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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Fosfolipaza C jest enzymem, ktory katalizuje reakcj¢ hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-bis-
fosforanu (P1(4,5)P,) z wytworzeniem dwéch wtérnych przekaznikéw sygnatu: 1,4,5-trifosforanu
inozytolu (Ins(1,4,5)P,) oraz diacyloglicerolu (DAG). Przekazniki te aktywuja kinazg biatkowa C
(PKC) oraz uczestnicza w uwolnieniu jonéw Ca?* z przestrzeni wewnatrzkomérkowych, wpltywa-
jac tym samym na liczne procesy komérkowe w tym: proliferacje, réznicowanie, przekaznictwo
sygnatéw, proces endocytozy, modelowanie cytoszkieletu oraz aktywacje btonowych kanatéw jo-
nowych. Dotad zidentyfikowano i opisano czternascie izoenzymoéw fosfolipazy C. Wsréd izoenzy-
moéw PLC wyrézni¢ mozna fosfolipazeg Cyl i Cy2. Kazda z nich zbudowana jest z domeny kata-
litycznej XY oraz kilku domen regulatorowych: PH, EF i C2. Cechg charakterystyczna enzyméw
z rodziny fosfolipaz Cv jest wystgpowanie w obrebie domeny katalitycznej XY tandemowych se-
kwencji Src: SH2, SH3 oraz rozdzielonej domeny PH. Fosfolipazy Cyl i Cy2 maja identyczna
struktur¢ domenowa. Réznica dotyczy ich wystgpowania oraz funkcji. PLCYI jest powszechnie
wystepujaca, a w szczegdlnosci wykazano jej wystgpowanie w mozgu, grasicy i ptucach.

Aktywacja PLCy1 moze przebiega¢ z udziatem: receptorowych kinaz tyrozynowych (np. PDGFR,
EGFR, FGFR, Trk), niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Src, Syk, Tec), badZ w obecnosci
kwasu fosfatydowego, czy biatka tau i jego analogu.

Molekularny mechanizm aktywacji fosfolipazy Cyl w odpowiedzi na stymulacje¢ czynnikami
wzrostu mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze etapy: rekrutacja enzymu do powierzchni btony ko-
morkowej, fosforylacja PLCY1 oraz zmiany konformacyjne w czasteczce enzymu prowadzace do
odblokowania centrum aktywnego.

Fosfolipaza Cyl podlega pozytywnej i negatywnej regulacji. Pozytywnym modulatorem procesu
jest trifosforan (3,4,5) fosfatydyloinozytolu (PI(3,4,5)P,). Wsr6d negatywnych regulatoréw wy-
rézniamy: kinazy biatkowe (PKA, PKC), fosfatazy tyrozynowe (SHP-1, PTP-1B) i biatka Cbl,
Grb2 oraz kompleks Jak2/PTP-1B.

fosfolipaza Cyl < mechanizm aktywacji fosfolipazy Cy1l » metabolizm fosfatydyloinozytolu
receptorowe kinazy tyrozynowe

Summary

Phospholipase C is an enzyme which catalyzes the hydrolysis of phosphatidylinositol-4,5-bi-
sphosphate (PI(4,5)P,) into second messengers inositol-1,4,5-triphosphate (Ins(1,4,5)P3) and dia-
cylglycerol (DAG). These messengers then promote the activation of protein kinase C and rele-
ase of Ca?* from intracellular stores, initiating numerous cellular events including proliferation,
differentiation, signal transduction, endocytosis, cytoskeletal reorganization or activation of ion
channels. There have been identified 14 isozymes of PLC among which PLCY1l and PLCY2 are

* Praca finansowana z grantu MNiSW numer N N401 063636.
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of particular interest. PLCYy contains catalytic region XY and a few regulatory domains: PH, EF
and C2. The most unique features of these two enzymes are the Src homology domains (SH2,
SH3) and split PH domain within the catalytic barrel. PLCy1 and PLCY2 have an identical do-
main structure, but they differ in their function and occurrence. Phospholipase Cy1 is expressed
ubiquitously, especially in the brain, thymus and lungs.

PLCY1 can be activated by receptor tyrosine kinases (i.e.: PDGFR, EGFR, FGFR, Trk), as well
as non-receptor protein kinases (Src, Syk, Tec) or phosphatidic acid, tau protein and its analogue.

The molecular mechanism of PLCyl activation includes membrane recruitment, phosphoryla-
tion, rearrangements and activation in the presence of growth factors.

In reference to PLCy1 regulation, a number of positive and negative modulators have been con-
sidered. The most important positive modulator is phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate
(PI(3,4,5)P)). Protein kinase A and C, tyrosine phosphatases (SHP-1, PTP-1B) and Cbl, Grb2,
Jak2/PTP-1B complex proteins have been described as negative regulators of PLCyl1 activation.

