jak réwniez kwas
arachidonowy i jego pochodne, gtéwnie eikozanoidy.

Lizofosfolipidy indukuja uszkodzenia tkanek np. owrzodzenie
zotadka, aktywuja leukocyty zwigkszajac ich przenikanie przez
btong Srédbtonka, inicjuja proliferacje komoérek rakowych.
Moga takze funkcjonowac jako czynniki wzrostu, zwlaszcza
kwas lizofosfatydowy. Lizofosfatydyloseryna aktywuje sekre-
cje histaminy w komérkach gruczotu sutkowego.

Eikozanoidy sa zaangazowane w rozwoju prawie wszyst-
kich proceséw patologicznych, zwtaszcza w przebiegu pro-
ces6éw zapalnych [47]. Ochrona bton komdérkowych przed
»enzymami procesow zapalnych” w wyniku zastosowania
inhibitoréw tych enzymoéw moze mie¢ znaczenie terapeu-
tyczne w leczeniu zapalen.

Fosfolipazom wydzielniczym — sPLA, przypisuje si¢ wiele
funkcji, zaréwno fizjologicznych, jak i w réznych stanach
patologicznych. SPLA, uczestnicza w trawieniu fosfolipidéw
pokarmowych, biora udziat w metabolizmie fosfolipidéw
komoérkowych, w naprawie uszkodzen peroksydacyjnych
lipidéw btonowych, stanowig barierg dla mikroorganizméw
po zniszczeniu fosfolipidéw bton bakteryjnych, przeciw-
dziataja agregacji ptytek krwi, czy wreszcie uczestnicza
w procesach zapalnych, zwigzanych z miazdzyca tetnic,
reumatoidalnym zapaleniem stawéw czy ostrym zawatem
mig$nia sercowego [25,36,37].

Ostatnio wykazano udzial fosfolipaz wydzielniczych
— sPLA, (z grup IIA, 1ID, IIF, XII) w naprawie uszko-
dzen w uktadzie nerwowym np. podczas niedokrwienia
czy uszkodzenia rdzenia krggowego, a takze w chorobach
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera czy
Parkinsona [8].

2.2. Fosfolipazy cytosolowe — cPLA,

Do fosfolipaz cytosolowych cPLA, zaleznych od jonéw
wapnia zaliczamy enzymy z grupy I'V. Enzymy te, zwtasz-
cza posta¢ PLA a sa szeroko rozpowszechnione w tkan-
kach ssakow, w tym w tkankach ludzkich (mézg, ptuca,

nerki, serce, §ledziona, trzustka, tozysko). Takze wiele ty-
p6éw komérek ma aktywnos¢ cPLA,, np. makrofagi, neu-
trofile, ptytki krwi, keranocyty [22].

cPLA, maja stosunkowo duza mase czasteczkowa i prefe-
rencyjnie hydrolizuja fosfolipidy zawierajace kwas arachi-
donowy w pozycji sn-2.

Najlepiej poznanym i rozpowszechnionym enzymem z tej
grupy jest fosfolipaza IVA, inaczej znana jako cPLA a.
Jest to biatko umiejscowione w cytosolu, zbudowane z 749
aminokwasOw, o masie czasteczkowej okoto 85 kDa, za-
wierajace dwie katalityczne domeny hydrolityczne A i B
(zwane tez o i B) oraz domene C2 wazna dla zaleznego od
Ca*? wigzania si¢ enzymu z btonami [22].

Domena C2 ma swoiste wtasciwosci wigzania dwéch jonéw
wapnia i btony fosfolipidowej jednoczesnie i najprawdopo-
dobniej jest odpowiedzialna za translokacje enzymu z cytoso-
Iu do regionu blonowego w odpowiedzi na rézne aktywatory
zwiekszajace stezenie wewnatrzkomérkowego Ca*2. Innym
mechanizmem aktywacji fosfolipazy IVA jest fosforylacja se-
ryny w pozycji 505 taiicucha polipeptydowego. Fosforylacja
Ser-505 pod wptywem np. kinaz biatkowych aktywowanych
réoznymi mitogenami (MAPK) wywotuje 3-krotny wzrost
aktywnosci enzymu. Fosfolipaza IVA odgrywa gtéwna role
w uwalnianiu kwasu arachidonowego, w odpowiedzi zapal-
nej organizmu wystgpujacej np. w mézgu po urazie [11,12,13]
czy w poczatkowych stadiach porodu [43].

