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Streszczenie: Fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan [PI(4,5)P2] jest lipidem wystepujacym gltownie w
wewngtrznej warstwie blony komorkowej. Lipid ten kontroluje aktywnos¢ wybranych kanatow i pomp
blonowych, a takze moduluje dziatanie wielu biatek podbtonowych, w tym bialek cytoszkieletu aktyno-
wego. W wyniku hydrolizy i fosforylacji PI(4.5)P, powstaja trzy przekazniki drugiego rzedu: IP_, DAG
i Pl(3,4,5)P3. Zaro6wno PI(4,5)P2, jak i jego pochodne uczestnicza w transdukcji sygnatow i kontrolujq
takie procesy, jak: migracja komorek, egzo-, endo- i fagocytoza oraz transport jonow. Wielofunkcyjnosé
PI(4,5)P, wskazuje na istnienie wielu odrebnych puli tego lipidu w btonie komérkowe;j, ktére powstajg w
wyniku lokalnej syntezy PI(4,5)P2 i ograniczen w dyfuzji lateralnej PI(4,5)P2 wynikajacej z wiazania
lipidu przez bialka podblonowe, takie jak: MARCKS i GAP-43. Gtoéwnym zrédlem Pl(4,5)P2 jestreakcja
fosforylacji PI(4)P katalizowana przez PIP5-kinazy typu I. PIP5-kinaza la asocjuje z btong komérkowa
wiazac si¢ do swojego substratu, PI(4)P oraz do produktu — PI(4,5)P . Szereg doniesien wskazuje, ze
Zarowno PI(4,5)P2, jak i PIP5-kinaza la zbieraja si¢ w blonie komdérkowej w obrebie mikrodomen
wzbogaconych w sfingolipidy i cholesterol. Interakcja PI(4,5)P2 z bialkami efektorowymi zachodzi
droga oddziatywan lipidu z sekwencjami biatkowymi bogatymi w aminokwasy zasadowe lub z ustruktu-
ryzowanymi domenami, wsrod ktorych szczegdlnie duza specyficznosé wobec PI(4, 5)P, wykazuje
domena plekstrynowa (PH) fosfolipazy Co1. Rekombinowane biatka fuzyjne zawierajace tq domene
stosowane sg jako narz¢dzia w badaniach nad dynamika PI(4.5 )P2 w komorce.

Stowa kluczowe: fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan, domena plekstrynowa, btona komérkowa.

Summary: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate [PI(4.5)P ] is a lipid of the inner leaflet of the plasma
membrane. This lipid controls activity of distinct ion channels and pumps of the plasma membrane and is
bound by numerous submembraneous proteins, including proteins of the actin cytoskeleton. In addition,
hydrolysis and phosphorylation of Pl(4,5)P2 generate three second messengers, 1P, DAG and Pl(3,4,5)P3.
For all these reasons, PI(4,5)P, participates in signal transduction and controls many other processes
including cell migration, exo-, endo- and phagocytosis and ion transport. This wide array of PI(4,5)P2
functions suggests that many distinct pools of the lipid co-exist in the plane of the plasma membrane.
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They can be generated as a result of a local PI(4,5)P, synthesis and by a restricted lateral mobility of
PI(4,5)P_ in the membrane ensuing from sequestration of PI(4,5)P_ by submembraneous proteins like
MARKCS and GAP-43. Pl(4,5)P2 is synthesized mainly by phosphorylation of PI(4)P catalyzed by
PIP5-kinases of type I. PIP5-kinase la associates with the plasma membrane due to binding to both the
PI(4)P substrate and the PI(4,5)P, product of its activity. A line of data suggest that PI(4,5)P, and PIP5-
kinase Ia are compartmentalized in plasma membrane microdomains enriched in sphingolipids and
cholesterol, so-called rafts. Interactions of P1(4,5)P_with effector proteins are mediated either by unfol-
ded sequences enriched in basic amino acids or by globular domains among which pleckstrin homology
(PH) domain of phospholipase CA1 displays especially high specificity toward PI(4,5)P_. Recombinant
proteins composed of the PH domain tagged with fluorescent proteins have been recently introduced as
tools to study the dynamics of Pl(4,5)P2 in cells.