Key words: phospholipase Cy1 ¢ activation mechanism of phospholipase Cy1 * phosphoinositide
metabolism ° receptor tyrosine kinase
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umiejscowiona w fosfolipazie Cyw kierunku C-kofica w relacji do drugiej domeny SH2;

DAG - diacyloglicerol; EF - domena wiazaca waph; EGF - czynnik wzrostu naskdrka (epidermal
growth factor); EGFR - receptor EGF; ErbB2 (HER2/neu) - ludzki receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu 2 (human epidermal growth factor receptor 2); FGF - czynnik wzrostu fibroblastow
(fibroblast growth factor); FGFR - receptor FGF; GH - hormon wzrostu (growth hormone);

GHR - receptor GH; Grb2 - biatko wigzace receptor czynnika wzrostu 2 (growth factor receptor-
bound protein 2); Gocq - biatko G oddziatujace z fosfolipazg C (guanine nucleotide-binding protein);
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PDGF; PH - domena wigzgca plekstryne; PI(3,4)P, - difosforan-3,4-fosfatydyloinozytolu;
PI(3,4,5)P, - trifosforan-3,4,5-inozytolu; PI(4,5)P, - difosforan-4,5-fosfatydyloinozytolu;

PI3K - kinaza-3-fosfatydyloinozytolu; PI3P - fosforan-3-inozytolu; PKA - kinaza biatkowa A;

PKC - kinaza biatkowa C; PLC - fosfolipaza C; PLCP - fosfolipaza C3; PLCY1 - fosfolipaza Cy1;
PLCY2 - fosfolipaza Cy2; PLCS - fosfolipaza C; PLCe - fosfolipaza Ce; PLCC - fosfolipaza CC;
PLCn - fosfolipaza Cn; PO3-4 - reszta fosforanowa; PTP-azy - fosfatazy tyrozynowe;

PTP-1B - fosfataza tyrozynowa 1B; pTyr - fosfotyrozyna; Ras - mate biatko G; RA1 - domena
wigzaca biatko Ras w PLCe; RasGEF - domena wystepujgca w PLCe (Ras-GTP-ase Exchange Factor-
like domain); RTK - receptorowe kinazy tyrozynowe; SH2 - domena wigzgca reszty fosfotyrozyny
(Src homology 2); SH3 - domena wigzagca sekwencje bogate w proline (Src homology 3);

SHP-1 - fosfataza tyrozynowa 1C (PTP-1C); SLP-76 - biatko adaptorowe; spPH - rozdzielona
domena regulatorowa PH w PLCy1; Sre - niereceptorowa kinaza tyrozynowa Src; Trk - receptory

o0 wysokim powinowactwie do neurotrofin; Trk B - receptor neurotrofiny pochodzenia mézgowego;
XY - domena katalityczna w fosfolipazie C.
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Wstep

Btona komoérkowa to bardzo aktywna metabolicznie struk-
tura, stanowigca barier¢ chroniaca przed czynnikami ze-
wnetrznymi, w obrebie ktdrej zachodzi wiele istotnych dla
komorki proceséw warunkujacych m.in. wzrost, czy réz-
nicowanie. Sktada si¢ ona z komponentu biatkowego oraz
lipidowego, tworzacego podwojng warstwe lipidowa, stad
tez czgsto nazywana jest poltprzepuszczalna, ptynna mo-
zaika biatkowo-lipidowa. Przemiany fosfolipidéw w btonie
komérkowej sa Zrédtem powstawania czasteczek sygnato-
wych, przekazujacych informacje z otoczenia do wnetrza
komorki. Kaskada przemian inicjowana hydrolizg fosfa-
tydyloinozytoli w wewngtrznej warstwie btony plazma-
tycznej stanowi jeden z istotniejszych systemow przeka-
zywania sygnatow w komorce, a enzymem regulujacym
ten proces jest fosfolipaza C [EC.3.1.4.11].