Kolejnym enzymem z grupy IV jest fosfolipaza IVB
(cPLA,B). Jest to biatko wystepujace we wszystkich tkan-
kach czlowieka, a najwigksza aktywnos¢ enzymu stwier-
dza si¢ w trzustce, watrobie, sercu i mézgu. Enzym IVB
ma maseg czasteczkowa 114 kDa, jest zbudowany z 1012
aminokwasow, zawiera domeng¢ C2 i wykazuje 30% ana-
logi¢ z biatkiem IVA.

Fosfolipaza IVC (cPLAy) jest biatkiem zawierajacym 541
aminokwasOw, o masie czasteczkowej 61 kDa. Wykazuje
mniej niz 30% homologi¢ z fosfolipaza IVA. Nie ma do-
meny C2, nie wymaga Ca*? do aktywacji i dlatego regu-
lacja aktywnosci tej izoformy enzymu jest odmienna niz
cPLA o i cPLA B. Najwieksza aktywnos¢ enzymu obser-
wuje si¢ w sercu i w migs$niach szkieletowych.

Fosfolipazy cPLA, IVA i IVB wymagaja jonéw wapnia do
translokacji w blonie (UM) a nie do aktywnosci katalitycz-
nej. Poniewaz izoenzym PLA, IVC nie wymaga obecno-
Sci Ca*? oraz nie ma domeny C2 niezbgdnej do wigzania
jonéw wapnia i lipidu, wykazuje pewne biochemiczne po-
dobiefistwo z fosfolipazami iPLA, i coraz czgsciej jest za-
liczany do tej grupy enzymoéw.

Fosfolipazy cytosolowe cPLA, sa uwazane za gléwne enzy-
my uczestniczace w uwalnianiu kwasu arachidonowego pod
wplywem réznych efektoréw. Uwalnianie kwasu arachido-
nowego i w konsekwencji synteza eikozanoidow jest proce-
sem podlegajacym bardzo zlozonej regulacji, przede wszyst-
kim ze wzgledu na potencjalne fizjologiczne efekty.

Aktywnos¢ tych enzyméw podlega kompleksowej regulacii za-
réwno na poziomie transkrypcji mRNA enzymu, jak i na pozio-
mie potranslacyjnych modyfikacji biatka enzymatycznego.

120



Sadurska B. i Szumito M. - Fosfolipazy A w komdrkach ssakéw - budowa...

CPLA, sa szybko aktywowane w nastgpstwie wzrostu pozio-
mu wewnatrzkomoérkowego Ca*? i fosforylacji. Jony wap-
nia, inaczej niz w przypadku sPLA , nie sa wymagane do
aktywnosci katalitycznej cPLA , lecz sa niezbedne do wia-
zania si¢ cPLA, z btong lub z fosfolipidowymi pecherzy-
kami, w ktorych sa obecne substraty enzymu. N-koniec
taricucha peptydowego fosfolipaz cytosolowych zawiera
domeng wiazaca lipid zalezna od Ca*? — CaLB (calcium
dependent lipid binding domain) posredniczaca w wiaza-
niu z btona. Zwigkszenie wewnatrzkomoérkowego steze-
nia jonéw wapnia indukuje translokacj¢ cPLA, z frakcji
rozpuszczalnej do btony jadrowej i przede wszystkim re-
tikulum endoplazmatycznego, gdzie znajduja si¢ substra-
ty enzymu. W btonie jadrowej sa umiejscowione réwniez
cyklooksygenaza 2 (COX-2) i 5-lipooksygenaza, co umoz-
liwia tworzenie przez te enzymy funkcjonalnego komplek-
su do syntezy eikozanoidéw [7].

W odpowiedzi na niektére cytokiny i mitogeny nastgpuje
ditugoterminowa regulacja cPLA, osiagana poprzez wzrost
syntezy cPLA,, co prowadzi do przedtuzonego uwalnia-
nia kwasu arachidonowego i syntezy eikozanoidéw. Ten
wzrost syntezy cPLA, jest hamowany przez glikokorty-
kosteroidy [15].

Réznorodne mechanizmy regulacji aktywnosci fosfolipaz
cPLA, pozwalaja na petnienie r6znorodnych funkcji w od-
powiedzi komorki, takich jak: ostry stan zapalny, mitoge-
neza, roznicowanie czy cytotoksycznosc.