Key words: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, pleckstrin homology domain, plasma membrane.

WSTEP

Fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan [PI(4,5)P,] jest lipidem wewnetrznej warstwy blony
komorkowej i stanowi zaledwie 1% wszystkich fosfolipidow blony. Niemniej jednak, PI(4,5)P,
odgrywa kluczowa role w regulacji aktywnosci blony komorkowej lezacej u podstaw takich
procesdw, jak: migracja i adhezja komorki, endo-, egzo- i fagocytoza oraz aktywacja kanatow
Jonowych [43, 74, 78, 96]. Regulatorowa rola PI(4,5)P, wynika z faktu, ze jego metabolizm
jest zroédlem trzech wtornych przekaznikow sygnatu, a takze jest rezultatem bezposredniego
oddziatywania tego lipidu z szeregiem bialek efektorowych, w tym biatek uczestniczacych w
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego. PI(4,5)P, jest jednym z pochodnych fosfaty-
dyloinozytolu, ktorych fosforylacja/defosforylacja wraz z hydroliza PI(4,5)P, skladaja si¢ na
tzw. cykl fosfatydyloinozytolowy. Fosfatydyloinozytol (ryc. 1) syntetyzowany jest w retikulum
endoplazmatycznym, skad transportowany jest do innych blon komérki. Stanowi on okoto
8% wszystkich lipidéw w komoree i okolo 10% wszystkich lipidow cytoplazmatycznej warstwy
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RYCINA 2. Heterogenne rozmieszczenie fosfatydyloinozytoli w komdrce. Blona komoérkowa jest gléownym
miejscem wystepowania PI(4,5)P, (A, groty strzalek), podczas gdy PI(4)P znajduje si¢ glownie w aparacie
Golgiego (B, strzalka). Fosfatydyloinozytole uwidoczniono w chomiczych fibroblastach przy uzyciu
sond biatkowych — rekombinowanych bialek zawierajacych domeng PH fosfolipazy Co1 (A) i domeng
PH biatka Fapp1 (B), potaczonych z fluorescencyjnym biatkiem GFP

FIGURE 2. Heterogeneous distribution of phosphoinositides in cells. The plasma membrane is the main
location of P1(4,5)P, (A, arrowheads) whereas PI(4)P is localized predominantly in the Golgi apparatus
(B, arrow). Phosphoinositides are visualized in hamster fibroblasts using recombinant proteins com-
posed of PH domain of phospholipase Cd1 (A) and PH domain of Fappl protein (B) both fused with
fluorescent protein GFP

blony komorkowej [87]. W wyniku fosforylacji pierscienia inozytolu przy poszczegolnych
atomach wegla z fosfatydyloinozytolu powstaja: fosfatydyloinozytolo-3-fosforan [PI(3)P],
fosfatydyloinozytolo-4-fosforan [PI(4)P] oraz fosfatydyloinozytolo-5-fosforan [PI(5)P], ktore
z kolei sa prekursorami dla: fosfatydyloinozytolo-3,4-bisfosforanu [PI(3,4)P,], fosfa-
tydyloinozytolo-3,5-bisfosforanu [Pl(3,5)P2], PI(4,5)P2 i fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu
[PI(3,4,5)P.]. Sposrod wszystkich fosfatydy-loinozytoli w komoree, PI(4)P oraz PI(4,5)P,
wystepuja w najwigkszej ilosci stanowiac ponad 99% wszystkich fosfatydyloinozytoli [81].
Kazdy z fosfatydyloinozytoli wykazuje odmienna dystrybucje i koncentracje w komorce.
Badania nad tym zagadnieniem ulatwilo w ostatnich latach zastosowanie sond —
rekombinowanych biatek fuzyjnych zbudowanych z domeny biatkowej rozpoznajacej
specyficznie okreslony fosfatydyloinozytol i z biatka fluorescencyjnego, np. GFP. Wykazano
w ten sposob, ze w komdrkach spoczynkowych PI(4)P gromadzi si¢ w aparacie Golgiego,
PIG)P i PI(3,5)P, wystepuja przede wszystkim w blonie endosoméw, natomiast PI(4,5)P,
znajduje si¢ glownie w blonie komorkowej [4, 18]. Lokalizacj¢ PI(4.5)P, i PI(4)P w
komérkach fibroblastow przy uzyciu specyficznych sond biatkowych ilustruje rycina 2. Uwaza
sig, ze akumulacja PI(4,5)P, w blonie komdrkowej jest wynikiem aktywnosci asocjujacych
z ta blong kinaz, ktére syntetyzuja PI(4,5)P..