Fosfolipaza C to zalezne od jonéw Ca*? rozpuszczalne biat-
ko cytosolowe, ulegajace translokacji do powierzchni bto-
ny komérkowej, gdzie katalizuje reakcj¢ hydrolizy fosfaty-
dyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PI(4,5)P,) i prowadzi do
powstania dwoéch wtérnych przekaznikéw sygnatu, jakimi
sa: trifosforan-1,4,5-inozytolu (Ins(1,4,5)P,) oraz diacy-
loglicerol (DAG) [39]. Ins(1,4,5)P, powoduje uwolnienie
jonéw Ca?* z przestrzeni wewnatrzkomoérkowych, a takze
wplywa na regulacje réznych proceséw komoérkowych, ta-
kich jak m.in. modelowanie cytoszkieletu, cytokineza [24],
endocytoza [10,22,34], czy aktywacja btonowych kana-
16w jonowych zaréwno sodowych jak i potasowych [48].
Fosfatydyloinozytol jest substratem zaréwno dla fosfolipazy
C, jak i kinazy fosfatydyloinozytolowej (PI3K), ktéra pet-
ni wiele waznych funkcji w komoérkach prawidtowych, np.
w procesach ich réznicowania, migracji, adhezji, czy prze-
zycia, a takze przyczynia si¢ do rozwoju choréb [27,58].
DAG aktywuje kinaze biatkowa C (PKC), regulujaca pro-
cesy odczulania receptoréw, transport czasteczek, badz
jonéw przez membrany oraz uwalniania neuroprzekazni-
kéw [38]. W kontekscie proceséw zachodzacych w komér-
ce dlugotrwale, PKC pelni istotna rolg w jej réznicowaniu,
ruchliwosci, przerzutowaniu nowotworéw oraz w dtugo-
trwalej transmisji synaptycznej [5,54].

Badania nad fosfolipaza C siggaja lat 50 ubiegtego wieku.
Wtedy wiasnie na podstawie wstepnych eksperymentéw po-
czynionych przez Hokin i wsp. [20], a nastgpnie Michella
1 wsp. [35], stwierdzono, ze fosfolipaza C jest gtéwnym en-
zymem bioracym udzial w procesie przekazywania sygnatu
w komoérce zaleznym od fosfatydyloinozytolu oraz wzrostu
stezenia jonéw Ca?*. W péznych latach 80 ub.w. wyizolo-
wano trzy izoformy fosfolipazy C: B, y oraz 8, a takze od-
kryto ich sekwencje cDNA. Jednoczesnie zidentyfikowa-
no wiele regulatoréw PLC, takich jak np. biatka G (Gocq),
czy kinazy tyrozynowe [44]. Pozwolilo to kolejnym bada-
czom podjac prébe scharakteryzowania mechanizméw re-
gulatorowych bedacych pod kontrola poszczegélnych izo-
form fosfolipazy C.

Zidentyfikowano i opisano czternascie izoenzymoéw fosfo-
lipazy C w komérkach ssakéw, ktére w oparciu o ich struk-
turg, a takze mechanizmy regulacji podzielono na szes¢
gtéwnych grup: B (1-4),v(1,2),8(1,2,3,4)oraze, Lin
(1, 2) (ryc.1) [50].

PLCP wystepuje gléwnie w mézgu [49] 1 odgrywa znacza-
carolg w transporcie pgcherzykowym w aparacie Golgiego
(PLCR3), przekaznictwie synaptycznym, uczeniu sie i za-
pamiegtywaniu, a takze percepcji smaku gorzkiego (PLC2)
[41]. Biologiczna rola fosfolipazy Cy nie zostata jedno-
znacznie okreslona. Stwierdzono jej udziat m.in. w szla-
kach sygnatowych limfocytéw T (PLCy1), ré6znicowaniu
limfocytéw B (PLCY2), negatywnej regulacji apoptozy,
krzepnigciu krwi oraz wzroscie i r6znicowaniu neuronéw
[41]. PLCS to najpowszechniej wystepujacy izoenzym
PLC w tkankach zwierzecych. Umiejscowiony jest gtow-
nie w migsniach szkieletowych, ptucach, sercu i jadrach.
Jest on niezbedny do prawidtowego rozwoju trofoblastéw
w tozysku (PLC31/83), peni istotna rolg w reakcji akro-
somowej podczas zaplodnienia, za$ jego deficyt przyczy-
nia si¢ do powstawania stanu zapalnego skéry [49,50].
Fosfolipaza Ce bierze udzial m.in. w organizacji cytoszkie-
letu, przekaznictwie sygnalowym zaleznym od biatek Ras,
podwyzszeniu stezenia jonéw Ca?* w cytosolu, a w odnie-
sieniu do catego organizmu zaobserwowano istotng role
PLCe w regulacji skurczu migsni gladkich, rozwoju ser-
ca oraz kigbuszkéw nerkowych. PLCe wystepuje w sercu,
plucach oraz nerkach [49]. PLCC jest obecna w jadrach,
PLCn gtéwnie w mézgu [49]. Fosfolipaza C{ odgrywa
wazna role w procesach zaptodnienia i embriogenezy kre-
gowcéw, natomiast PLCn odpowiada za prawidtowe funk-
cjonowanie neuronéw [41,45,50].

