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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Fosfolipaza D (PLD) jest enzymem hydrolizujacym wiazanie fosfodiestrowe glicerolipidu fosfa-
tydylocholiny z wytworzeniem kwasu fosfatydowego (PA) i choliny. Kwas fosfatydowy jest we-
wnatrzkomoérkowym lipidowym mediatorem wielu funkcji biologicznych przypisywanych PLD.
PA jest prekursorem wielu innych bioaktywnych lipidéw, takich jak np. diacyloglicerol (DAG)
czy kwas lizofosfatydowy (LPA). Fosfolipaza D jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie,
wystepuje u bakterii i drozdzy, w roslinach i ssakach. U ssakéw fosfolipazy D (izoformy PLD1
i PLD2) uczestnicza m.in. w wewnatrzkomérkowym przekaznictwie sygnatéw, w powstawaniu
i transporcie pgcherzykéw sekrecyjnych, w procesach endocytozy i egzocytozy, migracji komo-
rek, mitozie oraz reorganizacji cytoszkieletu. Regulatorami aktywnosci fosfolipazy D ssakéw
sa fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP,), kinaza biatkowa C (PKC), a takze mate biatka G
z rodziny Rho, Ral i ARF. W pracy oméwiono strukture, funkcj¢ biologiczna fosfolipazy D oraz
jej udziat w stanach patologicznych.

fosfolipaza D (PLD) ¢ izoformy PLD1 « PLD2 « regulatory aktywnosci PLD ¢ kwas fosfatydowy
* przekaznictwo sygnatéw
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Summary

Phospholipase D (PLD) catalyzes the hydrolysis of the phosphodiester bond of glycerophospho-
lipid phosphatidylcholine to generate phosphatidic acid (PA) and choline. Phosphatidic acid is
widely considered to be the intracellular lipid mediator of many biological functions. PA is a pre-
cursor of many other bioactive lipids, including diacylglycerol (DAG) and lysophosphatidic acid
(LPA). Phospholipase D activities have been described in multiple organisms, including bacte-
ria, yeast, plants, and mammals. In mammalian cells, PLD (PLD1 and PLD2 isoenzymes) has
been implicated in intracellular signal transduction, vesicle transport, endocytosis, exocytosis,
cell migration, mitosis, and cytoskeletal reorganization. Mammalian phospholipase D is regula-
ted by many factors, including phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2), protein kinase C
(PKC), and small G-proteins of the Rho, Ral, and ARF families. In this review we discuss the re-
lationships of PLD1 and PLD2, their structure, biological function, and implications in patholo-
gical states.

phospholipase D « PLD1  PLD2 - PLD activity regulators  phosphatidic acid * signal
transduction
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Fosfolipazy naleza do duzej grupy enzymow, ktére ka-
talizuja reakcje hydrolizy fosfolipidéw. Gtéwnymi sub-
stratami fosfolipaz sa glicerolofosfolipidy, ktére oprécz
cholesterolu, glikolipidéw i bialek wchodza w sktad bton
biologicznych. Ztozono$¢ struktur fosfolipidéw wplywa
na ich role, jaka odgrywaja w utrzymywaniu stabilno-
$ci, ptynnosci i przepuszczalnosci bton, a w konsekwen-
cji odpowiadaja za prawidtowe funkcjonowanie kanatéw
jonowych i receptoréw, czy tworzenie pecherzykéw wy-
dzielniczych. Glicerolofosfolipidy zawieraja glicerol, kt6-
ry w pozycji sn-1 najczesciej zestryfikowany jest nasyco-
nymi kwasami ttuszczowymi, podczas gdy pozycje sn-2
zajmuja nienasycone kwasy tluszczowe (gléwnie kwas
arachidonowy).

W warunkach prawidlowych homeostaza glicerolofosfoli-
pidow jest utrzymywana dzigki rownowadze migdzy syn-
teza de novo, resynteza przez reacylacje, katabolizmem
oraz transportem. W tych ztozonych procesach uczestni-
czg liczne enzymy.

Fosfolipazy hydrolizujace glicerolofosfolipidy dzielimy na
dwie grupy. Jedna grupe stanowia acylohydrolazy, do kt6-
rych nalezg fosfolipazy A | i A, rozkladajace odpowiednio
wigzania estrowe sn-1 1 sn-2 fosfolipidéw [50]. Druga gru-
pe stanowig fosfodiesterazy — fosfolipaza C hydrolizujaca
wigzanie glicerolo-fosforanowe oraz fosfolipaza D uwal-
niajaca kwas fosfatydowy i choling.

FosroLipaza D — CHARAKTERYSTYKA 0GOLNA

Fosfolipaza D (PLD — EC 3.1.4.4) jest fosfodiesteraza kata-
lizujaca hydrolize fosfatydylocholiny (PC), gtéwnego fosfo-
lipidu bton do wolnej choliny i kwasu fosfatydowego (PA).

Jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie;
wystepuje zarowno u wiruséw i bakterii, u drozdzy, roslin
oraz zwierzat. Aktywnos¢ tego enzymu wykazano po raz
pierwszy w 1947 r. w ekstraktach z marchwi [17]. U ssa-
kéw aktywnosé PLD wykazano we wszystkich typach ko-
morek, z wyjatkiem leukocytéw a jej gtéwnym substratem
jest fosfatydylocholina. Substratami moga by¢ takze fosfa-
tydyloetanoloamina i fosfatydyloinozytol [11].

W komérkach ssakéw kwas fosfatydowy uwolniony przez
fosfolipaze¢ D, aktywujac odpowiednie kinazy moze dzia-
ta¢ jako wtérny przekaznik sygnatéw.

Moze by¢ takze prekursorem innych waznych mediatoréw
sygnatléw w komoérkach ssakéw. Z udziatem fosfohydro-
lazy z PA powstaje 1,2-diacyloglicerol (DAG), a z udzia-
fem fosfolipazy A, — kwas lizofosfatydowy (LPA). DAG
jest dobrze poznanym aktywatorem kinazy biatkowej C
(PKC), podczas gdy LPA posredniczy w wielu fizjolo-
gicznych funkcjach z udziatem receptoréw zwiazanych
z biatkami G [3,40].

PLD uczestniczy w wielu waznych procesach fizjologicz-
nych. Odgrywa wazna rol¢ w wydzielaniu pgcherzykéw,
w reorganizacji cytoszkieletu, w przebudowie bton, w pro-
cesach wzrostu i réznicowania komorek, ale takze w pro-
cesach apoptozy, mitogenezy i onkogenezy [1,5]. Wiele
doniesien literaturowych w ostatnich latach wskazuje tak-
ze na udzial PLD w procesach nowotworowych u ludzi
[41,62,63]. Aktywnos¢ PLD jest regulowana przez liczne
stymulatory, takie jak hormony, neuroprzekazniki, czyn-
niki wzrostu, cytokiny i inne zwiazki zaangazowane w ko-
munikowaniu sie komoérek [5,11].