SYNTEZA PI1(4,5)P,

PI(4,5)P, moze powstawa¢ w wyniku dwoch niezaleznych reakcji fosforylacji:
katalizowanej przez PIP5-kinazy typu I (PIP5-kinazy I) fosforylacji PI(4)P w pozycji
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RYCINA 3. Synteza i aktywnos¢ PI(4,5)P, blony komorkowej. Gtownym zrodlem PI(4,5)P, jest
fosforylacja PI(4)P katalizowana przez PIP5-kinazy typu I, a w mniejszym stopniu fosforylacja PI(5)P
przez PIP4-kinazy typu II. PI(4,5)P, moduluje aktywnos¢ wielu bialek efektorowych, wsrod ktorych
dominujg biatka cytoszkieletu aktynowego. Ponadto, PI(4,5)P_jest tez hydrolizowany przez fosfolipazy
C i ulega fosforylacji katalizowanej przez PI3-kinazy 1, stajac si¢ Zrodlem IP,, DAG i PI(3,4,5)P,

FIGURE 3. The synthesis and activity of PI(4,5)P, in the plasma membrane. PI(4,5)P, is generated
mainly by phosphorylation of PI(4)P catalyzed by the type I PIP5-kinases, and to fess extent by
phosphorylation of PI(5)P by the type II PIP4-kinases. P1(4,5)P, modulates activity of many effector
proteins among which proteins of the actin cytoskeleton prevail. Moreover, PI(4,5)P, is hydrolyzed by
phospholipases C and undergoes phosphorylation by PI3-kinases giving rise to IP,, DAG and PI(3,4,5)P,

C5 pierscienia inozytolu lub w wyniku fosforylacji PI(5)P w pozycji C4 pierscienia
inozytolu z udzialem PIP4-kinaz typu Il (PIP4-kinaza II; ryc. 3). PIPS-kinazy I moga
takze uczestniczy¢ w alternatywnej syntezie PI(4,5)P, fosforylujac fosfatydyloinozytol
do PI(5)P, ktory jest substratem PIP4-kinaz typu II. Ponadto PI(4,5)P, moze takze
powstawa¢ w wyniku defosforylacji PI(3,4,5)P, przez fosfatazg¢ PTEN. Reakcja ta
shuzy zakonczeniu proceséw z udziatem PI(3,4,5,)P, nie ustalono, w jakiej mierze
PI(3,4,5,)P, jest zrodtem PI(4,5)P, [62].

