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Streszczenie

Fosfolipaza C (PLC) katalizuje hydrolizg fosfatydyloinozytolo- 4, 5- bisfosforanu (PIP,) z wy-
tworzeniem 1,2-diacyloglicerolu (DAG) i inozytolo-1, 4, 5-trifosforanu (IP,). Enzym ten jest sze-
roko rozpowszechniony w przyrodzie, wystepuje w komérkach bakterii, drozdzy, roslin i ssakow.
U ssakéw zidentyfikowano podrodziny PLC-f3, PLC-y, PLC-8, PLC-g, PLC-{, PLC-n fosfolipazy
C. Uczestnicza one m.in. w wewnatrzkomoérkowym przekaZnictwie sygnatow, powstawaniu pe-
cherzykéw wydzielniczych, procesach endocytozy i egzocytozy, funkcjonowaniu kanatéw jono-
wych, procesie mitozy, reorganizacji cytoszkieletu oraz w przekaznictwie sygnatéw w uktadzie
nerwowym. Regulatorami aktywnosci fosfolipazy C ssakéw sa jony wapnia, receptory o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej oraz receptory sprzezone z matymi biatkami G z rodziny Ras i Rho.
W pracy oméwiono strukture i funkcj¢ biologiczng fosfolipazy C ssakéw.

fosfolipaza C (PLC) * izoformy PLC-3 ¢ PLC-y * PLC-3 ¢ PLC-¢ ¢ PLC-C * PLC-1 * regulatory
aktywnosci PLC ¢ przekaznictwo sygnatow
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Summary

Phospholipase C (PLC) catalyzes the hydrolysis of phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) to
yield diacylglycerol (DAG) and inositol-1,4,5-triphosphate (IP,). Phospholipase C activities have
been described in several organisms, including bacteria, yeast, plants, and mammals. In mam-
malian cells, PLC (PLC-B, PLC-y, PLC-8, PLC-¢, PLC-(, and PLC-1| isoforms) has been im-
plicated in intracellular signal transduction, vesicle transport, endocytosis, exocytosis, ion chan-
nel function, mitosis, cytoskeletal reorganization, and neuronal signal transduction. Mammalian
phospholipase C is regulated by many factors, including calcium ions, receptor tyrosine kina-
ses, and small G-proteins of the Ras and Rho families. In this review the structure and biologi-
cal function of PLC are discussed.

phospholipase C (PLC) ¢ isoforms PLC- ¢ PLC-y ¢ PLC-5 * PLC-¢ ¢ PLC-( * PLC-1| ©
regulatory activities of PLC ¢ signal transduction
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Wstep

Fosfolipazy sa integralnymi sktadnikami bton biologicznych,
biora udzial w procesach syntezy i degradacji lipidéw bton.
Naleza do duzej grupy enzymdéw hydrolizujacych fosfoli-
pidy do wolnych kwaséw tluszczowych i innych substancji
lipofilnych. Gtéwnymi substratami fosfolipaz sg glicerolo-
fosfolipidy, ktére oprécz cholesterolu, glikolipidéw i biatek
wchodza w sktad bton biologicznych. Ztozonos¢ struktur
fosfolipidéw wptywa na role, jaka odgrywaja w utrzymywa-
niu stabilnosci, ptynnosci i przepuszczalnosci bton, a w kon-
sekwencji odpowiada za prawidtowe funkcjonowanie ka-
natéw jonowych i receptoréw, czy tworzenie pecherzykéw
wydzielniczych. Prawidtowy metabolizm glicerolofosfoli-
pidéw polega na réownowadze w procesach ich syntezy de
novo, resynteza przez reacylacje, a procesami katabolicz-
nymi oraz ich transportem. W tych ztozonych procesach
uczestniczg liczne enzymy, m.in. fosfolipazy.

Fosfolipazy hydrolizujace glicerolofosfolipidy dzielimy
na dwie grupy. Do pierwszej grupy naleza acylohydro-
lazy: fosfolipazy A, i A, rozktadajace odpowiednio wia-
zania estrowe sn-1 i sn-2 fosfolipidéw. Do drugiej grupy
naleza fosfodiesterazy — fosfolipaza C hydrolizujaca wia-
zanie glicerolo-fosforanowe oraz fosfolipaza D uwalniaja-
ca kwas fosfatydowy i choling [44,56].

Btony plazmatyczne komorki sa bardzo aktywne metabo-
licznie. Przemiany fosfolipidéw btonowych indukowane sy-

gnatami zewnetrznymi sa Zrédlem czasteczek sygnatowych
przekazujacych informacje do wnetrza komoérki. Kaskada
przemian rozpoczynajaca si¢ hydroliza fosfatydyloinozy-
toli w wewngtrznej blonie plazmatycznej przez fosfolipa-
zg C jest jednym z wazniejszych systemow przekazywa-
nia informacji docierajacych do komérki [36].

FosroLipazy C — CHARAKTERYSTYKA 0GOLNA

Fosfolipazy C zalezne od fosfatydyloinozytolu (PLC, EC
3.1.4.11) sa enzymami — fosfodiesterazami, ktére katali-
zuja hydrolize fosfatydéw (np. fosfatydyloinozytolo — 4,
5- bisfosforanu — PIP,) z wytworzeniem 1,2-diacyloglice-
rolu (DAG) i inozytolo-1, 4, 5-trifosforanu (IP,). Gen fos-
folipazy C lezy na chromosomie 2 q33. Fosfolipazy C wy-
stepuja powszechnie w przyrodzie: od bakterii, poprzez
grzyby, rosliny do ssakéw [59]. Substratami PLC moga
by¢ réwniez fosfatydyloinozytolo-4-fosforan (PIP) lub fos-
fatydyloinozytol (PI).