Dzigki klonowaniu i sekwencjonowaniu, poznano i opisano
w ostatnich latach wiele izoform PLD u wielu gatunkéw, od
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bakterii do ssakéw. Bakteryjne PLD (niektére maja wiek-
szg swoistos$¢ substratowa niz enzymy organizméw euka-
riotycznych) moga odgrywac rolg w patogenezie.

U roslin opisano i zidentyfikowano za posrednictwem klo-
nowania ¢cDNA trzy izoformy (PLD-o, PLD-3, PLD-y).
Ré6znig si¢ one migdzy soba wymaganiami wzgledem jo-
néw wapnia (mM dla PLD-a, uM dla PLD-f i ) i fosfa-
tydyloinozytoli potrzebnych do modulowania aktywnosci.
Funkcja PLD w komérkach roslinnych wiaze si¢ z remode-
lowaniem bton podczas rozwoju, a takze z naprawa uszko-
dzonych blon. Substratem fosfolipazy D roslin i drozdzy
jest rowniez fosfatydyloseryna.

Poczatkowe badania sekwencji nukleotydowych PLD z bak-
terii i roslin nie wskazywaty na ich wspélne pochodzenie
i dopiero po sklonowaniu, zsekwencjonowaniu i badaniach
poréwnawczych fosfolipaz m.in. drozdzowych i ludzkich
wykazano duze podobiefistwa w budowie enzymow z r6z-
nych, nawet odlegtych filogenetycznie, organizmow.

U drozdzy fosfolipaza D jest kodowana w genie spol4 [60].
Sekwencja aminokwaséw drozdzowego PLD jest bardzo
podobna do roslinnej PLD-o. Stwierdzono, ze w komor-
kach drozdzy aktywnos¢ PLD jest wymagana podczas po-
wstawania bton w czasie mejozy [9].

‘W komoérkach ssakéw opisano dwie gtéwne izoformy PLD
—PLD1 i PLD2 [38].

Wszystkie sklonowane dotychczas geny eukariotycznych
PLD maja silnie konserwatywny katalityczny rdzeri i zmien-
ne rejony C - i N-koricowe [10,11].

Wspdlna cecha wszystkich fosfolipaz D jest ich unikalna,
silnie konserwatywna domena katalityczna HKD. Nazwa
HKD wywodzi si¢ z tego, iz domena ta zawiera motyw
HxxxxKxD (H-histydyna, K-lizyna, D-kwas asparagi-
nowy, x-dowolny aminokwas). Domena HKD wystepuje
we wszystkich znanych PLD i powtérzona jest dwa razy
(inna nazwa dla tych odcinkéw to: konserwatywny region
II - CRII i konserwatywny region IV — CRIV, lub dome-
ny transfosfatydowe).

Opisano réwniez inne wysoce konserwatywne regiony
w genach PLD, a obecne w strukturze PLD jako domena
PH (plekstrin homology domain), domena PX (phox ho-
mology domain), domeny: I — CRI i III — CRIII, zmien-
ne struktury C-koricowa i N-konicowa oraz okoto 100-150
aminokwasowy odcinek centralnie potozony w PLD]1 ssa-
kéw, a nieobecny w strukturze PLD2 ssakéw, zwany pet-
1a (,,loop™).

Funkcje domen sa nadal wyjasniane. Domena PH swoi-
Scie wiaze bisfosforany inozytydow np. fosfatydyloinozyto-
lo- 4,5-bisfosforan (PIP,) lub fosfatydyloinozytolo- 3,4-bi-
sfosforan. Domena PH jest gléwna domena regulatorowa
PLD i jest istotna m.in. przy umieszczaniu PLD1 w en-
dosomach, po stymulowanej translokacji enzymu do blo-
ny plazmatycznej [5].

Domena PX wiaze fosfatydyloinozytolo- 3,4,5-trifosforan
(PIP,), ale réwniez 5-fosforan inozytolu, a takze uczestniczy
w oddzialywaniach typu biatko-biatko [7,32,46,55].

FosroLipazy D ssakow

W organizmach ssakéw wystepuja dwie izoformy fosfolipa-
zy D —PLDI1 i PLD2, kodowane przez dwa geny, wykazu-
jace okoto 50% homologi¢ sekwencji aminokwasow.

Ekspresja obu izoform jest odmienna w réznych tkan-
kach i liniach komérkowych. W danym typie komérki
moze ulega¢ ekspresji jedna z form, obie lub zadna z nich.
Zdecydowana wigkszo$¢ komoérek ma obie aktywnosci:
PLDI1 i PLD2 [38].

PLD1 ssakéw jest biatkiem zbudowanym z 1074 amino-
kwaséw o masie czasteczkowej 120 kDa. Jej gtéwnym
substratem jest fosfatydylocholina, a aktywatorami: kina-
za biatkowa C (PKC), mate GTP-azy z rodziny Rho i ARF
i fosfatydyloinozytolo 4,5-bisfosforan (PIP,). Poznano
dwa warianty splicingowe enzymu, tj. PLD1la i PLDI1b.
Wariant b jest ubozszy o 38-aminokwasowy region w po-
réwnaniu z PLD1a. Struktura domen w PLD1 jest zasad-
niczo taka sama jak w PLD2. Sa cztery domeny rdzenio-
we CR-I, CR-II, CR-III i CR-IV, domeny PX i PH [32].
PLD1 ma 100-150 aminokwasowa petle pomigdzy dome-
na CR-11i CR-II, ktérej nie ma w PLD2.

W komorkach cztowieka i szczura wykazano, ze PLD1
wystepuje w dwoch izoformach PLD1a i PLD1b, bedacy-
mi produktami alternatywnego splicingu prekursorowego
mRNA. PLD1 ssakéw jest potranslacyjnie modyfikowana.
PLD1b szczura jest glikoproteing i wydaje sig, ze N-gliko-
zylacja umozliwia dotarcie enzymu do wtasciwego prze-
dziatu btonowego. U cztowieka PLD1a ma reszte¢ kwasu
palmitynowego, ktéremu przypisuje si¢ udzial w aktyw-
nosci enzymu [35].

Nie zaobserwowano réznic funkcjonalnych, ani tez w me-
chanizmach regulacji aktywnosci migdzy PLD1ai PLD1b
u cztowieka. Natomiast stwierdzono, ze w komorkach
szczura posta¢ PLD1b jest mniej wrazliwa niz PLD1a na
jedno z matych biatek G — RhoA [7].

Najwyzsza ekspresj¢ PLD1 wykazano w nerkach i ptu-
cach, ale inne tkanki tez maja aktywne izoformy PLD1a
i PLD1b. Aktywnos¢ PLD1 wykazano w licznych btonach
komoérkowych, takich jak: btona jadrowa, retikulum endo-
plazmatyczne, aparat Golgiego, pecherzyki wydzielnicze
czy blona plazmatyczna. PLD1 umiejscawia si¢ wewnatrz-
komoérkowo, przede wszystkim w organellach i pgcherzy-
kach przedzialu endosomalno-lizosomalnego.

PLD2 ssakow jest biatkiem zbudowanym z 933 amino-
kwaséw o masie czasteczkowej 106 kDa. Wykazuje 53%
korelacje sekwencji aminokwaséw z PLD1 [5].