Zaréwno PIPS-kinazy typu I, jak i PIP4 kinazy typu Il wystepuja w trzech
izoformach (¢, 8, y), zidentyfikowano tez liczne warianty transkrypcyjne tych
enzymow. Analiza sekwencji aminokwasowych wykazata wzajemne podobienstwo
kinaz obu typdw, szczegdlnie w obrebie domeny katalitycznej, i jednoczesnie brak
homologii sekwencji do innych kinaz lipidowych i biatkowych (ryc. 4A). Wyjatkiem
jest wspdlna dla wszystkich enzymow przestrzenna organizacja fragmentéw domeny
katalitycznej tworzacych miejsca wiazania ATP i Mg?* [19]. Pomimo podobiefistwa,
kinazy PIPS i PIP4 maja odmienng funkcje¢ i lokalizacje w komorce. PIP5-kinazy
typu I wigza si¢ do blony komdrkowej i cytoszkieletu aktynowego, wystepuja takze
w jadrze i aparacie Golgiego i uczestnicza w takich procesach komdrkowych, jak:
migracja, sekrecja, fagocytoza i regulacja aktywnosci kanatéw jonowych [14, 19,
42, 54]. W przeciwienstwie do kinaz typu I, PIP4-kinazy Il nie uczestniczg w
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego i nie asocjuja z blong komorkowa. Zlokalizo-
wane sg przede wszystkim w jadrze, cytoplazmie i retikulum endopazmatycznym, a
ich fizjologiczna funkcja jest stabo poznana. Kinazy te zaangazowane sa w szlaki
sygnatowe receptora TNF p55, a te izoformy PIP4-kinazy II, ktére zlokalizowane
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RYCINA 4. Poréwnanie budowy ludzkich PIP-kinaz typu I i II. (A) Schemat budowy ludzkiej PIP5-
kinazy 16 i PIP4-kinazy II8. Na schemacie zaznaczono domeny katalityczne PIP-kinaz o sekwencji
zachowanej w ewolucji (kolor czarny), wstawki w obregbie domen katalitycznych o zmiennej sekwencji
(kolor ciemnoszary) oraz pozycj¢ tzw. petli  aktywujacej (kolor biaty). (B) Porownanie sekwencji
aminokwasowej petli aktywujacych ludzkich izoform az, 8 iy PIP-kinaz 11 II. Na ciemnym tle znajduja si¢
aminokwasy zachowane w ewolucji w obr¢bie wszystkich PIP-kinaz, jasnym tlem wyrdzniono
aminokwasy, ktore sq zachowane w obr¢bie kinaz typu I oraz w obrg¢bie kinaz typu II. Ramka zaznaczono
pozycje¢ aminokwasow odpowiedzialnych za specyficznos¢ substratowa kinaz, a gwiazdkami dwie reszty
lizyny uczestniczace w wiazaniu PIP5-kinaz typu I do btony komoérkowej
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FIGURE 4. The comparison of the structure of the type I and type Il PIP-kinases. (A) The structure of
human PIP5-kinase I and PIP4-kinase II . Marked are evolutionarily conserved catalytic domains of PIP-
kinases (black), nonconserved inserts in the catalytic domains (dark grey) and activation loops (white).
(B) The alignment of amino acid sequences of the activation loops of human isoforms «, 8, and y of PIP-
kinases I and II. Dark grey shading indicates amino acids evolutionarily conserved in all PIP-kinases, light
grey shading shows amino acids conserved among each PIP-kinase type. Amino acids responsible for the
substrate specificity are outlined by a box while asterisks point to two lysine residues which participate
in binding of the type I PIP5-kinases to the plasma membrane

sa w jadrze, podobnie jak jadrowe kinazy typu I, uczestnicza w ekspresji genow,
dojrzewaniu i transporcie mRNA do cytoplazmy [57, 95]. Z uwagi na duze stezenie
PI(4)P, a niskie PI(5)P w komorkach (ten ostatni stanowi okoto 2% wszystkich
fosfatydyloinozytolo-monofosforanow) [69], wydaje si¢, ze PI(4,5)P, powstaje
gtéwnie w wyniku aktywnosci PIP5-kinaz typu I.

Trzy izoformy PIPS-kinazy typu | sa produktami odrgbnych gendéw. Ludzka i
mysia PIP5-kinaza I i I8 zostaly sklonowane w jednym czasie przez dwa zespoly
i zyskaly przeciwstawne nazwy; ludzka izoforma « jest mysia izoforma 8 i odwrotnie
[35, 51]. W niniejszej pracy stosowana jest terminologia zaproponowana przez zespot
Andersona dla ludzkich kinaz fosfatydyloinozytoli. PIP5-kinaza I i 13 wystepuja
w  kilku wariantach transkrypcyjnych i sa biatkami o masie czasteczkowej okoto
68 kDa. PIP5-kinaza Iy rowniez ma warianty transkrypcyjne, ktére koduja biatka o