Fosfolipazy C odgrywaja istotna rolg¢ w przekaznictwie sy-
gnatéw w komoérce. Sa gtéwnymi enzymami w metaboli-
zmie fosfatydyloinozytolo- 4, 5- bisfosforanu (PIP,) i w li-
pidowych szlakach przekazywania sygnaléw.

Hydroliza PIP, — fosfolipidu bton jest jednym z wcze-
snych zdarzen w regulacji réznych funkcji komoérkowych.
Produktami w tej reakcji sa wewnatrzkomoérkowe ,,wtérne
przekazniki” — 1,2-diacyloglicerol (DAG) i inozytolo-1, 4,
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S-trifosforan (IP,). DAG bierze udzial w aktywacji kinazy
biatkowej C (PKC), zas IP, w uwalnianiu jonéw wapnia
Ca* z wewnatrzkomérkowych magazynéw. PLC hydro-
lizuje PIP, umiejscowiony na wewngtrznej stronie btony
plazmatycznej. Powstajacy IP, jest rozpuszczalny, dyfun-
duje przez cytoplazme i oddziatuje ze swymi receptorami
na powierzchni endoplazmatycznego retikulum, powodu-
jac uwalnianie jondw wapnia i wzrost ich st¢zenia w cyto-
plazmie. Natomiast DAG, ktéry jako zwiazek hydrofobowy
pozostaje w wewngtrznej blonie plazmatycznej, aktywuje
kinazg biatkowa C (w obecnosci jonéw wapnia) [40].

Zmniejszenie stgzenia PIP, w komérce jest samo w so-
bie waznym sygnalem wewnatrzkomérkowym, poniewaz
zwiazek ten jest aktywatorem fosfolipazy D (PLD) i fos-
folipazy A, (PLA,). PIP, uczestniczy takze w reorganiza-
cji cytoszkieletu. Podczas polimeryzacji aktyny oddziatuje
z wiazacymi si¢ z aktyna biatkami, a ponadto bierze udziat
w regulacji proceséw endo- i egzocytozy oraz w regula-
cji funkcji kanatéw jonowych. PIP, dziala jako btonowe
miejsce docelowe dla wielu biatek sygnatlowych zawiera-
jacych w swej budowie domeny regulatorowe PH (pleck-
strin homology domains) [8,25,62,63].

FosroLipazy C ssakow

W organizmach ssakéw zidentyfikowano 14 izoform fos-
folipazy C (nie uwzgledniajac wariantéw splicingowych),
ktére podzielono na 6 podrodzin: 3, v, 8, €, {in.

Podrodzina B zawiera 4 izoformy (PLC-B1, PLC-B2,
PLC-B3, PLC-B4), podrodzina y ma 2 izoformy (PLC-I,
PLC-Y2), podrodzina 8 ma 4 izoformy (PLC-81, PLC-82,
PLC-83, PLC-84), podrodziny € i  maja po jednej izofor-
mie (PLC-¢ i PLC-{), za$ podrodzina | ma dwie izofor-
my (PLC-n1 i PLC-n2). Podstawa klasyfikacji fosfolipaz
C byta homologia sekwencji aminokwasow i mechanizmy
aktywacji. Izoformy w podrodzinach réznia si¢ sposobem
aktywacji, mechanizmami regulujacymi aktywnosé PLC,
podatnoscia do wiazania si¢ z blong komérkowa, umiejsco-
wieniem w komérce oraz rozmieszczeniem w tkankach.

Wszystkie izoformy hydrolizuja PIP, wytwarzajac dwa
wazne ,,wtorne przekazniki” (DAG i Ip)), ktére zmienia-
ja wrazliwos¢ komérki na procesy, takie jak: proliferacja,
réznicowanie, apoptoza, reorganizacja cytoszkieletu, two-
rzenie pecherzykéw wydzielniczych, funkcjonowanie ka-
natéw jonowych, dziatanie uktadu endokrynnego i prze-
kaZnictwo w uktadzie nerwowym [15].

Reakcja katalizowana przez fosfolipaze C przebiega dwu-
etapowo. Gtéwnym substratem jest fosfatydyloinozytolo- 4,
5- bisfosforan (PIP,). W pierwszym etapie — fosfotransfe-
razowym — w wyniku oddzialywania grupy 2’hydroksylo-
wej w pierscieniu inozytolu z grupa fosforanowa powstaje
DAG i cykliczny intermediat IP,. W etapie drugim, fosfo-
esterazowym, z cyklicznym IP, reaguje woda i powstaje
niecykliczny IP,. Bakteryjne formy PLC tworza jako pro-
dukt reakeji — cykliczny IP,.

Kazda z izoform zbudowana jest z pojedynczego taficucha
polipeptydowego. Ich masy czasteczkowe wynosza od 75
kDa dla PLC-, 85 kDa dla PLC-8, 120 kDa do 155 kDa
dla PLC-B i dla PLC-y, do 230-260 kDa dla PLC-¢ [36,59].