Cytosolowa grupa IV fosfolipaz A, jest gtéwnym efekto-
rem réznych szlakéw metabolicznych inicjowanych przez
cytokiny, czynniki wzrostu, mediatory procesu zapalnego,
hormony czy neuroprzekazniki [15,30].

Fosfolipazy cytosolowe moga by¢ réwniez indukowane
przez czynniki fizyczne i wywotujace stres np. utlenienie,
hiperglikemia lub §wiatto UV.

We wzroscie aktywnosci ¢cPLA, pod wplywem r6znych
efektoréw uczestnicza biatka G (wiazace nukleotydy guani-
nowe); nastgpuje wzrost st¢zenia jonow wapnia, aktywacja
kinazy biatkowej C (PKC) lub kinazy biatkowej aktywowa-
nej przez mitogeny (MAPK), a to prowadzi do zwigkszo-
nego uwalniania kwasu arachidonowego i wzrostu syntezy
eikozanoidéw. Zwigkszenie aktywnosci cPLA, w makrofa-
gach indukowane r6znymi agonistami polega na fosforyla-
cji seryny (Ser 505), obecnej w centrum aktywnym enzy-
mu pod wptywem MAPK. Stan ten moze by¢ odwrécony
dziataniem odpowiedniej fosfatazy [17,19].

Niedawno zaobserwowano réwniez wptyw cytosolowego
4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PtdInsP,) na regula-
cje aktywnosci cPLA,. Stymuluje on silnie wigzanie cPLA,
z blona, a takze zwigksza aktywnos¢ enzymu wzglgdem fos-
folipidéw. Odbywa si¢ to bez wzrostu poziomu wewnatrz-
komoérkowego Ca*?, co wskazuje na kolejny, odmienny me-
chanizm regulacji aktywnosci cPLA, [9].

Wsréd kwaséw tluszczowych uwalnianych w wyniku
dziatania PLA, warto podkresli¢ szczegélne, biologiczne
znaczenie kwasu arachidonowego jako prekursora prosta-
noidéw czy leukotrienéw. Wykazano, ze wolny kwas ara-
chidonowy moze stymulowaé apoptozg¢ poprzez aktywa-

cj¢ enzymu — sfingomielinazy [47]. Sugeruje si¢ réwniez
udziat utlenionych metabolitow powstajacych z kwasu ara-
chidonowego w wyniku dziatania lipooksygenazy w in-
dukcji apoptozy.

Mimo ze mechanizm udziatu fosfolipaz A, w procesie apop-
tozy pozostaje niewyjasniony, to w komodrkach podlegaja-
cych apoptozie, jednoczesnie z obnizong zywotnoscia, ak-
tywacja kaspaz i fragmentacjg DNA, obserwuje si¢ wzrost
uwalniania kwasu arachidonowego. Odbywa si¢ to w wy-
niku aktywacji cytosolowej PLA i/lub niezaleznej od jo-
néw wapnia —iPLA,, w zaleznosci od czynnika wywotu-
jacego apoptoze [42].

Kiedy czynnikiem wywotujacym $mieré komorki jest czyn-
nik martwicy nowotworu — TNF-o (tumor necrosis factor
alfa), kwas arachidonowy uwalniany jest w wyniku dziata-
nia cPLA, [16], a kiedy apoptoza jest indukowana antyge-
nem Fas, to obserwuje si¢ wzrost aktywnosci iPLA, [5].

Oprécz zaangazowania w procesie zaprogramowanej Smier-
ci komérki fosfolipaz — cPLA, i iPLA,, ostatnio pojawia-
ja si¢ prace sugerujace udzial w tym procesie rowniez se-
krecyjnych PLA, [48].

Fosfolipazy cPLA, odgrywaja bardzo istotna rolg podczas
naprawy uszkodzonych komoérek w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym. W hodowli ludzkich komérek astrocyto-
ma 1231N1 zaobserwowano wzrost aktywnosci cytosolo-
wych fosfolipaz A IVA,IVB, IVC, a takze iPLA2 - VIA
w obecnosci interleukiny 1 i lipopolisacharydu, ktére sa
sygnatami uszkodzenia komérek nerwowych czy tez roz-
poczetego procesu zapalnego w mézgu [8].