348 E. SZYMANSKA, K. KWIATKOWSKA

masie czasteczkowej 87, 90 i 93 kDa [35]. Wszystkie izoformy PIP5-kinaz typu |
wykazuja wysokie podobienstwo sekwencji aminokwasowej w obrgbie domeny
katalitycznej, ztozonej z 330-380 aminokwasow. W obrebie konca C domeny
katalitycznej PIP5-kinaz typu I zidentyfikowana zostata 25-aminokwasowa sekwencja
o kluczowym znaczeniu dla rozpoznawania PI(4)P jako substratu tych enzymoéw,
jak réwniez dla ich asocjacji z btona komorkowa [44, 45]. Podobny motyw zostat
tez zidentyfikowany w PIP4-kinazach typu Il (ryc. 4A), a szczegdtowa analiza tej
sekwencji wykazala, ze topologicznie nawiazuje ona do petli aktywujacej kinaz
biatkowych [70]. Badania prowadzone nad petla aktywujaca PIP5-kinazy 18
wykazaly, ze dwie sasiadujace reszty lizyny zlokalizowane w jej obrebie pelnig istotng
role w interakcji kinazy z blona komdrkowa (ryc. 4B). Aminokwasy te przypuszczal-
nie oddzialuja elektrostatycznie z ujemnie naladowanymi fosfolipidami btony.
Stwierdzono bowiem, ze zamiana wspominanych dwdch reszt lizyny w petli
aktywujacej PIP5-kinazy I8 na reszty asparaginy, ale nie na reszty zasadowej
argininy, sprawita, ze PIP5-kinaza 18 tracila zdolno$¢ do wiazania si¢ z blong
komorkowa [44]. Omawiany motyw dwulizynowy jest jednak wspdlny dla wszyst-
kich PIP-kinaz [70] (ryc. 4B, gwiazdki) i dlatego jego wylaczny udziat nie thumaczy
wybiorcezej interakcji PIP5-kinaz klasy I z blong komdrkowa.

Czgsciowa odpowiedz na pytanie o mechanizm takiej wybiorczosci dala dalsza
analiza mutantow petli aktywujacej PIP5-kinazy I8 i PIP4-kinazy I1I3. Wymiana
calej petli pomigdzy obu kinazami prowadzita do jednoczesnej zmiany specyficznosci
substratowej i lokalizacji kinaz-chimer w komorce: PIP5-kinaza If z petla kinazy
PIP4-113 fosforylowata PI(5)P, a nie PI(4)P, i stawala si¢ biatkiem cytoplazma-
tycznym. Wiasciwosci przeciwstawne zyskiwata PIP4-kinaza I8 z petla aktywujaca
kinazy PIP5 I8 [44]. Podobng zmiang specyficzno$ci substratowej obu kinaz
osiagnigto w wyniku lustrzanej mutacji pojedynczego aminokwasu, to jest wymiany
reszty kwasu glutaminowego na reszt¢ alaniny w pozycji 362 (E362A) w PIP-5
kinazie I3 oraz wymiany reszty alaniny w pozycji 381 na reszt¢ kwasu glutamino-
wego (A381E) w PIP4-kinazie 113 (ryc. 4B, aminokwasy oznaczone ramka).
Ponadto, E362A mutant PIP5-kinazy 183, ktory preferowal PI(5)P jako substrat, w
niewielkim stopniu wigzal si¢ do blony komorkowej i wystepowat glownie w
cytoplazmie [45]. Te dane mogly sugerowac, ze wiazanie PI(4)P obecnego w blonie
komorkowej przez PIPS5-kinazy I determinuje zaréwno specyficznos$é substratowa
PIP5-kinaz typu 1, jak i ich interakcj¢ z btong komérkowa. Teze te podwazyt jednak
fakt, ze opisany wyzej A381E mutant PIP4-kinazy II3, pomimo efektywnego
wiazania PI(4)P i jego fosforylacji do PI(4,5)P2 in vitro, nie asocjowal z blona
komodrkowa [45]. Wydaje si¢ wigc, ze interakcja enzymu z PI(4)P jest co prawda
wymagana, ale niewystarczajaca, aby umozliwi¢ wiazanie PIP5-kinaz klasy I z blong
komodrkowa. Interesujacych danych na temat mechanizméw asocjacji PIP5-kinaz
typu la z blona komoérkowa dostarczaja najnowsze wyniki, w swietle ktorych
czynnikiem wspotodpowiedzialnym za wigzanie PIP5-kinazy I do blony jest produkt
Jej aktywnosci — PI(4,5)P,. Wykazano, ze rekombinowana PIP5-kinaza la z metka
GST wiaze zarowno PI(4)P i PI(4,5)P, in vitro [38, 80]. Wychwycenie PI(4,5)P,
w komérkach przez nadprodukowana, egzogenna domene PH fosfolipazy C (biatko
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RYCINA 5. Synteza PI(4,5)P, z udziatem PIP5-kinaz typu I. PIP5-kinazy I wiaza si¢ do migjsc docelowych
w komoérce m.in. dzigki oddzialywaniom z PI(4)P i PI(4,5)P,. Aktywnos¢ enzymatyczna PIP5-kinaz |
kontrolowana jest przez monomeryczne GTPazy, kwas fosfatydowy oraz fosforylacje reszt serynowych.
Produkt aktywnosci PIP5-kinaz I, PI(4,5)P,, wiaze si¢ z roznorodnymi biatkami efektorowymi i jest
zrédlem wtérnych przekaznikow, uczestniczac w szerokim spektrum procesow komoérkowych