PLD2 i PLDI1 réznia sig¢ gtéwnie obszarami N- i C-kofico-
wymi w laficuchu polipeptydowym. Zsekwencjonowano
trzy warianty splicingowe ludzkiej PLD2: PLD2a, PLD2b
i PLD2c. Geny PLD2 sklonowano m.in. w organizmach
cztowieka, szczura i myszy [13,31,38,40,53].

PLD?2 sa aktywowane przez PIP,, a hamowane przez olei-
nian. Wykazano, ze PLD2 czlowieka i myszy jest niewraz-
liwa na mate GTP-azy z rodziny Rho. W komérkach czto-
wieka zaobserwowano, ze biatko ARF aktywuje PLD2,
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ale ten proces jest duzo stabszy niz aktywacja PLD1 przez
AREF (okoto 100 x mniejsza) [33]. Aktywatorem PLD2 sa
réwniez receptorowe kinazy tyrozynowe, ktére reguluja ak-
tywnos¢ PLD2 przez fosforylacje tyrozyny w czasteczce
tego biatka, co wywotuje zmiang lokalizacji enzymu i/lub
zmiang jego aktywnosci [2,37]. Coraz czgSciej wsrdd ak-
tywatorow PLD2 wymieniana jest PKC, a doktadniej jej
izoforma o [5].

Aktywnos¢ PLD2 moze by¢ réwniez kontrolowana z udzia-
fem mechanizméw, w ktére sa zaangazowane liczne in-
hibitory biatek. Dane literaturowe wskazuja na hamowa-
nie aktywnosci PLD2 jako giéwny mechanizm regulacji
aktywnosci tego enzymu. Do inhibitoréw aktywnosci
PLD2 zaliczamy biatka cytoplazmatyczne: np. synapto-
janing, AP3 — biatko grupujace klatryne, o- i B-synukle-
ing i fodryne [34].

Ekspresje PLD2 wykazano we wszystkich badanych tkan-
kach i typach komérek. U czlowieka najbardziej aktyw-
ny enzym zlokalizowano w gruczole krokowym, w ma-
cicy i Sledzionie, w sercu, trzustce, nerkach i ptucach.
Najmniejsza aktywnos¢ PLD2 wykazano w mig$niach
szkieletowych [33,51]. W przeciwiernistwie do PLD1, kt6-
rej umiejscowienie byto zwiazane z wewngtrznymi btona-
mi, PLD2 jest umiejscowiona przede wszystkim w blonie
plazmatycznej. Gtéwna rola fizjologiczna PLD?2 jest rea-
ranzacja cytoszkieletu i udziat w endocytozie [49].

W wielu typach komérek ssakéw wykazano, ze aktywacja
fosfolipaz D moze nastgpowaé w wyniku zewnatrzkomor-
kowego sygnatu wywotanego stymulacjg hormonalna, neu-
roprzekaznikami, czynnikami wzrostu, cytokinami oraz pod
wplywem wielu innych agonistéw receptoréw btonowych
[6,37]. Zr6znicowana natura czynnikéw stymulujacych PLD
wskazuje, ze aktywnos¢ tego enzymu jest regulowana za
posrednictwem wielu r6znorodnych mechanizmoéw.

Wsréd aktywatoréw fosfolipaz D w komorkach ssakéw
wymieniane sa: serynowo-treoninowe (np. PKC) i tyrozy-
nowe kinazy biatkowe, mate biatka G (np. ARF — czynnik
uczestniczacy w reakcji ADP-rybozylacji biatek i biatko
RhoA), fosfatydyloinozytole (np. PIP,), oraz jony metali
(np. Ca** lub Mg*).

Fosfolipazy D ssakéw sg enzymami efektorowymi w szla-
kach przekazywania sygnatéw inicjowanych przez recep-
tory zwigzane z biatkami G i receptorami kinaz tyrozyno-
wych wystepujacych na powierzchni komérki. W licznych
badaniach genetycznych i farmakologicznych zaobserwo-
wano szeroki zakres dziatania PLD w wielu komérko-
wych procesach.

BronNowE 1 RozPUSZCZALNE FOSFOLIPAZY D. LokaLizacia
KOMORKOWA

Opisano dwie postaci blonowe i jedng rozpuszczalna (cyto-
solowa) fosfolipazy D. Pierwsza scharakteryzowang posta-
cig btonowa fosfolipazy D ssakéw byta PLD aktywowana
oleinianem i innymi nienasyconymi kwasami tluszczowy-
mi. Enzym ten jest integralnym sktadnikiem btony, ktére-
go nie mozna wyekstrahowaé roztworami soli o wysokich
stezeniach. Wykazuje preferencje do fosfatydylocholi-
ny jako substratu. Jej obecnos¢ stwierdzono w blonach

synaptycznych, mikrosomalnych i cytoplazmatycznych
mozgu szczura, blonach plazmatycznych komérek watro-
by szczura, ptucach Swini i mig$niu sercowym. Struktura
pierwszorzedowa, regulacja i funkcja enzymu zaleznego
od oleinianu pozostaje niewyjasniona [10,13].

Druga postacia btonowa PLD jest enzym zalezny od ma-
lych bialek G — ARF i RhoA. Jego peryferyjna lokalizacja
w blonie komérek m.in. watroby, nerek, ptuc itp. pozwala
na cz¢sciowe uwalnianie enzymu z blony pod wptywem
duzej sity jonowej (jest to niemozliwe w wypadku PLD
aktywowanej oleinianem) [14].

Postaé cytosolowa fosfolipazy D wystepuje w réznych ko-
morkach. Niektére z nich preferuja jako substrat fosfatydy-
loinozytol (PI) lub fosfatydyloetanoloaming zamiast fosfaty-
dylocholiny. Cytosolowe PLD sg stymulowane w obecnosci
jonéw Ca*?, sa réwniez aktywowane przez ARF, co wska-
zuje, ze prawdopodobnie sa produktem genu PLD1.

Reasumujac, w komoérkach ssakéw wystepuja liczne izo-
formy PLD rézniace si¢ swoistoscia substratowa, zaleznos-
cig od jonéw wapnia, lokalizacja subkomérkowa (w pota-
czeniu z btonami lub w cytosolu) i zaleznoscia od stanu
fizjologicznego komorki [31].

PLD zlokalizowano w jadrze, w cytoplazmie, blonie jadro-
wej, blonie plazmatycznej, w retikulum endoplazmatycz-
nym, aparacie Golgiego, a takze w pecherzykach sekrecyj-
nych. Z danych literaturowych wynika, ze PLD1 i PLD2
sgq enzymami, ktére w zaleznosci od stanu fizjologiczne-
go komoérki moga zmieniaé lokalizacjg z cytosolowej na
btonowa i odwrotnie lub tez wystgpowaé w obu miejscach
jednoczesnie. W btonach plazmatycznych licznych komé-
rek ssakéw wykazano duza aktywnos¢ PLD1, tj. tych, kt6-
re sa aktywowane przez ARF lub RhoA. Duza aktywnos¢
tej izoformy fosfolipazy D zaobserwowano réwniez w ja-
drze i aparacie Golgiego. Puli jadrowej tego enzymu przy-
pisuje si¢ udziat w przenoszeniu sygnaléw przez otoczke
jadrowa i/lub wpltyw na dynamike pecherzykéw otoczek
jadrowych podczas mitozy.