Wszystkie izoformy zawieraja dwa regiony o wysokiej ho-
mologii sekwencji (40-60% identycznosci) zawierajace ka-
talityczne domeny X i Y, przedzielone regionami wstawny-
mi o r6znej dtugosci (50-400 aminokwaséw). Izoenzymy
B, v, 0 zawieraja na N-koncu taricucha polipeptydowego
domeng PH (plekstrin homology domain). Domena ta zo-
stala po raz pierwszy zidentyfikowana w biatku plekstry-
nie i obecnie wiadomo, ze wystgpuje w ponad 100 réznych
biatkach komérkowych. W izoenzymach B, v, & wystepuje
ponadto domena EF-hand (elongation factor-hand doma-
in) umiejscowiona pomi¢dzy domenami PH i X, a takze
domena C2, ktérg czasami opisuje si¢ jako czgsS¢ rozcia-
gnigtej domeny Y.

Izoformy B i 8 zawieraja krétka sekwencje 50-70 amino-
kwasowa oddzielajaca regiony X i Y, za$ izoforma y ma
dhugi 400-aminokwasowy odcinek z domenami SH (Src
homology domains) — dwie domeny SH2 i jedna domeng
SH3. Izoforma € w przeciwienstwie do innych izoform, nie
ma domeny PH. Na N-korcu taiicucha znajduje si¢ dome-
na RasGEF (Ras guanine nucleotide exchange factor — like
domain), a na C-koricu jedna lub dwie domeny RA (Ras
binding domain). W izoformach PLC-3 (okoto 400 aa),
PLC-8 i PLC-y wystepuje C-koficowy fragment zawiera-
jacy sekwencje aminokwasowe istotne dla oddzialywania
z btonami, lokalizacji jadrowej czy aktywacji z udzialem
podjednostek biatek G.

Domena PH fosfolipazy C zawiera okoto 130 aminokwa-
séw, o matej konserwatywnosci sekwencji wsréd izoform.
Poniewaz domena PH nie wykazuje wiasciwosci katalitycz-
nych, a wystepuje w réznych biatkach zwigzanych z btona-
mi (np. serynowo-treoninowe kinazy biatkowe, tyrozynowe
kinazy biatkowe, regulatory matych biatek G) przypisu-
je si¢ jej funkcje tacznika biatka z powierzchnia btony.
Domena PH w PLC ma bardzo duze powinowactwo do
PIP, i dzigki temu enzym efektywnie hydrolizuje ten sub-
strat. Domena PH wiaze réwniez podjednostki 3 i y biatek
G, co moze mie¢ znaczenie w regulacji aktywnosci PLC,
zwlaszcza izoform PLC-B1, PLC-B2 i PLC-81. W izofor-
mie PLC 2 podjednostki B i y biatek G maja takze inne
miejsca wigzania m.in. w pozycji 560-641 taricucha pep-
tydowego, ale najwazniejsze dla aktywnosci tej izoformy
jest miejsce wiazania w domenie PH [40].

Izoenzymy PLC eukariotéow moga zawiera¢ do czterech
domen EF-hand (EF-hand 1, EF-hand 2, EF-hand 3, EF-
hand 4), wystepujacych najczesciej w parach, podobnie jak
w innych biatkach zawierajacych te domeny np. kalmodu-
linie czy troponinie C. Domena EF-hand zawiera strukture
heliks-petla-heliks. Domeny EF-hand 1 i EF-hand 2 ssa-
kéw, w odréznieniu od EF-hand 3 i EF-hand 4, sa zdol-
ne do wiazania jonéw Ca?* lub Mg?*. Domenom EF-hand
przypisuje si¢ funkcjg regulacyjna, ale mechanizm ich dzia-
lania pozostaje niewyjasniony, tym bardziej ze fosfolipa-
zy C w niektérych organizmach nie maja tych domen (np.
rosliny wyzsze) lub utracity czgs$¢ z nich (np. tylko dwie
wystepuja w Arabidopsis).

Domena C2, obecna we wszystkich eukariotycznych PLC,
zwykle zawiera 120 aminokwaséw. Jest czgscia obszaru
katalitycznego enzymu. Wystgpuje w ponad 50 biatkach
uczestniczacych w przekaZnictwie sygnatéw i oddziatywa
z btonami. Domena C2 umiejscowiona jest na C-koncu fai-
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cucha PLC i ma trzy odcinki o bardzo konserwatywnej se-
kwencji (od drozdzy do organizmu cztowieka), wiazace jony
wapnia, zwane CBR (calcium binding regions), np.w izo-
formie PLC-81 sg to CBR-1 (643-653), CBR-2 (675-680)
i CBR-3 (706-714). Przypuszcza sig, ze domena C2 uczest-
niczy w zaleznym od jonéw wapnia wigzaniu substratu
1 w ustawianiu w prawidlowym potozeniu domeny katali-
tycznej PLC wzgledem niego. Domena C2 PLC-B1 bierze
réwniez udziat w wigzaniu podjednostki o biatka G, beda-
cej fizjologicznym aktywatorem tej izoformy [40].

Aktywnos¢ PLC jest regulowana przez wiele réznych me-
chanizmoéw. Jednym z nich jest aktywacja z udzialem re-
ceptoréw sprzezonych z biatkami G (GPRC — G prote-
in coupled receptors) poprzez ich podjednostki o, Tub By.
W innym mechanizmie aktywacja PLC nastgpuje w wyni-
ku oddzialywania z transblonowymi receptorami majacy-
mi aktywnos¢ kinazy tyrozynowej lub z receptorami aso-
cjujacymi z cytoplazmatyczng kinazg tyrozynowa.