Najstarszym filogenetycznie i najlepiej poznanym izoen-
zymem PLC jest fosfolipaza C3. Szczeg6towe badania
jej struktury pozwolity ustali¢ wspdlny szkielet budowy
wszystkich enzymoéw nalezacych do rodziny PLC. Kazdy
z nich zbudowany jest z katalitycznych domen XY oraz
domen regulatorowych. Wsréd domen regulatorowych
wyrézniono domeny: wiazace plekstryng i oddziatujace
z powierzchnia btony komérkowej (PH), wiazaca wapn
(EF) oraz oddzialujaca z blona lipidowa (C2). Domena
EF umieszczona jest zaraz za domena PH. Domena C2,
znajdujaca sig¢ na konicu C kazdego izoenzymu PLC odpo-
wiada za oddziatywanie z btong lipidowa, w wyniku cze-
go enzym przybiera odpowiednig konformacje przestrzen-
na w stosunku do substratu [12]. W domenie katalityczne;j
XY niektérych fosfolipaz C, m.in. w PLCS znajduja sie
dwie histydyny (His*'!, His**®), kwas glutaminowy (Glu**,
Glu*?) oraz kwas asparaginowy w pozycji 343 (Asp’®).
Pojedyncza czasteczka jonu Ca*? wiaze si¢ do centrum do-
meny XY utworzonej przez: Glu**, Glu** oraz Asp>* [13].
Modyfikacja ktérejkolwiek z reszt histydyny, badz reszty
kwasu glutaminowego Glu**! przyczynia si¢ do catkowi-
tej utraty aktywnosci enzymu [11].

Wsréd izoenzyméw PLC wyrézni¢ mozna fosfolipaze Cyl
o masie czasteczkowej okoto 148 kDa oraz Cy2 (okoto 147
kDa), ktérych aktywno$¢ regulowana jest m.in. przez recep-
torowe kinazy tyrozynowe [41]. Cecha charakterystyczna
enzymow z rodziny fosfolipaz Cy jest wystgpowanie w ob-
rebie domeny katalitycznej XY tandemowych sekwencji
Src: SH2, SH3 oraz rozdzielonej domeny PH (split PH —
spPH). Fosfolipazy Cyl1 i Cy2 maja identyczna strukture do-
menowa. Roznica dotyczy ich wystgpowania oraz funkcji.

Fosfolipaza Cy2 ulega ekspresji w komoérkach hemato-
poetycznych i jej wystgpowanie stwierdzono w plucach,
Sledzionie i grasicy [23]. Wykazano, ze pelni ona wazna
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funkcj¢ w uktadzie odpornosciowym, gdzie wspomaga
rozwdj limfocytéw B [30].

PLCY1 powszechnie wystgpuje w tkankach ssakow [50].
Jej wystepowanie wykazano zwlaszcza w mézgu, grasicy
i plucach. Najwyzszym poziomem ekspresji PLCyl cha-
rakteryzuja si¢ oligodendrocyty oraz astrocyty w mdézgu
dorostego szczura [49]. Ponadto zaobserwowano wzmozo-
na aktywnos¢ fosfolipazy Cyl w komdérkach nowotworo-
wych raka sutka czy odbytu [56]. PLCYI jest aktywowana
w odpowiedzi na stymulacje czynnikami wzrostu i petni
wazna role w regulacji ruchliwosci komoérek nowotworo-
wych [54]. Dowody na to, ze PLCY1 bierze udziat w pro-
cesie nowotworzenia wynikaja z serii eksperymentéw prze-
prowadzonych na ludzkich liniach komérkowych in vivo, in
vitro oraz ex vivo. Dwa spokrewnione ze sobg receptory:
EGFR oraz ErbB2 (znany rowniez jako neu badZ HER?2)
ulegaja nadekspresji w komdrkach nowotworowych [16]
i wiaza PLCy1 [55]. Zahamowanie aktywnosci PLCy unie-
mozliwiato migracj¢ komérek glejaka wielopostaciowego
do zdrowych tkanek [30]. Podobne dziatanie zaobserwo-
wano w przypadku komoérek raka stercza [52], raka pta-
skokomoérkowego pecherza moczowego oraz raka piersi,
ktorych ekspansja zmniejszyta si¢ po zastosowaniu inhi-
bitoréw PLCy [28,29]. Fosfolipaza Cyl pelni wazna role
w komoérkach nerwowych. Na przyktad fizjologiczne zna-
czenie $ciezki sygnatowej PLCy aktywowanej receptorem
TrkB przeprowadzono na mysich mutantach, w ktérych
miejsce rekrutacji fosfolipazy Cy w receptorze TrkB (Tyr*'®)
zastgpiono fenyloalanina. Homozygotyczne myszy z muta-
cja w miejscu Tyr®'® charakteryzowaly si¢ prawidtowa zy-
wotnoscia, lecz byty nadpobudliwe w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Na podstawie dalszych eksperymentéw wyja-
$niono, ze mutanty charakteryzowaty si¢ uposledzeniem
w indukcji zardwno wczesnej, jak i pdZnej fazy dlugotrwa-
tego wzmocnienia transmisji synaptycznej (LTP) hipokam-
pa [36]. Wyniki te wskazuja, ze przekazywanie sygnaléw
pochodzacych od PLCY1 aktywowanej TrkB petni istotna
role w inicjacji i utrzymaniu LTP.