Umiejscowienie PLD w blonie plazmatycznej sprzyja syg-
natowej naturze aktywacji enzyméw, czyli aktywacji pod
wplywem sygnatéw zewnetrznych i jest potwierdzeniem,
ze aktywacja PLD moze by¢ Scisle powiazana z recepto-
rami na powierzchni komoérki. Uwaza sig, ze PLD umiej-
scowiona w btonie lub uwolniona z btony plazmatycznej
moze by¢ aktywowana przez receptory na powierzchni ko-
morki bezposrednio i niezaleznie od innych kaskad akty-
wujacych. Aktywacja PLD obecnej w btonie plazmatycznej
droga bezposrednio od receptora, wydaje si¢ klasycznym
przyktadem efektorowego enzymu wytwarzajacego zwia-
zek, ktory dziata jako ,,drugi przekaznik”, w tym przypad-
ku jest to PA [48].

Wykazano, ze jesli stymulacja kinazy biatkowej C poprze-
dzata aktywacje¢ PLD, to obserwowano niezalezny od PKC
mechanizm aktywacji fosfolipazy D [31,32].

W retikulum endoplazmatycznym i aparacie Golgiego wy-
kazano, ze aktywnos¢ PLD jest wykorzystywana w czasie
powstawania i transportu pgcherzykéw wydzielniczych.
Gtéwny udzial w tym transporcie przypisuje si¢ PA.
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W ostatnim okresie pojawily si¢ doniesienia o obecnosci
PLD aktywowanej oleinianem w mitochondriach ssakéw
ijej roli w migs$niu sercowym chorych na cukrzyce [37].

RecuLAcia AkTYWNOSCI FoSFoLIPAZY D. AKTYWATORY

Fosfolipazy D dziataja wedlug mechanizmu ,,bisubstrate”
lub ,,ping-pong” ze zwiazkiem posrednim — intermedia-
tem, ktérym jest enzym kowalencyjnie potaczony z kwa-
sem fosfatydowym.

Podczas reakcji katalizowanej przez PLD tworzy si¢ kom-
pleks enzym-substrat, w ktorym reszta fosfatydowa wiaze
si¢ kowalencyjnie z histydyna PLD. W obecnosci wody po-
wstaje nastgpnie kwas fosfatydowy. Do petnej aktywnosci
PLD sa potrzebne obie domeny HKD [32].

Wigkszos¢ fosfolipaz D ma unikalng zdolnos¢ katalizy reakcji
transfosfatydylacji, polegajaca na tym, ze zamiast wody (na
etapie uwalniania produktu) moga one wykorzysta¢ pierw-
szorzedowe, krétkotanicuchowe alkohole jako akceptory grup
fosfatydowych. W wyniku tej reakcji powstaje stabilny pro-
dukt: ester alkilowy kwasu fosfatydowego (fosfatydylo-al-
kohol), ktéry nie wystepuje naturalnie w komorkach ssa-
kéw [59]. Ta reakcja jest bardzo wydajna. Kiedy w koméree
brakuje swoistych inhibitoréw aktywnosci PLD — alkohole
pierwszorzedowe moga by¢ uzyte jako antagonisci przeka-
zywania sygnatéw do komérki zaleznych od PLD, dzigki ha-
mowaniu powstawania kwasu fosfatydowego [31].

Aktywacja PLD przez zewnatrzkomoérkowe czastecz-
ki sygnatowe odgrywa wazna rol¢ w regulacji czynno-
Sci komorki.

Jak wspomniano wczesniej, w warunkach fizjologicznych
aktywacja PLD dostarcza kwasu fosfatydowego, ktéry dzia-
fa jako wewnatrzkomérkowy przekaznik [9]. Aktywacja
PLD jest waznym elementem regulacyjnym w komérkach
eukariotycznych. W wigkszosci, jesli nie we wszystkich,
organellach komdrkowych ssakéw sa obecne fosfolipazy
D, ktére pelnig réznorodne funkcje w wielu procesach fi-
zjologicznych [40].

Czasteczki lipidowego pochodzenia uczestnicza w regu-
lacji proliferacji komoérek, ich réznicowaniu, w réznych
swoistych czynnos$ciach, wreszcie w procesach starzenia
sig¢ 1 ich $mierci. Bioaktywne lipidy funkcjonuja zaréwno
jako zewnatrzkomoérkowe przekazniki, ktére oddziatywa-
ja z receptorami na powierzchni komorek i jako wewnatrz-
komérkowe przekazniki posredniczace w zdarzeniach wy-
wotanych przez stymulacje receptoréw [31].

Czasteczki przekaznikéw moga by¢ uwalniane z lipido-
wych sktadnikéw bton biologicznych przez enzymy (fo-
sfolipazy, kinazy lipidéw, acylazy) aktywowane przez
sygnaly docierajace do komérki. Enzymy te sa wtasci-
wie nieaktywne, ale w odpowiedzi na zwiazanie recep-
tora przez efektor (lub inna stymulacj¢ komodrki) ulegaja
swoistej aktywacji skutkujacej przeksztalceniem struktu-
ralnego, lipidowego sktadnika btony w biologicznie ak-
tywna czasteczke przekaznika.

Natura sygnatéw aktywujacych jest r6zna. Wsréd stymu-
latoréw aktywnosci PLD wymienia si¢: hormony, czynni-

ki wzrostu, neuroprzekazniki, cytokiny, antygeny, a takze
fizyczne stymulatory. Bardzo duzy postgp w zrozumieniu
fizjologicznej roli fosfolipaz przyniosty dane wykazuja-
ce, ze stymulacja komoérki wywotuje gwattowna i drama-
tyczng aktywacje¢ PLD.

Fosfolipazy D sa enzymami regulowanymi na wiele spo-
sobéw, dlatego nie mozna zdefiniowaé jednego ogélnego
mechanizmu. W komdrkach ssakéw opisano dwie klasy
aktywnosci fosfolipaz D:

» zalezne od fostatydyloinozytoli i
 fosfatydyloinozytoloniezalezne.

Pierwsza klasa obejmuje dwa enzymy PLD1 i PLD2, ktére
wymagaja fosfatydyloinozytoli do aktywnosci in vitro. Sa
one hamowane przez wolne kwasy tluszczowe, wystepuja
powszechnie, ale ich ilo$¢ w réznych typach komorek jest
rézna. Obie izoformy PLD reaguja na sygnaly z zewnatrz
komorki i1 uczestnicza w przekazywaniu sygnatéw, petnia
jednak rézne funkcje w komérce. PLD1 i PLD2 charakte-
ryzuja si¢ swoistnym dla typu komérki umiejscowieniem,
wystepujac w btonie plazmatycznej lub w btonach orga-
nelli komérkowych. Gtéwnym miejscem wystgpowania
PLDI jest aparat Golgiego i siateczka $rédplazmatyczna,
za$ PLD2 — btona plazmatyczna.