Aktywno$¢ wszystkich PLC zalezy od obecnosci jondw
Ca*. Najwrazliwsze na wpltyw jonéw wapnia sa enzymy
z podrodziny PLC-8. Wiele izoform PLC zawiera wiele
miejsc wigzacych jony wapnia w swym centrum katalitycz-
nym (np. dwie konserwatywne reszty histydyny — His 3!
i His %%, ktére zmodyfikowane np. w wyniku fosforylacji
moga powodowac utratg aktywnosci PLC) [48].

Enzymy reprezentujace poszczegdlne podrodziny PLC
charakteryzuja si¢ duza réznorodnoscia mechanizméw
ich aktywacji:

» PLC-B jest aktywowana przez receptory sprz¢zone z biat-
kami G poprzez ich podjednostki o, iBy,

* PLC-yjest aktywowana w wyniku fosforylacji reszt ty-
rozyny po stymulacji receptorowych lub cytosolowych
kinaz tyrozynowych,

e PLC-9d jest aktywowana wysokimi st¢zeniami jonéw
wapnia i wiaze PIP, przez swoja domeng PH. Wydaje
si¢ ewolucyjnie najstarszym izoenzymem PLC,

e PLC-¢ jest aktywowana przez onkogen Ras, ma aktyw-
nos$¢ PLC i aktywnos$¢ czynnika wymiany nukleotydow
guanylowych swoistego wobec Ras (RasGEF-Ras gu-
anine nucleotide exchange activity),

e PLC-{ ma mechanizm aktywacji wciaz niewyjasniony;
odgrywa istotna rol¢ w procesach zaptodnienia i em-
briogenezy krggowcow,

e PLC-1n ma réwniez mechanizm aktywacji niewyjasnio-
ny, bierze udziat w prawidtowym funkcjonowaniu neu-
ronow [10,17,53].

Fosfolipazy C wypetniaja swoja funkcje katalityczna,
przede wszystkim w btonie plazmatycznej, w ktérej sa
zakotwiczone dzigki obecnosci w swej czasteczce domen
wiazacych lipidy (domeny PH i C2 wykazuja powino-
wactwo do fosfolipidowych sktadnikéw bton). Obecnosé
PLC wykazano réwniez w cytoplazmie i jadrze komdrko-
wym, jednak wciaz nie jest znana ich funkcja w tych cze-
Sciach komorki.

FosroLipaza C - pobrobziNA B (PLC-B)

U ssakéw PLC-P wystepuja w czterech izoformach: PLC-
B1, PLC-B2, PLC-B3, PLC-f4 (i w wielu wariantach
splicingowych), maja mase¢ czasteczkowa 120-155 kDa.

Zidentyfikowano wiele fosfolipaz C bgdacych homologami
izoenzymu B w nizszych organizmach, takich jak np.: mig-
czaki, owady (Drosophila melanogaster), ptazy (Xenopus
laevis) czy ptactwo domowe (indyk).

1zoformy PLC-J sg r6znie umiejscowione w organizmach
ssakéw. PLC-B1 wystepuje w dwoch wariantach splicingo-
wych i ulega ekspresji w wielu tkankach, a najwigksza ilos¢
enzymu jest obserwowana w swoistych regionach mézgu,
takich jak: kora mézgowa, komorki piramidalne, mézdzek
czy hipokamp. Kazda z izoform PLC- ma najwyzsza eks-
presje w réznych czgsciach mézgu, co moze wskazywac
na ich r6zng funkcje. PLC-B2 wykazuje najwyzsza eks-
presje w ptytkach krwi i leukocytach. PLC-33 jest obec-
na w mézgu, watrobie, przysadce mézgowej i Sliniankach.
Natomiast PLC-B4 wystepuje w siatkéwce oka i m6zdzku
w wielu wariantach splicingowych [16,40].

Izoenzymy PLC-f funkcjonuja jako enzymy efektorowe re-
ceptoréw nalezacych do biatek transbtonowych z rodziny
rodopsyny zawierajacych siedem transbtonowych segmen-
t6w. PLC-f sa aktywowane przez wiele efektoréw, zaréwno
przez bardzo proste zwiazki, jak i przez bardzo zozone bial-
ka. Wsréd nich m.in. przez podjednostki biatek G z udzia-
fem swoich domen C2 i dlugiego C-koncowego odcinka
aminokwasowego (okoto 400 aa) (PLC-1 i PLC-B4) [37].
Aktywacja PLC-3 moze by¢ zahamowana przez cAMP po
uprzedniej fosforylacji kinazy biatkowej C (PKC) [41].

Aktywnos¢é wszystkich izoform PLC-f jest regulowa-
na przez podjednostki o biatka G. Izoformy PLC-2
i PLC-B3 sa dodatkowo aktywowane przez podjednostki
By biatka G i w tej aktywacji uczestnicza ich domeny PH
[18]. Mechanizm aktywacji izoform PLC-3 pozostaje nie
do korica wyjasniony. Wydaje sig, ze domena PH izoen-
zym6w PLC-B2 i PLC-B3 pelni podwéjna role: jest miej-
scem oddziatywania z btona plazmatyczna i miejscem in-
terakcji z aktywatorami enzyméw. PLC-3 wiaze si¢ z btona
plazmatyczna niezaleznie od zwiazania PIP, (tak jak to
jest w przypadku wszystkich pozostatych izoenzyméw).
Preferuje ona wigzanie fosfatydylo-3-fosforanu albo obo-
jetnych bton. Niedawno wykazano, ze mate biatka G z ro-
dziny Rho (np.Racl, Rac2, Rac3, cdc42) aktywujac PLC-B
wiaza si¢ z jej N-konicowa domena PH w innych miejscach
niz podjednostki By biatka G [51].