CHARAKTERYSTYKA FosFoLIPAzY Cy1

PLCYy1 ma sekwencje tandemowe znajdujace si¢ w obre-
bie domeny katalitycznej XY. Sa to domeny: SH2 (nSH2,
znajdujaca si¢ na koricu N sekwencji tandemowych oraz
c¢SH2, znajdujaca si¢ dalej w kierunku korica C), SH3 oraz
rozdzielona domena PH (spPH).

W obregbie domeny SH2 dochodzi do oddziatywari z rejo-
nami biatek zawierajacymi ufosforylowana tyrozyng, zas
w domenie SH3 z fragmentami bogatymi w proling (mo-
tyw PXXP) [40]. Domena spPH zawiera sekwencje od-
powiedzialne za autoinhibicj¢ enzymu. Zaobserwowano,
ze C-koncowa czg$¢ domeny spPH wiaze si¢ bezposred-
nio z kanatem wapniowym TRPC3 [57]. Funkcje domen
SH2 i SH3 zostaty zbadane przez Poulina i wsp. [43] po-
przez ich inaktywacje, a nastepnie ekspresje otrzymanych
wariantéw bialek w pozbawionych PLCyl mysich fibro-
blastach. Ci sami badacze pig¢ lat péZniej wykazali we-
wnetrzng interakcje miedzy ufosforylowana Tyr’®® i dome-
na cSH2, co w efekcie sprzyjato aktywacji fosfolipazy Cyl,
wskazujac na znaczacg role cSH2 w opisywanym procesie
[42]. Badania Serrano i wsp. [47] dowodza, ze fosforyla-
cja tyrozyny w pozycji 775 réwniez wplywa na aktywacje

PLCy1, natomiast przeniesienie reszty fosforanowej na ty-
rozyng w pozycjach: 472, 771 i 1253 nie wpltywa na mo-
bilizacje jonéw Ca?*, a tym samym na aktywacje szlaku
sygnatowego PKC.

SLP-76 jest bialkiem adaptorowym zaangazowanym
w przekazywanie sygnaléw przez receptory limfocytéw
T. Yablonski i wsp. [59] wykazali, ze oddzialywanie migdzy
domena SH3 PLCy1 i biatkiem adaptorowym SLP-76 sprzy-
ja zwigkszeniu stgzeniu fosforylacji oraz aktywacji PLCyl.

W przypadku domen regulatorowych PH, EF, czy C2 nie
zaobserwowano znaczacych réznic pod wzgledem budo-
wy w poréwnaniu do pozostatych izoenzyméw fosfolipa-
zy C. Niewiele wiadomo na temat ich roli w aktywacji
PLCYI, chociaz ostatnie badania wskazuja na szczegdlny
udziat PLCyl w reorganizacji cytoszkieletu poprzez od-
dziatywanie domeny PH fosfolipazy Cyl z 3 — tubuling [6].

Aktywacja PLCyl moze przebiega¢ w sposob zalezny od
receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK) albo od nich
niezalezny z udzialem: niereceptorowych kinaz tyrozyno-
wych (NRTK), kwasu fosfatydowego [25], kwasu arachido-
nowego i biatka tau (w komédrkach pochodzenia nerwowe-
go) lub jego analogu (w komoérkach nieneuronalnych) [21],
co wskazuje na allosteryczny mechanizm regulacji enzymu.

ANALIZA IN SILICO SEKWENCJI AMINOKWASOWYCH FOSFOLIPAZY C

Na podstawie przeprowadzonej analizy sekwencji amino-
kwasowych zaobserwowano, ze sekwencja fosfolipazy Cyl
jest wysoce konserwatywna migdzy réznymi gatunkami
ssakow. W tabeli 1 poréwnano sekwencje aminokwasowe
fosfolipazy Cyl czlowieka, myszy i szczura.

Wykazano 95% podobienistwo sekwencji aminokwaso-
wych w przypadku poréwnania PLCy1 cztowieka i myszy.
Homologia sekwencji aminokwasowych PLCyl1 czlowieka
i szczura wynosita 96%, natomiast w przypadku PLCyl my-
szy i szczura zaobserwowano 98% podobienistwo sekwencji.