Druga klasa fosfolipaz D jest niewrazliwa na fosfatydyloi-
nozytol, ale do swojej aktywnosci wymaga obecnosci niena-
syconych kwaséw ttuszczowych np. oleinowego lub arachi-
donowego. Wystepuja one w komdrkach mézgu i w ptucach
[10,11,13,37]. Fosfolipazy D stymulowane kwasem oleino-
wym znaleziono w licznych tkankch szczura: w btonach
komérkowych hepatocytéw, w blonach synaptycznych, we
frakcjach mikrosomalnych mézgu, a takze w ptucach i ser-
cu $win chorych na cukrzyce. Wiedza o budowie, regula-
¢ji aktywnosci i funkcji fosfolipaz D stymulowanych wol-
nymi kwasami ttuszczowymi jest stosunkowo niewielka.
Niedawno opisano PLD stymulowang oleinianem, ktdra
wyizolowano z ptuca Swini. Enzym o masie czasteczko-
wej 190 kDa wykazuje swoisto§¢ wobec fosfatydylocho-
liny i jest niewrazliwy na mate GTP-azy [37].

W ostatnich latach wykryto wiele stymulatoréw aktyw-
nosci PLD ssakéw, a ich rola fizjologiczna jest stale wy-
jasniana [3,11,46]. Zaliczamy do nich: biatka G z rodzi-
ny Rho i z rodziny ARF, fosforany fosfatydyloinozytolu,
kinaze¢ biatkowa C. Aktywnos$¢ PLD moze by¢ réwniez
regulowana za posrednictwem fosforylacji biatka enzy-
matycznego w obrgbie reszt tyrozyny z udzialem kinaz
tyrozynowych.

Weiyw Biatka G z robziny ARF 1 RHo Na pziataniE PLD

Wykazano, ze aktywnos¢ izoform PLD moze by¢ regu-
lowana przez male biatka G — GTP-azy nalezace do nad-
rodziny Ras. Pierwszym zidentyfikowanym regulatorem
aktywnosci fosfolipazy D byl ARF (ADP-ribosylation
factor) — biatko G zwiazane z ADP-rybozylacja, uczest-
niczace w powstawaniu pecherzykéw aparatu Golgiego
i procesach tworzenia bton. Udziat biatek ARF wykazano
przy aktywacji PLD pod wptywem tak réznych stymula-
toréw komoérkowych jak: PDGF, EGF, insulina, estry for-
bolu, onkogen H-Ras, onkogen Src. Mechanizm aktywacji
PLD pod wptywem sygnatéw docierajacych do receptoréw
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irola ARF sa wyjasniane, wiadomo jednak, ze aktywacje
PLD poprzedza aktywacja i translokacja ARF do bton cy-
toplazmatycznych i nast¢puje wymiana nukleotydu GTP
na GDP w obrebie ARF.

Wiele r6znych izoform biatek ARF moze aktywowaé PLD1
u ssakéw. Aktywacja PLD1 z udziatem matych biatek
G uczestniczacych w procesie ADP-rybozylacji (ARF]1,
ARF6) jest zalezna od GTP i uczestniczy w niej czgS¢ N-
koncowa biatka ARF oraz C-koricowa domena PLD1 [1].
Wszystkie GTP-azy z rodziny ARF aktywuja PLD in vitro,
ale dla izoformy ARF6 wykazano réwniez udziat w mito-
gennej aktywnosci PLD [4].

Poznano trzy klasy GTP-az z rodziny ARF: klasa I to ARF1,
ARF2, ARF3, klasa Il to ARF4 i ARFS, a klasa III to ARF6
[36]. Klasie I biatek ARF przypisuje si¢ rol¢ w transpor-
cie pecherzykéw w retikulum endoplazmatycznym i apara-
cie Golgiego. Klasa II jest stosunkowo mato opisana, cho-
ciaz ostatnio wykazano udziat ARF4 w aktywacji PLD2
w odpowiedzi na stymulacje EGF [29]. Biatko klasy III —
ARF6 wykazuje wspdlna lokalizacje w komérece z PLD1
(gtéwnie PLD1b) i przede wszystkim uczestniczy w rea-
ranzacji cytoszkieletu i powstawaniu pecherzykow sekre-
cyjnych. U szczura wykazano wptyw ARF6 takze na ak-
tywnos¢ PLD2 in vivo [18,19]. Postaci mirystylowane ARF
wykazuja wigksza aktywnos¢. Najwazniejsza fizjologicz-
na rola biatek z rodziny ARF w kontroli aktywnosci PLD
jest wiagzana z transportem pgcherzykéw w komorce i ak-
tywacja podczas tego procesu PLD1.

Innym matym biatkiem G silnie aktywujacym PLD jest
biatko z rodziny Rho — RhoA, ktére — podobnie jak ARF
—reguluje aktywnos¢ PLD1, ale w obrebie innych domen.
RhoA oddziatuje z C-koricowa domeng 363-aminokwaso-
wa PLD1 [61]. Inne biatka z tej rodziny: Racl, Cdc42Hs
réwniez aktywuja PLD1, ale znacznie stabiej. Biatko RhoA
bardzo efektywnie wiaze si¢ z C-koicem taicucha pepty-
dowego PLD1, lecz nie PLD2. Postaci geranylogeranylo-
wane biatek G z rodziny Rho sa znacznie bardziej aktyw-
ne niz postaci niezmodyfikowane [19].

Mechanizm aktywacji PLD przez r6zne mate biatka G (za-
réwno Rho A, ARF1, ARF6) moze by¢ zwiazany z uczyn-
nianiem przez nie 5-kinazy-4-fosfo-fosfatydyloinozytolu,
enzymu katalizujacego powstawanie 4,5-bisfosforanu fo-
sfatydyloinozytolu (PIP,)), zwiazku niezbgdnego do aktyw-
nosci katalitycznej PLD.

FoSFATYDYLOINOZYTOLE A REGULACJA AKTYWNOSCI PLD

Liczne dane literaturowe wskazuja na udziat fosfatydylo-
inozytoli, a zwtaszcza fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfo-
ranu (PIP,) jako kofaktoréw w regulacji aktywnosci PLD.
Wiele pytan dotyczacych roli i funkcji, jakie w aktywacji
PLD odgrywa PIP, pozostaje bez odpowiedzi. Czy PIP,
aktywuje PLD bezposrednio czy poprzez bialka, takie jak
np. ARF, RhoA lub PKC? Czy uczestnicza w tym proce-
sie takze inne zwiazki?

Wiadomo, ze aktywnos¢, zaréwno PLD1, jak i PLD?2 jest
zalezna w znacznym stopniu od 4,5-bisfosforanu fosfatydy-
loinozytolu (PIP,). Réwniez 3,4,5-trifosforan fosfatydylo-
inozytolu (PIP,) moze aktywowac te enzymy. Inne kwasne

fosfolipidy, w tym inne fosfatydyloinozytole sa nieefektyw-
ne, za$ 1,4,5-trifosforan inozytolu ani nie stymuluje aktyw-
nosci PLD1 i PLD2, ani nie hamuje aktywacji tych enzy-
méw wywotanej obecnoscia PIP, [14,46,52].