2.3. Fosfolipazy cytosolowe niezalezne od Ca*? —
iPLA,

Do fosfolipaz cytosolowych niezaleznych od Ca** (iPLA.)
zaliczamy enzymy nalezace do grupy VI (obecnie grupa
VIA) szeroko rozpowszechnione, wystepujace u réznych
gatunkéw zwierzat i w réznych komoérkach (np. ludzkie
limfocyty B, komérki jajnika chomika chinskiego CHO,
komorki mézgu, trzustki szczura, komorki nerki krélika).
Obecnie, oprécz enzyméw grupy VIA do fosfolipaz iPLA,
zaliczamy grupe IVC (wczesniej byta klasyfikowana jako
cPLA -y), oraz grupy VIIi VIII [40].

Enzymy z grupy VII i VIII sa acetylohydrolazami ptytko-
wego czynnika aktywujacego — PAF. Wykazuja one pre-
ferencje substratowe wobec PAF i fosfolipidéw zawiera-
jacych krétko- lub sredniotaricuchowe kwasy tluszczowe
W pozycji sn-2.

Fosfolipazy VIA w organizmie ludzkim wystgpuja w wie-
lu izoformach powstatych w wyniku alternatywnego spli-
cingu pierwotnego transkryptu genu. Najlepiej poznano
grupe VIA-1 (85 kDa) i VIA-2 (88 kDa). Kolejno, ziden-
tyfikowano trzy splicingowe warianty: VIA-3, VIA-anky-
rinl, VIA-ankyrin 2, ale nie wiadomo czy sa aktywne en-
zymatycznie.

Grupa VIA fosfolipaz odgrywa gtéwna role w przebudo-
wie i homeostazie fosfolipidéw przez usuwanie wolnego
kwasu ttuszczowego i tworzenie 2-lizofosfolipidowych ak-
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ceptoréw mogacych by¢ substratami acylotransferaz w re-
akcjach reacylacji [45].

W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wigcej danych o zaan-
gazowaniu fosfolipaz VIA w wielu innych procesach bio-
logicznych, przede wszystkim w powstawaniu wtérnych
przekaznikéw. Wykazano ich udziat w uwalnianiu kwasu
arachidonowego i prostaglandyn w komérkach mezangial-
nych ktebkéw nerkowych szczura stymulowanych interleu-
king1p lub dibutyrylo- cAMP [1], w syntezie leukotrienéw
w ludzkich granulocytach [29], a takze w rozprzestrzenia-
niu ptytek krwi po unieruchomieniu fibrynogenu [45].

Ponadto, poza wazna rola w przebudowie fosfolipidow
i przekazywaniu informacji sugeruje si¢ udzial iPLA,
(oprécz sPLA,) w uszkadzaniu fosfolipidowej blony ko-
morek przez uwalnianie kwasu arachidonowego i innych
kwasow ttuszczowych do sSrodowiska pozakomoérkowego
w czasie procesu apoptozy ludzkich komoérek biataczko-
wych U937, wywolanego przez rézne czynniki np. prze-
ciwciata anty-Fas [5] czy stres oksydacyjny [4,38].

Niedawno w organizmie ludzkim zidentyfikowano kolej-
ny enzym cytosolowy, wykazujacy aktywnos¢ fosfolipazy
A, niezalezny od Ca*, inny niz poznane i scharakteryzo-
wane wezesniej fosfolipazy iPLA : IVC, VIA, VII i VIIL
Enzym, przypisany do grupy VIB, wykazuje duze podo-
biefistwo w budowie i wlasciwosciach do enzymu z grupy
VIA. Aktywnos¢ enzymu wykazano we wszystkich uzy-
wanych w doswiadczeniach tkankach — sercu, mézgu, to-
zysku, plucach, watrobie, mig$niach szkieletowych, nerce
i trzustce. Enzymatyczna i fizjologiczna funkcja enzymu
VIB pozostaje nieznana [32].