Ludzka fosfolipaza Cy1 jest zbudowana z 1290 aminokwa-
séw, za$ PLCvy2 sktada sig¢ z 1265 aminokwasow. W wy-
niku poréwnania sekwencji aminokwasowych fosfolipazy
Cvl1 oraz Cy2 u cztowieka wykazano wystgpowanie 49%
sekwencji homologicznych.

W tabeli 2 zestawiono podobieristwo sekwencji poszcze-
g6lnych domen fosfolipazy Cyl i Cy2 u cztowieka. Na pod-
stawie przeprowadzonej analizy zauwazono wysoki stopief
homologii dla domeny katalitycznej X (77%), w obrebie
ktorej znajduje si¢ fragment rozdzielonej domeny spPH.
Podobieristwo sekwencji w przypadku domen SH2 wyno-
sito ponad 60%, a dla domeny SH3 59%. Wysoka homolo-
gi¢ wykazano takze dla domeny regulatorowej C2 (62%),
aczkolwiek jej funkcje w odniesieniu do aktywnosci en-
Zymu jeszcze nie poznano.

Axrywacia FosroLiPAzY Cy1 w SPOSOB ZALEZNY 0D
RECEPTOROWYCH KINAZ TYROZYNOWYCH

Fosfolipazy Cyl i Cy2 sa jedynymi izoenzymami w ro-
dzinie biatek PLC aktywowanymi w odpowiedzi na czyn-
nik wzrostu przez receptorowe Kinazy tyrozynowe, m.in.
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Tabela 1. Pordwnanie sekwencji aminokwasowych fosfolipazy Cy1 cztowieka, myszy i szczura

Gatunek D*Fa g(]:s’é Gatunek D*[l:’ g(;s’é HO"E;: ]o gia

(ztowiek 1290 Mysz 1302 95

(zowiek 1290 Szczur 1290 96
Mysz 1302 Szczur 1290 98

Tabela 2. Pordwnanie sekwencji aminokwasowych poszczegélnych domen fosfolipazy Cy1 oraz (y2 u cztowieka

PLC-y
Domena PH-+EF DomenaX DomenanSH2  Domena cSH2 Domena SH3 DomenaY Domena 2
Enzym oy ” ., ” ” L. o
gos¢ . dhugosc . dlugos¢ . dlugos¢ . dhugos¢ . dhugos¢ . dhugos¢ .
(aa] homologia [aa] homologia [aa] homologia [aa] homologia (aa] homologia (aa] homologia (aa] homologia
PLCY1 m 145 98 83 57 118 106

ey 117 B% e TT% O qgq 62% g3

63% 57 59% 175 54% 106 62%

PLC-B

PLC-y

Ryc. 1. Domeny izoenzyméw fosfolipazy (wg [15] zmodyfikowano)

przez: EGFR, PDGFR, FGFR, czy Trk [26]. Ponadto wy-
rézniono takze trzy rodziny niereceptorowych kinaz tyro-
zynowych aktywujacych PLCy1: Src, Syk oraz Tec [59].

Aktywacja PLCYy1 przez RTK wymaga uprzedniej fosfo-
rylacji i aktywacji samej RTK, a takze fosforylacji reszty
Tyr w miejscu RTK wiazacym PLCYl1. Zastapienie Tyr in-
nym aminokwasem, np. fenyloalaning (w sekwencji RTK
w miejscu rekrutacji PLCvy1), zapobiega asocjacji PLCy1
z RTK oraz skutkuje zahamowaniem wytwarzania trifos-
foranu inozytolu (Ins(1,4,5)P,)) przez komérki NIH 3T3.
Mimo ze mutacja miejsc fosforylacji Tyr'® w receptorze
PDGF [53], Tyr’ w receptorze NGF [33], czy Tyr’*® w re-
ceptorze FGF [37] zapobiega asocjacji fosfolipazy Cyl
z RTK i wytwarzaniu Ir1s(1,4,5)P3 przez komérki, to jed-
nak warianty receptoréw z wprowadzonym miejscem mu-
tacji weiaz posrednicza w fosforylacji fosfolipazy Cyl za-
leznej od kinaz tyrozynowych.

Juz na poczatku lat 90 ub.w. udowodniono, ze fosforylacja
fosfolipazy Cyl pod wptywem dziatania czynnikéw wzro-
stu, takich jak PDGF i EGF zachodzi na resztach Tyr: 771,
783 oraz 1253 (w przypadku PLCY1 pochodzacej od szczu-
ra) lub 1254 (w przypadku ludzkiej PLCyl). Kolejne ba-
dania wykazaty zwiazek pomigdzy zwigkszeniem stgze-
nia fosforylacji enzymu i jego podwyzszona aktywnoscia.
Na podstawie wynikéw badan Sekiya i wsp. [46] stwier-
dzono, ze fosforylacja i pdZniejsza aktywacja PLCYy1 za-
lezy od rodzaju komoérek oraz stosowanego stymulatora.
Przeniesienie reszty fosforanowej na Tyr'>*® nie wptywa na
aktywnos$¢ enzymu, a fosforylacja jedynie Tyr™®? jest nie-
wystarczajaca do pelnej aktywacji PLCy1.