Jak wspominano wczesniej, aktywnos¢ PLD1 moze by¢
stymulowana przez liczne biatka wiazace GTP, a tak-
ze przez kinazy biatkowe, gtéwnie PKC [40]. Aktywacja
PLD1 pod wptywem fosfatydyloinozytoli jest niezalezna
od tych regulatoréw [52].

Fizjologiczna rola aktywacji PLD z udziatem fosfatydylo-
inozytoli pozostaje niewyjasniona [52]. Wiadomo, ze od-
grywajq one wazna role w zakotwiczaniu w blonie licznych
biatek. Wiele danych wskazuje na udziat kinaz tyrozyno-
wych w procesach pobierania matych biatek G do btony
komoérkowej, a takze na role w syntezie PIP, i w fosfory-
lacji reszt tyrozynowych w PLD1 i PLD2. Nie wiadomo
jednak, jak fosforylacja reszt tyrozynowych w PLD wpty-
wa na aktywnos¢ enzymu w komérkach [11,27,46].

RoLa KiNAzY BiatkowEl C w REGULACH AKTYWNOSCI PLD

Kinaza biatkowa C jest gtéwnym fizjologicznym regulato-
rem aktywnosci PLD w komérkach ssakéw. Wzajemne rela-
cje migdzy obu enzymami — fosfolipaza D i kinaza biatkowa
C sa ztozone. Z jednej strony PLD jest celem dziatania dla
PKC, ale z drugiej PLD jest potencjalnym Zrédtem lipido-
wych efektoréw dla licznych izoenzyméw PKC. Produkty
dziatania PLD, tj. kwas fosfatydowy i inne metabolity na
szlaku tworzenia 1,2-diacyloglicerolu (DAG) sa znanymi
regulatorami aktywnosci PKC [3].

Regulacja aktywnosci PLD z udzialem PKC jest bardzo
ztozona. Aktywacja PLD przez PKC w komoérce wymaga
inicjujacej hydrolizy fosfatydyloinozytoli i wytworzenia
1,2-diacyloglicerolu (DAG). Pojawienie si¢ DAG prawdopo-
dobnie powoduje przemieszczenie si¢ PKC na wewnetrzna
powierzchnig btony plazmatycznej. To prowadzi do bezpo-
Sredniej interakcji PKC z PLD (proces moze by¢ zalezny
od ATP, lub niezalezny od ATP), a takze do wielu innych
(posrednich) dziatari bedacych skutkiem fosforylacji in-
nych substratéw. W czasie aktywacji PLD i PKC asocju-
ja ze soba. Dotyczy to przede wszystkim izoenzymow —
PKCa i PKCB, ktére sa zalezne od obecnosci DAG i jonéw
wapnia. Poniewaz PKC jest enzymem o aktywnosci kina-
zy, wydaje sig, ze najwazniejszym mechanizmem regula-
¢ji aktywnosci PLD powinna by¢ fosforylacja zalezna od
ATP. Jednakze uzyskane wyniki wskazuja na funkcjono-
wanie dwéch mechanizméw: zaleznego od ATP i nieza-
leznego od ATP [3,5,23].

Na podstawie danych doswiadczalnych zaproponowano dwa
modele regulacji aktywnosci PLD pod wptywem kinazy
biatkowej C uczynnionej np. estrami forbolu (np. 12-miry-
stylo-13-octanem forbolu (PMA), ktéry jest analogiem na-
turalnego aktywatora PKC — 1,2-diacyloglicerolu).

Jednym z mechanizmow jest fosforylacja PLD z udziatem
PKCa i ATP. Wykazano, ze fosforylacja PLD1 powoduje
zahamowanie aktywnosci tego enzymu [3].

Drugi to unikalny mechanizm — oddziatywanie typu biat-
ko-biatko, niezalezny od fosforylacji, dzigki ktéremu izo-

426



Szumito M. i Rahden-Starofi I. - Fosfolipaza D w komérkach ssakéw - budowa...

enzymy — PKCo i PKCP (u ssakéw opisano juz 11 izoen-
zyméw PKC) moga aktywowac¢ PLD1, w nieobecnosci
ATP. W tym mechanizmie uczestniczy PKCa, ktéra mo-
duluje aktywnos¢ PLD1 poprzez fizyczne oddziatywanie,
a nie w wyniku fosforylacji. Z badari z zastosowaniem me-
tod proteolitycznych (in vitro i in vivo) wynika, ze w od-
dziatywaniu bierze udzial domena regulatorowa i katali-
tyczna PKCa (swoista reszta uczestniczaca w wiazaniu
to Fen663) oraz N- i C-koniec taiicucha polipeptydowego
PLD1. Zaobserwowano silne oddziatlywanie PKCo z ob-
szarem 1-318 na N-koricu faricucha polipeptydowego PLD1,
a ponadto stabe wigzanie z C-koricem PLD1 w obszarze
841-1036. Wiazanie PKCa z PLD1 jest wzmocnione przez
obecnos¢ domen PH i PX [3,23,25,30].

RoLA KINAZ TYROZYNOWYCH W REGULAC)I DZIALANIA PLD

Fosforylacja tyrozyny w biatkach komérkowych jest waz-
nym elementem mechanizmu regulacyjnego w szlakach
przekazZnictwa sygnatéw, zwtaszcza w wyniku oddziatywan
biatko-biatko. Receptory kinaz tyrozynowych np. EGF (epi-
dermal growth factor) czy PDGF (platelet-derived growth
factor) stymuluja aktywnos¢ PLD w wielu typach komé-
rek, co wskazuje na mozliwos¢ udziatu fosforylacji tyrozy-
ny w modulowaniu aktywnosci PLD. W wyniku stymula-
cji receptoréw komorek ssakéw czynnikami wzrostu np.
EGF, czy PDGF zaobserwowano aktywacje PLD1 przez
uczynnione kinazy tyrozynowe. Wzrostowi aktywnosci
PLD towarzyszyt wzrost fosforylacji PLD1. Stwierdzono
dwa miejsca fosforylacji w taficuchu polipeptydowym — Tyr
295 w domenie PH i/lub Tyr 815. Sugeruje sig, ze fosfory-
lacja Tyr 295 moze zmienia¢ wrazliwos¢ PLD1 w stosun-
ku do PIP, albo innych kofaktoréw. Ponadto obserwowa-
no wzrost poziomu PIP, zalezny od obecnosci aktywnej
kinazy tyrozynowej [41].

Wykazano réwniez, ze PLD2 ulega fosforylacji np. w wy-
niku stymulacji komérek myszy lub szczuréw z udziatem
EGF. Miejscem fosforylacji jest Tyr 11.