W jadrze komérkowym stwierdzono obecnos¢ wielu izoform
PLC-B, przede wszystkim, PLC-B1 [19,20,29]. Izoforma
PLC-B1 ma w obrebie dtugiego C-koricowego odcinka, re-
gion kilku aminokwaséw zasadowych, funkcjonujacy jako
sygnat lokalizacji jadrowej. Izoforma PLC-B1 wydaje sie, ze
jest zaangazowana w procesach wzrostu i réznicowania.

W ostatnich latach wykazano wzrost aktywnosci izoformy
PLC-B2 w raku sutka u ludzi i udziat tego enzymu w po-
dziatach mitotycznych i migracji komérek nowotworowych
[3,5,6]. Pojawity si¢ réwniez doniesienia o kontroli aktyw-
nosci izoformy PLC-81 przez PLC-B2, w ktérym bierze
udzial domena PH obu enzyméw [13,37,43,51].

FosroLipaza C - pobropziNA ¥ (PLC-vy)

Enzymy z podrodziny PLC-y wystgpuja w dwoch posta-
ciach: PLC-y1 i PLC-y2.
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PLC-y1 ma masg czasteczkowa 120 kDa, za§ PLC-y2
155 kDa. Wystegpuja w komdrkach krwiotwérczych, neuro-
nach, réznych rejonach tkanki mézgowej, komoérkach em-
brionalnych [4]. Sg aktywowane przez kinazy tyrozynowe,
bedace podjednostkami receptoréw czynnikow wzrostu,
badz przez cytosolowe kinazy tyrozynowe z rodziny Src.
W aktywacji tej uczestnicza obecne w strukturze PLC-y
dwie domeny SH2 i jedna SH3.

Receptory peptydowych czynnikéw wzrostu, takich jak np.
naskérkowy czynnik wzrostu (EGF), ptytkowy czynnik
wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu komérek nerwowych
(NGF), receptory immunoglobulin i cytokin przekazuja
informacje do komérki aktywujac wiele biatek efektoro-
wych, a wsréd nich enzymy metabolizujace fosfoinozy-
tydy, takie jak: 3-kinaza fosfatydyloinozytolu czy PLC-y.
Aktywacja tych enzyméw mobilizuje z jednej strony ma-
gazyny wapniowe retikulum, a z drugiej uruchamia licz-
ne szlaki, w ktérych uczestniczg kinazy biatkowe kontro-
lujace wiele waznych proceséw komoérkowych, takich jak
podziaty komoérkowe, transformacje, réznicowanie, ruchli-
wos¢ czy apoptozg.

Izoenzym PLC-v zostaje zaktywowany w wyniku fosfory-
lacji przez kinazg tyrozynowa, bgdaca integralnym sktad-
nikiem cytoplazmatycznej czgsci receptora, a uaktywniona
po zwigzaniu si¢ czynnikéw wzrostu z ich receptorami. Pod
wptywem EGF lub PDGF w liniach komérkowych B lub
T izoforma PLC-Y1 jest fosforylowana w trzech pozycjach
reszt tyrozyny: Tyr™!, Tyr’3, Tyr'>>. Wydaje sie, ze do pet-
nej aktywnos$ci enzymu potrzebna jest przede wszystkim
fosforylacja Tyr™, w mniejszym stopniu Tyr'*** i w naj-
mniejszym Tyr””' [34,48]. Ostatnio wykazano, ze aktyw-
no$¢ PLC-y moze by¢ réwniez regulowana przez GTP-azy
z rodziny Rho (RhoA, Racl, Rac2, Rac3, cdc42), ale co
ciekawe, w opisanym mechanizmie aktywacji PLC-y nie
obserwowano fosforylacji reszt tyrozynowych [39].

Mimo ze PLC-y nie zawiera w swej budowie klasycznych
sekwencji sygnatu lokalizacji jadrowej, to stwierdza sig jej
obecnos¢ wewnatrz jadra komoérkowego, gdzie bierze udziat
w podziatach, réznicowaniu i wzroscie komorek, a takze
w reorganizacji aktyny w cytoszkielecie. Stwierdzono, ze
stymuluje ona syntezg DNA i podziaty komérkowe uspio-
nych fibroblastéw NIH 3T3 [29,40]. Podwyzszong aktyw-
nos¢ PLC-y1 zaobserwowano w nowotworach jelita i gru-
czoléw sutkowych u ludzi [28], za§ w mdzgu pacjentéw
z choroba Alzheimera wykazano zmniejszenie aktywnosci
PLC-y1 w poréwnaniu z grupa kontrolna [49].

FosFoLipaza C - pobropzinA § (PLC-3)

Podrodzina PLC-3 jest najstarsza filogenetycznie postacia
PLC. PLC-31 jest jednym z najpowszechniej wystepuja-
cych izoenzyméw PLC w tkankach zwierzgcych (drugim
jest PLC-v1).Wystepuje jako jedyny izoenzym u nizszych
organizméw, takich jak bakterie, drozdze czy grzyby ple-
$niowe (jedna izoforma).