Pobsumowanie

W ostatniej dekadzie nastapit znaczacy postep w oczysz-
czaniu, sekwencjonowaniu i charakterystyce enzymow ma-
jacych aktywnos¢ fosfolipaz z grupy A (PLA). Enzymy te,
hydrolizujac wiazania estrowe w pozycji sn-1 lub sn-2 gli-
cerolofosfolipidéw, sa odpowiedzialne za uwalnianie wol-
nych kwasow tluszczowych i lizofosfolipidéw. W komor-
kach ssakéw wystepuja liczne izoformy fosfolipaz A o nie
do konca wyjasnionej lokalizacji subkomérkowej i wyja-
$nionych mechanizmach regulujacych ich aktywnos¢ oraz
nie do kornca zdefiniowanej funkcji fizjologicznej i pato-
logicznej. Ze wzgledu na lokalizacje, budowg i funkcje
fosfolipaz A podzielono je na wydzielnicze i wewnatrz-
komoérkowe.

Do fosfolipaz A wydzielniczych zaliczamy enzymy swo-
iste wobec fosfatydyloseryny, kwasu fosfatydowego, a tak-
ze lipaze endotelialng. Enzymy te w zaleznosci od swo-
istosci substratowej i lokalizacji tkankowej biora udziat

PismIENNICTWO

w homeostazie energetycznej ustroju, w rozwoju komorek
nerwowych, aktywacji ptytek krwi i komoérek sutkowych,
hamowaniu proliferacji limfocytéw, w procesie apopto-
zy, a takze w procesach zapalnych czy chorobach naczyn
wiericowych.

Dotychczas zidentyfikowano trzy biatka, ktére zaliczono do
wewnatrzkomoérkowych fosfolipaz A| preferencyjnie hydro-
lizujacych kwas fosfatydowy. Przypuszcza sig, ze enzymy
te sa zaangazowane w tworzeniu retikulum endoplazma-
tycznego, aparatu Golgiego, w procesie spermatogenezy
oraz w interakcji neuronalnej. Do enzymoéw wewnatrzko-
morkowych nalezy rowniez lizosomalna, kwasna fosfoli-
paza A|. Enzym ten uczestniczy w degradacji fosfolipidéw
bton i lipoprotein dostarczanych do lizosomoéw, a takze
moze odgrywaé wazna rol¢ w fosfolipidozach.

Wydzielnicze fosfolipazy A, (sPLA)) nie wykazuja swo-
istosci wobec kwasu tluszczowego, ale wymagaja mili-
molarnego stg¢zenia jonéw wapnia do katalizy. Sa obecne
w jadach wezy i owadéw, w soku trzustkowym, a takze sa
wydzielane przez inne typy komorek i tkanek w przebie-
gu proceséw patologicznych, zwlaszcza o podtozu zapal-
nym (posocznica, reumatoidalne zapalenie stawdw, ostre
zapalenie trzustki). Uczestnicza rowniez w naprawie uszko-
dzen w uktadzie nerwowym.

Wewnatrzkomérkowe fosfolipazy A, dzielimy na dwie
grupy — cPLA, i iPLA,. Fosfolipazy cPLA, to enzymy
o duzej swoistosci do kwasu arachidonowego, wystepuja-
ce w wigkszosci komérek i tkanek. Ich aktywnos¢ regulo-
wana jest m.in. mikromolarnymi st¢zeniami Ca*?, modyfi-
kacja kowalencyjng oraz czynnikami wywolujacymi stres.
Odgrywaja wazng role¢ w wytwarzaniu prozapalnych me-
diatoréw lipidowych, takich jak prostaglandyny i leuko-
trieny — metabolitéw uwalnianego kwasu arachidonowego.
Uczestnicza w uwalnianiu neuroprzekaZnikéw, w proce-
sie apoptozy, w regulacji ptodnosci, odpowiedzi alergicz-
nej czy arteriosklerozie.

Fosfolipazy iPLA, (najmniej poznane) sa niezalezne od
stgzenia jonéw wapnia w komorce, nie wykazuja swoisto-
Sci wobec kwasu arachidonowego i nie wymagaja modyfi-
kacji kowalencyjnej. Uwazane sa za ,,housekeeping enzy-
mes”, tzn. enzymy niezbg¢dne do utrzymania prawidtowych
fosfolipidowych sktadnikéw bton cytoplazmatycznych, ale
takze przypisuje si¢ im rol¢ w procesach, takich jak fago-
cytoza, niedokrwienie migsnia sercowego czy sekrecja in-
suliny indukowana glukoza.

Dalsze badania wyjasniajace wlasciwosci molekularne fos-
folipaz A, ich funkcjg i udzial w procesach zapalnych po-
zwola na poszukiwanie inhibitoréw tych enzyméw w celu
farmakologicznej interwencji w réznych schorzeniach.
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