Dotychczas nie wyjasniono, jakie kinazy tyrozynowe
uczestnicza w aktywacji PLD oraz jaka jest relacja mig-
dzy fosforylacja reszt tyrozyny w laricuchu polipeptydo-
wym fosfolipazy D, a jej aktywnoscia. W pisSmiennictwie
dane sa niejednoznaczne. Fosforylacja tyrozyny w biat-
ku enzymatycznym moze sprzyjaé wzrostowi aktywnosci
PLD, ale moze tez pozostawac bez wptywu na aktywnos¢
enzymu [11,62]. Biologiczne znaczenie fosforylacji tyro-
zyny w PLD jest ustalane.

Pojawity si¢ réwniez doniesienia o wzroscie aktywno-
Sci PLD na skutek kolejnych fosforylacji tego enzymu
przez rézne kinazy biatkowe: kinazy serynowo-treonino-
we (inne niz PKC), kinazy biatkowe zaleznych od jonéw
wapnia i kalmoduliny, czy wreszcie przez kinaze biatko-
wa A. Fizjologiczne znaczenie tych fosforylacji pozostaje
niewyjasnione [42,52].

INHiBITORY PLD

Opisano wiele biatek hamujacych aktywnos¢ fosfolipaz
D. Naleza do nich np. synukleina (postaé¢ a i ), synap-
tojanina, fodryna oraz biatko grupujace klatryne — AP-3.
Mechanizm ich dziatania jest wciaz nie do korica wyjas-

niony [14,21]. Synaptojanina i fodryna nie sa bezposred-
nimi inhibitorami aktywnosci PLD.

Synaptojanina jest 5-fosfataza fostatydyloinozytolu, ktéra
hamuje aktywnos¢ PLD hydrolizujac PIP,. Fodryna obniza
poziom PIP, w komoérce, nie wiadomo jednak w jaki spo-
séb. Hamujacy wptyw biatka AP-3 na aktywnos¢ PLD jest
wynikiem wiazania przez to biatko enzymu. Synukleina
(posta¢ a i B), termostabilne czynniki biatkowe obniza-
ja aktywnos$¢ PLD2 za pomoca nieznanego jeszcze me-
chanizmu.

Kolejnymi zwiazkami wykazujacymi hamujacy wplyw
na aktywno$¢ PLD sa nienasycone kwasy ttuszczowe (np.
kwas arachidonowy i oleinowy) oraz sfingolipid — ceramid.
W ostatnich latach, szczegdlna uwage zwrécono na sfingo-
lipid jako potencjalny lipidowy drugi przekaznik, posred-
niczacy w licznych procesach komérkowych, takich jak np.
réznicowanie czy apoptoza [42,43,44,45]. Ceramid w ko-
morce powstaje w wyniku hydrolizy sfingomieliny z udzia-
fem sfingomielinazy lub jest syntetyzowany z udziatem
syntazy ceramidu. Wykazano, ze antyproliferacyjne dzia-
tanie ceramidu odbywa si¢ poprzez regulacje aktywnosci

PLD [44]. Mechanizm wptywu ceramidu na aktywnos¢

PLD wciaz pozostaje niewyjasniony. Ceramid moze ha-

mowac¢ aktywnos¢ PLD na wiele sposob6éw:

(i) moze dziata¢ na aktywatory PLD, takie jak: izoenzy-
my PKC a i B (np. hamujac ich aktywnos¢ lub zmie-
niajac ich umiejscowienie w komorce) czy male biat-
ka G — ARF i RhoA,

(i) moze wplywac bezposrednio na PLD zmieniajac jej
umiejscowienie w komorce,

(iii) ceramid moze tez zaburzaé interakcje PLD z jej ak-
tywatorami: PKC czy PIP, (ceramid wspéizawodni-
czac z PIP2 hamuje aktywnos¢ PLD) [15,28,36,54].

Swoiste mechanizmy funkcjonujace in vivo z udzialem
ceramidu wymagaja dalszych badan, mimo istnienia licz-
nych danych literaturowych potwierdzajacych hamujacy
wplyw ceramidu na aktywnos$¢ PLD w uktadach mode-
lowych in vitro.

FUNKCJONALNE ZNACZENIE FOSFOLIPAZ D

Aktywno$¢ PLD odgrywa bardzo wazna role w funkcjo-
nowaniu komoérek. Wykazano, ze PLD uczestniczy w tak
réznych procesach, jak przemieszczanie si¢ transporte-
ra glukozy GLUT4 do powierzchni btony komérkowe;j
w adipocytach czy komdrkach jajnika chomika chinskiego
pod wptywem insuliny [8,16], powstawaniu watrobowych
VLDL, uwalnianiu pgcherzykéw sekrecyjnych z aparatu
Golgiego, powstawaniu cytoszkieletu z udziatem aktyny
w komérkach endotelialnych i fibroblastach [22]. PLD petni
rolg we fragmentacji i reasocjacji aparatu Golgiego w ko-
morkach watroby szczura, a z blonami aparatu Golgiego
jest zasocjowana stala pula PLD1 [46].

Wykazano wysoka, bedaca na statym poziomie ekspresje
PLD w cholinergicznych neuronach, co pozwala na efek-
tywne dostarczanie wolnej choliny potrzebnej do syntezy
acetylocholiny [32].

W komérkach ssakéw opisano réznorodne funkcje kwa-
su fosfatydowego jako zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowe-
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go przekaznika. Wsréd licznych funkceji PA wymienia si¢
regulacjg¢ kinaz biatkowych i lipidowych, regulacje recep-
toréw adhezji komorek, czy wplyw na biatka uczestnicza-
ce w wymianie nukleotydéw guaninowych. Kwas fosfaty-
dowy aktywuje 5-kinazg fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu,
bioragca udzial w syntezie PIP, w komérkach stymulowa-
nych czynnikiem wzrostu [9]. PA moze ulegaé defosfo-
rylacji i tworzy¢ 1,2 - diacyloglicerol (DAG) aktywujacy
izoenzymy kinazy biatkowej C, moze tez ulegaé deacyla-
¢ji z udziatem fosfolipazy A, i tworzy¢ kwas lizofosfaty-
dowy (LPA), ktéry jest aktywny wobec receptoréw na po-
wierzchni komérki [48]. Kwas fosfatydowy, bezposredni
produkt dziatania PLD, uczestniczy w wielu réznych fi-
zjologicznych funkcjach komorek, takich jak: egzocytoza,
endocytoza, réznicowanie si¢ komédrek, apoptoza, proces
starzenia. Akumulacja PA w komérce stymuluje sekre-
cj¢ ziarnistosci oraz polimeryzacj¢ aktyny w neutrofilach.
Wazna role PA przypisuje si¢ takze w powstawaniu peche-
rzykéw 1 w transporcie aparatu Golgiego [13,39].

W fizjologicznej funkcji pelnionej przez PLD uczestnicza,
oprécz kwasu fosfatydowego, powstajace z niego: 1,2 - dia-
cyloglicerol (DAG) i kwas lizofosfatydowy (LPA).

DAG jest powszechnie znanym aktywatorem kinazy biat-
kowej C [3], wspotdziata z PA w aktywacji uktadu oksy-
dazy NADPH [13].