U ssakoéw (takze u roslin wyzszych) obecne sa cztery izo-
formy PLC-8 (1, 2, 3, 4) i ich liczne warianty splicingo-
we (przede wszystkim PLC-04). Izoenzymy te sa biatkami
zawierajacymi wiele domen o masie czasteczkowej 83—87
kDa (homologia ich sekwencji aminokwasowej waha si¢

w granicach 45-85%).W swym pojedynczym taiicuchu po-
lipeptydowym zawieraja na N-koricu domeng PH (okoto 120
aa), region EF-hand, czgsci katalityczne X i Y, domeng C2
na C-koncu taficucha (okoto120 aa). PLC-8 nie ma domen
SH i dlatego nie moze by¢ substratem kinaz tyrozynowych.
Izoformy PLC-81 i PLC-83 maja okoto 14-aminokwaso-
wa, bogata w aminokwasy hydrofobowe (gtéwnie leucyng)
sekwencj¢ NES (nuclear export sequence) bedaca czegscia
domeny EF-hand. Sekwencja NES jest odpowiedzialna za
ich transport do jadra komérkowego [2,33,35].

Izoformy PLC-3 wystepuja zaréwno w cytosolu jak i w bto-
nach plazmatycznych (PLC-81 i PLC-83), a takze w btonie
jadrowej i wewnatrz jadra komérkowego (PLC-84) [36].
PLC-3 jako jedyny izoenzym PLC ma bardzo duze powi-
nowactwo do PIP,. Miejsce wiazace ten fosfolipid znajdu-
je sie w jego N-konicowej domenie PH.

Najlepiej poznano izoforme PLC-81. Jest ona szeroko roz-
powszechniona w tkankach zwierzecych, choc jest jej znacz-
nie mniej niz izoform PLC-f i PLC-3. Najwiecej enzymu
PLC-31 znaleziono w migs$niach szkieletowych, zwlaszcza
w czasie ich réznicowania, w §ledzionie, plucach, jadrach
i mézgu [2]. Umiejscowiony jest on gldwnie w cytosolu,
cho¢ nie wyklucza si¢ mozliwosci przemieszczania si¢ do
jadra komérkowego [8,62]. Masa czasteczkowa tego enzy-
mu wynosi 85 kDa. Jego mechanizm dziatania jest dosy¢
dobrze opisany. Przebiega w dwdch etapach. Najpierw en-
zym wiaze si¢ z powierzchnia btony plazmatycznej (pro-
ces ten stymuluje kwas fosfatydowy), a nast¢pnie reaguje
z substratem PIP,. Po zwigzaniu substratu, PLC-381 w dal-
szym ciaggu pozostaje zwiazany z btona plazmatyczna.

Sposréd wszystkich izoenzyméw fosfolipazy C najbar-
dziej wrazliwe na obecno$¢ jonéw wapnia sa izoenzymy
PLC-3. Wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw
Ca* powoduje wzrost powinowactwa PLC-8 do substra-
tu (prawie 20-krotne obnizenie K ). W sytuacji, gdy re-
gion katalityczny wykazuje stabe powinowactwo do PIP,,
W wigzaniu substratu pomaga domena C2 razem z jona-
mi Ca*. Domena ta moze wigza¢ co najmniej dwa jony
wapnia [15,62].

Niedawno wykazano nowy mechanizm regulacji aktyw-
nosci PLC-31 wymagajacy bezposredniej interakcji enzy-
mu z matym biatkiem G- Ral i kalmodulina. Odbywa si¢
to poprzez odkryty w ostatnich latach motyw IQ (poza re-
gionem katalitycznym) wiazacacy oba biatka, a niewyste-
pujacy w pozostatych izoformach PLC. Zwigzanie kalmo-
duliny w obrgbie motywu IQ hamuje aktywno$¢ PLC-d1.
Zahamowanie aktywnosci zostaje cofnigte po dodaniu
biatka Ral[50].

W przeciwieristwie do PLC-f i PLC-$ ani kaskada fosfory-
lacji bialek, ani podjednostki biatek G nie wptywaja na ak-
tywno$¢ PLC-81. Poza jonami wapnia regulatorami aktyw-
nosci PLC-81 moga by¢ liczne poliaminy, fosfolipidy oraz
swoiste biatka. Aktywatorami PLC-81 sa: spermina, sfin-
gozyna (i jej analogi), kwas fosfatydowy, fosfatydylocho-
lina, fosfatydyloetanoloamina, biatko GAP (Rho GTPase-
activating protein) i nietypowe biatko G (G,).

Jednym z lepiej poznanych biatkowych aktywatoréw PLC-61
jest G,.To nietypowe biatko G wystepuje w wielu tkankach.
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Jest enzymem o masie 74—87 kDa, zbudowanym z wielu
domen o r6znych aktywnosciach katalitycznych. Biatko G,
katalizuje hydroliz¢ GTP oraz ATP, a takze ma aktywnos¢
transglutaminazy, ktéra katalizuje albo transamidacje reszt
glutaminowych z poliamin albo tez powstawanie wiazan
— mostkéw migdzy biatkami poprzez y-glutamylowe resz-
ty lizyny. Enzym G, moze réwniez te wigzania hydrolizo-
wac. Zwiazanie GTP przez biatko G, hamuje jego aktyw-
nos¢ transamidowa. G, wystepuje zaréwno w cytosolu, jak
i w blonach (takze jadrowe;j). Jego ekspresja podlega pre-
cyzyjnej regulacji. Wzrost ekspresji mRNA G, wykazano
podczas réznicowania, a takze w obecnosci interleukiny 6
(IL-6), interferonu-f i kwasu retinowego [28].