MOLEKULARNY MECHANIZM AKTYWACJI FosFoLIPAZY Cy1

Molekularny mechanizm aktywacji fosfolipazy Cyl w od-
powiedzi na stymulacje czynnikami wzrostu mozna po-
dzieli¢ na trzy zasadnicze etapy: rekrutacja enzymu do
powierzchni btony komdérkowej, fosforylacja PLCY1 oraz
zmiany konformacyjne w czasteczce enzymu prowadzace
do odblokowania centrum aktywnego (ryc. 2).

W przypadku braku stymulatora domena katalityczna XY
enzymu jest zablokowana przez domeng cSH2. Nieaktywny
enzym nie jest zwiazany z btona komérkowa i pozosta-
je w cytosolu. Nastgpstwem aktywacji RTK jest przyta-
czenie si¢ domeny nSH2 fosfolipazy Cyl do fosfotyrozy-
ny w RTK, w wyniku czego nastgpuje rekrutacja PLCYy1
z cytoplazmy do powierzchni btony. Dochodzi wéwczas
do katalizowanej przez RTK reakcji przeniesienia reszty
fosforanowej z ATP na reszte Tyr’™® fosfolipazy Cyl1, znaj-
dujacej si¢ migdzy domenami cSH2 i SH3. Prowadzi to
do potaczenia domeny cSH2 z fosfotyrozyna w PLCYyI.
Skutkiem tego sa zmiany konformacji czasteczki enzy-
mu, w efekcie ktdrych nastgpuje zniesienie inhibicyjnego
wplywu domeny cSH2, odblokowanie centrum aktywne-
g0, a nastepnie hydroliza PI(4,5)P, do Ins(1,4,5)P, oraz
DAG. Nastgpnie enzym oddysocjowuje od powierzchni
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RTK

9N pTyr
/\: PLc.
ATP ADP+ @ Vi
PLC-y1 Fosforylacja
Rekrutacja

G

—

PLC-y1

i
[ P\;?

Zmiany konformacyjne i aktywacja

Ryc. 2. Molekularny mechanizm aktywacji PLCy1( [18] zmodyfikowano)

btony i ulegajac defosforylacji powraca do nieaktywne-
go stanu [18].

REGULATORY PROCESU AKTYWAC)I FOSFoLIPAZY CT'1

Fosfolipaza Cyl podlega pozytywnej i negatywnej re-
gulacji. Do pozytywnych modulatoréw procesu aktywa-
cji PLCyI nalezy trifosforan (3,4,5) fosfatydyloinozytolu
(P1(3,4,5)P?), a do negatywnych m.in.: kinazy biatkowe
fosforylujace reszty seryny i treoniny (PKA, PKC), fosfa-
tazy tyrozynowe (PTP-azy: SHP-1, PTP-1B) i bialka wia-
zace si¢ z enzymem, takie jak: Cbl, Grb2, czy kompleks
Jak2/PTP-1B.

PI3K fosforyluje grupe hydroksylowa PI(4,5)P, w pozy-
¢ji 3 pierscienia inozytolowego w wyniku czego powsta-
je PI(3,4,5)P,, ktdry nastgpnie ulega defosforylacji do
PI(3,4)P, oraz fosforanu inozytolu (PI3P). Wystgpowanie
PI(4,5)P, oraz P1(3,4,5)P, uzaleznione jest m.in. od uprzed-
niej stymulacji komérek czynnikami wzrostu. PI(3,4)P,,
a takze PI(3,4,5)P, pelnia funkcje wewnatrzkomérkowych
przekaznikéw sygnatu. Blonowy fosfolipid PI(3,4,5)P,
moze wspomagaé rekrutacj¢ PLCyl do btony komoérko-
wej na skutek potaczenia z N-koricowa domena PH oraz
cSH2 fosfolipazy Cyl [3]. Dzigki temu PI(3,4,5)P, wpty-
wa na przejSciowa kumulacje¢ jonéw wapnia w komorce,
co potwierdzili Bae i wsp. [4]. Stosujac farmakologiczny
inhibitor PI3K (LY?294002) zaobserwowano prawie 40%
spadek wytwarzania Ins(1,4,5)P3 oraz kumulacji Ca** w ko-
morkach NIH 3T3 stymulowanych PDGF. Z kolei Falasca
i wsp. [14] wykazali wzmozona aktywacj¢ PLCyl przez
PI(3,4,5)P,, wytwarzanym w szlaku PI3K, co podkresla
znaczaca rolg obydwu enzyméw w metabolizmie fosfaty-
dyloinozytoli, a przede wszystkim potwierdza mechanizm
allosterycznej regulacji enzymu PLCY1. Dodatkowo Sekiya
i wsp. [46] sugeruja, ze PLCYyI jest czgSciowo aktywna przy
nieobecnosci PI(3,4,5)P,, co wskazuje na udziat takze in-
nych czynnikéw wytwarzanych przez PDGF w aktywacji
enzymu. Jednym z nich jest kwas fosfatydowy, ktéry po-
woduje zwigkszenie stopnia fosforylacji enzymu i wzma-
ga aktywacje PLCy1 [25].