Dziatanie LPA indukuje wiele r6znych odpowiedzi bio-
logicznych w zaleznosci od typu komorki. Jego dziatanie
jest bardzo swoiste i uzaleznione od receptora. Najlepiej
poznane efekty dziatania LPA to np. proliferacja komérek
naskérka, réznicowanie keratynocytow, agregacja plytek
krwi itp. [21,39].

Kwas lizofosfatydowy aktywuje PLD bardzo szybko i przej-
Sciowo (20-60 s), kiedy nie stwierdza si¢ zadnej innej akty-
wacji fosfolipazy D, np. z udziatem fosfolipazy C — zalez-
nej od fosfatydyloinozytolu (PI), fosfolipazy A, 3-kinazy
fosfoinozytolowej czy kaskady kinazy biatkowej aktywo-
wanej mitogenem (MAPK) [39,48].

Skoordynowana aktywacja szlakéw metabolicznych zalez-
nych od fosfolipaz D wskazuje na plejotropowe dziatanie
tych enzymodw i ich istotna rolg¢ w regulacji wielu proce-
séw komorkowych [10,11].

Mimo ze fosfolipaza D jest wigzana gtéwnie z wieloma
fizjologicznymi procesami komérkowymi, coraz wigcej
wiemy takze o udziale tego enzymu w procesach patolo-
gicznych. Aktywnos¢ PLD wyraZnie wzrasta w licznych
nowotworach i transformowanych komérkach, co wskazu-
je na mozliwos¢ zaangazowania fosfolipazy D w przekaz-
nictwie sygnaléw podczas proliferacji komoérek i w czasie
procesu kancerogenezy [12].

W ostatnich latach wykazano wzrost aktywnosci PLD (za-
réwno PLD1, jak i PLD2) w licznych nowotworach u ludzi
np. w raku sutka, ptuc, zotadka, nerek czy jelita grubego
[41,57,58,63]. Obserwuje si¢ réwniez zwigkszona ekspresje
i wzrost aktywnosci PLD w komérkach transformowanych
réznymi onkogenami np. v-Src, v-Ras, v-Fps, v-Raf, a tak-
ze w komorkach poddanych dzialaniu mitogenéw, takich
jak np. PDGF, EGF czy insulina [12,20,26,48]. Czy PLD

indukuje transformacj¢ komérek i ktéra z izoform bierze
w tym procesie udzial pozostaje niewyjasnione, cho¢ co-
raz wigcej danych do§wiadczalnych przynosi potwierdze-
nie tej hipotezy, np. obserwacja, ze mysie fibroblasty NIH
3T3 ze zwigkszona ekspresja PLD1 lub PLD2 po iniek-
cji do szczepu nagich myszy (nude mice) indukuja w nich
transformacje¢ nowotworowa objawiajaca si¢ rozwojem nie-
zréznicowanego migsaka, czemu towarzyszyty zaburzenia
w przebiegu cyklu komérkowego. Zwigkszona ekspresja
PLD moze nie dopusci¢ do zatrzymania cyklu komoérko-
wego i w konsekwencji powstrzymac¢ komorki przed wej-
Sciem na szlak prowadzacy do apoptozy [26,42]. Duza ak-
tywnos¢ PLD1 i PLD2 moze réwniez sprzyjac apoptozie,
co zaobserwowano m.in. w fibroblastach zdrowych szczu-
row [64]. Wiele biatek regulujacych aktywnos¢ PLD, ta-
kie jak RalA, PKCa, biatka z rodziny Rho czy z rodziny
AREF (giéwnie ARF4 i ARF6) jest takze zaangazowanych
w regulacje przebiegu cyklu komérkowego.

Ostatnio w fibroblastach szczura (linia 3Y1 wykazujaca
zwigkszona ekspresj¢ onkogenu c-Src) wykazano zatrzy-
manie apoptozy indukowanej uszkodzonym DNA, w kt6-
rym to procesie uczestniczy biatko p53. Zaobserwowano,
ze zwigkszona aktywnos¢ PLD w tych komoérkach (gtéwnie
izoformy PLD1) hamuje stabilizacje pS3 w wyniku zaha-
mowania jego ekspresji i zwigkszonej degradacji tego biat-
ka. Zdolnos¢ do supres;ji stabilizacji p5S3 mozna wyjasnié,
przynajmniej czgsciowo, zdolnoscia PLD do zatrzymania
procesu apoptozy [24]. Pro- lub antyapoptotyczna rola PLD
wydaje sig¢ zaleze¢ od typu komorki i rodzaju zewnatrzko-
morkowego stymulatora wywolujacego zmiang aktywno-
Sci enzymu [12,26,42,64,65]. Aktywnos¢é PLD wspoétdziata
z wysoka ekspresja kinazy tyrozynowej w badanych komér-
kach, tak si¢ dzieje m.in. w transformowanych fibroblastach
szczura. Sugeruje si¢, ze zdolnos¢ PLD do supresji apoptozy
w komérkach majacych zwigkszong aktywnos¢ kinazy ty-
rozynowej wskazuje na zwiazek PLD z kinaza tyrozynowa
w transformacji nowotworowej komoérek. Potwierdzeniem
tej tezy jest zwigkszona aktywno$¢ kinazy tyrozynowej ob-
serwowana w nowotworach sutka, zotadka, nerek czy jeli-
ta, ktérej towarzyszy wzrost ekspresji i aktywnosci PLD
[26,57,58]. Bardzo ciekawym spostrzezeniem jest wysoka
korelacja migdzy zwigkszona aktywnoscig PLD, a utratg re-
ceptoréw estrogenéw w badanych komérkach [47].

W literaturze pojawiaja si¢ réwniez liczne doniesienia
o udziale PLD w inwazji nowotworéw i w powstawaniu

przerzutow [53,56].

PobpsumowaNIE

Fosfolipaza D jest waznym elementem odpowiedzi komor-
ki na przekazywane sygnaly zewnatrzkomérkowe, zwtasz-
cza w procesach wzrostu i réznicowania.

Dziatanie fosfolipazy D moze by¢ zaréwno pro- jak i anty-
apoptotyczne, czy tez zwigkszajace przezywalnos¢ komorki.
Specyficzna rola PLD w procesach wywotanych zewnatrz-
komérkowymi sygnatami zalezy od typu komérki, ale takze
od rodzaju zewnatrzkomdrkowego stymulatora. Zaburzenie
tych biologicznych proceséw moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworéw. Zaobserwowano wzrost ekspresji i aktywno-
$ci PLD w r6znych nowotworach u ludzi np. w raku sutka,
phuc, zotadka, nerek czy jelita [42,57,58,64].
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Mimo ciagle jeszcze niedostatecznej wiedzy o sposobie,
w jaki PLD uczestniczy w transformacji i progresji nowo-
tworéw, to zebrane dotychczas dane wskazuja na istotng role

PismiennicTwo

PLD w wielu aspektach procesu proliferacji, przezywalnosci
komoérek nowotworowych oraz ich przerzutowania i moga zo-
sta¢ wykorzystane w terapii przeciwnowotworowej [56].
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