Stwierdzono, ze sfingomielina, fosfatydyloseryna, cera-
mid, gangliozyd oraz mate monomeryczne biatko G z ro-
dziny RhoA hamuja aktywnos¢é PLC-31 [13,28]. Z kolei
biatko GAP (Rho GTPase-activating protein) hydrolizu-
jac GTP w RhoA powoduje zahamowanie aktywnosci
biatka RhoA i tym samym jest stymulatorem aktywno-
$ci PLC-61 [28].

W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia o kontroli ak-
tywnosci izoenzymu PLC-31 przez PLC-B2. Odbywa sig
to w wyniku asocjacji obu izoenzyméw ze sobg w fizjolo-
gicznych stezeniach jonéw wapnia w komoéree (107 mola/l).
Kompleks PLC-f2 i PLC-81, powstajacy gtéwnie w btonie
plazmatycznej, gdzie obecny jest substrat PIP,, powoduje
zahamowanie aktywnosci izoenzymu PLC-81. Mechanizm
tego hamowania nie jest do korica poznany. Poniewaz do-
meny PH obu enzymdéw odgrywaja role w ich aktywnosci
katalitycznej i poniewaz domeny PH obu enzyméw wiaza
podjednostki By biatka G, wydaje sig, ze wlasnie ten region
bierze udzial w hamowaniu aktywnosci PLC-31 [13].

Wiedza o funkcji fizjologicznej PLC-31 jest ograniczo-
na. Biatku temu przypisuje si¢ role amplifikatora pozio-
mu jonéw wapnia wewnatrz komérki [31]. Wydaje sig,
7e PLC-81 odgrywa role w rozwoju nadcisnienia u ludzi.
Obserwowany wzrost aktywnosci PLC-81 w nadcisnieniu
tetniczym skorelowany jest ze zmianami w sktadzie fosfo-
lipidéw bton naczyn krwionosnych (przede wszystkim spa-
dek zawartosci sfingomieliny) [22]. Natomiast w chorobach
neurodegeneracyjnych u ludzi np. w chorobie Alzheimera
wykazano zmiany w umiejscowieniu izoenzymu PLC-31
w réznych regionach mézgu, a takze wzrost ilosci enzymu
we frakcji cytosolowej, kosztem frakcji btonowej w czgsci
korowej mézgu. Przemieszczaniu si¢ enzymu towarzyszyt
wzrost jego aktywnosci [12,35,38,49].

Stosunkowo niewiele wiadomo o pozostatych izoformach
podrodziny PLC-8: PLC-82, PLC-83, PLC-84. Ekspresj¢
PLC-82 wykazano w rdzeniu kregowym, ale nie stwier-
dzono jej w migs$niach szkieletowych, w komoérkach ukta-
du pokarmowego i limfatycznego, ani tez w komorkach
krwiotworezych [33]. Posta¢ PLC-83 wystepuje w niewiel-
kich ilosciach w wigkszosci komérek i tkanek, najwigcej
jest jej w nerkach, mig$niu sercowym i w aorcie. Pomiedzy
odcinkami katalitycznymi X i Y ma fragment ztozony z 13
kwasnych aminokwasow (gtéwnie reszty kwasu glutami-
nowego), co rézni go od pozostatych izoenzyméw PLC-8.
PLC-83 wykazuje duza swoisto$¢ wiazania sie z blonami
zawierajacymi PIP, lub kwas fosfatydowy [33]. Izoforma
PLC-83 jest niewrazliwa na sperming i sfingozyne [40].

Obecnosé PLC-81 i PLC-83 jest konieczna dla prawidto-
wego rozwoju trofoblastéw w tozysku [31].

Izoforma PLC-84 jest réwniez szeroko rozpowszechniona.
Zidentyfikowano wiele wariantéw alternatywnego splicin-
gu mRNA dla PLC-34. Wystepuje on przede wszystkim
w jadrze komérkowym. Jest biatkiem btonowym. Ulega
ekspresji w migsniach szkieletowych, w nerkach, watro-
bie, w r6znych odcinkach uktadu pokarmowego (zotadek,
jelito grube, odbyt), w jadrach i tkance mézgowej. Petni
gtéwna role w proliferacji komérek. Zwigkszona ekspre-
sje PLC-84 zaobserwowano w szybko rosnacych komor-
kach mysich, takich jak regenerujaca watroba czy komor-
ki nowotworowe np. hepatoma, komérki po transformacji
onkogenem Src [1,32,40,45]. W nowotworach u ludzi row-
niez wykazano zmiany aktywnosci PLC-84. Spadek ak-
tywnosci enzymu obserwowano w: gruczole krokowym,
tarczycy, skorze, trzustce, natomiast w nowotworach sut-
ka, jader, pluca i macicy wykazano wzrost aktywnosci
PLC-84 w poréwnaniu z tkankami zdrowymi. Na podsta-
wie wynikéw badan z zastosowaniem linii komorek raka
sutka MCF-7 postawiono hipotezg, ze zaburzenia ekspre-
sji PLC-84 moga prowadzi¢ do inicjacji procesu onkoge-
nezy w niektérych tkankach [9,24,26,27,57,58].