Utrzymanie réwnowagi pomigdzy procesem fosforyla-
cji 1 defosforylacji jest jednym z wazniejszych punktéw
kontrolnych wptywajacych na aktywacje fosfolipazy Cyl.

Oproécz receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK) wyste-
puja réwniez fosfatazy tyrozynowe (PTP-azy). PTP-azy
sq duzg rodzing biatek zawierajacych wysoce konserwa-
tywna domeng katalityczng swoista dla fosfotyrozyn [19].
Zaobserwowano, ze fosfataza SHP-1 zapobiega fosforyla-
cji PLCy1 po uprzedniej stymulacji komérek czynnikiem
wzrostu hepatocytéw (HGF) [33].

Aktywnos¢ fosfolipazy Cyl moze by¢ réwniez regulowa-
na w wyniku fosforylacji reszt seryny/treoniny. Negatywne
regulacje PLCyl przez PKA, czy PKC udowodnili Alava
i wsp. [1]. Badania Bae i wsp. [2] wykazaty, ze fosforyla-
cja seryny w pozycji 1248 (Ser1248) przez PKC lub PKA,
w odpowiedzi na stymulacje komdrek czynnikami wzro-
stu, skutkowata inaktywacja enzymu zaréwno w wyniku
zmian strukturalnych w czasteczce enzymu, jak i jego de-
fosforylacja przez fosfatazy.

Ze wzgledu na wielodomenowa budowe biatka Cbl wyka-
zano wiele jego interakcji z biatkami sygnatowymi, w tym
z PLCy1 [51]. Cbl wiaze si¢ bezposrednio do domeny SH3
fosfolipazy Cyl i hamuje fosforylacjg reszt tyrozyny, a takze
powoduje ubikwitynacj¢ i degradacje PLCyl w proteaso-
mie [7]. Z kolei biatko adaptorowe Grb2 wiaze si¢ bezpo-
srednio do fosfotyrozyny (pTyr’®*), w wyniku czego nie-
mozliwe jest zwiazanie enzymu z substratem PI(3,4)P, [8].

Hormon wzrostu (GH) jest zaréwno autokrynnym, jak i pa-
rakrynnym czynnikiem wzrostu regulujacym rézne procesy
komorkowe, np.: proliferacjg, wzrost komorek, czy apop-
toze. Interakcja GH ze swoistymi dla siebie receptorami
GHR powoduje fosforylacj¢ m.in. kinazy Janus 2 (Jak2).
Choi i wsp. [9] wykazali, iz w wyniku dziatania GH fos-
folipaza Cyl wiaze si¢ z biatkiem Jak2 poprzez domeng
nSH2, za$ domena SH3 taczy si¢ z fosfataza tyrozynowa
PTP-1B, co skutkuje zahamowaniem aktywnos$ci enzymu.

PobpsumowaNIE

Fosfolipaza Cy1 petlni szczegdlna role w metabolizmie fos-
fatydyloinozytoli, stanowiac tym samym jeden z wazniej-
szych elementéw szlakow sygnatowych prowadzacych do
wytworzenia wtérnych przekaZnikéw sygnalu inicjowa-
nego przez czynniki wzrostu lub hormony. Biologiczna
rola PLCY1 nie zostata w petni wyjasniona. Wiadomo
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natomiast, ze uczestniczy ona w wielu waznych proce-
sach komoérkowych, takich jak np.: podziaty komérkowe,
réznicowanie, ruchliwo$¢ komorki, apoptoza, czy trans-
formacje nowotworowe. Jednym ze sposobéw aktywacji
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enzymu jest jego zwiazanie z receptorowymi kinazami ty-
rozynowymi. Niedawno szczegétowo zbadano i poznano
mechanizm molekularnej aktywacji PLCyl przez recep-
torowe kinazy tyrozynowe.
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