INNE PoDRODZINY FosFoLIPAZY C (PLC-¢, PLC-¢, PLC-1)

Enzymy z podrodzin PLC-¢ i PLC-{ wystepuja w poje-
dynczych postaciach.

PLC-€ maja masg czasteczkowa 230-260 kDa i sa akty-
wowane przez male biatka G z rodziny Ras i RhoA [61].
Posrednicza w przenoszeniu sygnatéw od receptoréw zwia-
zanych z biatkami G w dwojaki sposéb, tzn. poprzez hy-
drolize fosfatydyloinozytolu oraz poprzez bezposrednig ak-
tywacje szlaku kinazy biatkowej zaleznej od mitogenéw
(Ras/MAPK) [26,47,52,55,60]. Niedawno zaobserwowano
aktywacj¢ izoformy PLC-¢ w wyniku pobudzenia recep-
tora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR). Pobudzony
receptor aktywuje izoform¢ PLC-yl1 i biatko c-Src, co
w konsekwencji prowadzi do aktywacji biatka RasGRP3
(biatko uwalniajace nukleotydy guanylowe z biatka Ras).
Biatko RasGRP3 aktywuje izoforme¢ PLC-¢ [14,21,54,61].
Wykazano, ze PLC-¢ bierze réwniez udziat w hamowaniu
aktywacji integryny, biatka transblonowego wystgpujace-
go u wigkszosci zwierzat, uczestniczacego m. in. w prze-
kaznictwie sygnatéw do komorki [23].

PLC-{ ma mase czasteczkowa 75 kDa. Najwieksze ilosci
PLC-{ zaobserwowano w nasieniu i oocytach kregowcow.
Izoenzym ten bierze udzial w procesach zaptodnienia i roz-
woju embrionalnego, wplywajac na wzrost st¢zenia jonéw
Ca* w zaptodnionym jaju [46]. W Srodowisku o matym
stezeniu jonéw wapnia, w ludzkich oocytach PLC- sty-
muluje partenogenetyczng aktywacje oocytéw [42].

PLC-C, podobnie jak PLC-81 i PLC-f ma zasadowe se-
kwencje umozliwiajace jej transport i lokalizacje jadro-
wa [29].

Enzymy z podrodziny PLC-1 wystgpuja w dwdch izofor-
mach (PLC-n1, PLC-1n2). Ostatnio wyizolowano PLC-n
z mézgu cztowieka i myszy zawierajace w swej struktu-
rze katalityczne domeny X i Y, domeng C2 oraz domeng
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PH. Gen ludzkiej PLC-n koduje 1002 aminokwasy, gen
mysi 1003. Ich masa czasteczkowa wynosi okoto115 kDa.
Obecnos¢ réznych wariantéw splicingowych PLC-1 wy-
kazano w réznych tkankach zwierzgcych, ale tylko mézg
i pluca maja t¢ sama postac¢115 kDa enzymu. Do aktyw-
nosci enzyméw potrzebne sa jony Ca?*. W analizie hy-
brydyzacji in situ wykazano obecno$¢ PLC-n w wielu
regionach mézgu, takich jak: kora mézgowa, hipokamp,
strefa niepewna (zona incerta) oraz mézdzek, co potwier-
dza udziat PLC-n w prawidiowej pracy neuronéw w mo-
zgu [17,38,53,64].

Opisany niedawno PLC-n2 jest enzymem bardzo swo-
istym, wystepujacym tylko w neuronach hipokampu, kory
mozgowej i opuszce wechowej. Jest ztozony z konserwa-
tywnych domen, takich jak: domena PH, EF-hand, domen
katalitycznych X i Y, domeny C2 i swoistego C-koricowe-
go regionu. PLC-n2 zawiera 1164 aminokwasy i ma mase¢
czasteczkowa 125 kDa. PLC-1n2 jest bardziej wrazliwy na
stezenie jonéw wapnia niz izoenzymy PLC-9, ktére dotych-
czas byly uwazane za najbardziej wrazliwe [30].

PismiENNICTWO

PobsumowaniE

Fosfolipaza C (PLC) jest najwazniejszym enzymem w me-
tabolizmie fosfatydyloinozytolu (PIP,) i lipidowych szla-
kach przekaznictwa sygnatéw. PLC wytwarza ,,wtérne prze-
kaZniki” w btonie plazmatycznej: diacyloglicerol (DAG)
i trifosforan inozytolu (IP,).

W przedstawianej pracy zebrano aktualng wiedze na te-
mat aktywnosci katalitycznej fosfolipaz C, jej aktywatoréw
i inhibitoréw oraz roli w organizmie. Do najwazniejszych
aktywatoréw PLC zaliczamy receptorowe mate biatka G,
transblonowe receptory z aktywnoscia kinaz tyrozyno-
wych oraz jony wapnia.

Fosfolipazy C, bedac gtéwnymi enzymami zaangazowa-
nymi w szlakach przekazywania sygnatéw i uczestniczac
w regulacji licznych funkcji komérkowych moga odgry-
wac istotng rolg¢ w patogenezie wielu choréb, takich jak
nadcis$nienie, choroba wienicowa, nowotwory czy choro-
ba Alzheimera.
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