FIGURE 5. The synthesis of PI(4.5)P, by the type I PIP5-kinases. PIP5-kinases I localize to distinct
sites in cells, among others due to binding to PI(4)P and PI(4,5)P.. The enzymatic activity of PIP5-
kinases I is regulated by small G proteins, phosphatidic acid and2 phosphorylation of kinase serine
residues. The product of PIP5-kinases activity, PI(4,5)P,, binds to various effector proteins and gives rise
to secondary messengers participating in a wide array of cellular functions

scharakteryzowane w dalszej czegsci pracy) powoduje wyparcie PIP5-kinazy la z
blony komérkowej i obnizenie poziomu PI(4,5)P, w komoérkach [80]. Przypuszczalnie,
za wigzanie PIP5-kinazy la do PI(4,5)P, moze by¢ odpowiedzialny C-koncowy fragment
domeny katalitycznej enzymu, zawierajacy wspomniang wyzej petle aktywujaca.
Wykazano, ze fragment ten otrzymany jako rekombinowane biatko C -GST, wiaze
PI(4,5)P, trzykrotnie razy silniej niz PI(4)P [79].

Poza podobienstwem w strukturze domen katalitycznych, konce N i C trzech izoform
PIP5-kinazy typu I nie wykazuja homologii sekwencji i przypuszczalnie (oddziatujac z
innymi biatkami?) zaangazowane sa w regulacje aktywno$ci enzymatycznej oraz
indywidualnej dla kazdej z izoform funkcji w komorce [40]. I1zoforma « PIP5-kinazy |
wigze si¢ z blong komorkowa w odpowiedzi na stymulacjg¢ receptorow i zaangazowana
jest w szereg procesow z udzialem cytoszkieletu aktynowego, takich jak: migracja
komorki, fagocytoza oraz tzw. ruffling btony komodrkowej [14, 20, 42]. Wykazano tez
jej obecnos¢ w jadrze komdrkowym [56]. PIP5-kinaza I8 uczestniczy w procesach
endocytozy oraz gromadzi si¢ w pecherzykach cytoplazmatycznych w poblizu jadra [64].
Wsrod trzech izoform PIPS5-kinazy Iy, PIP5-kinaza Iy87 jest elementem S$ciezek
sygnatowych receptordw sprzezonych z trimerycznymi biatkami G. Natomiast PIP5-
kinaza Iy90 akumuluje si¢ w miejscach adhezji komérek do substratu oraz synapsach
komorek nerwowych, a PIP5-kinaza 1y93 jest zaangazowana w formowanie wypustek
komorek nerwowych [17, 24, 58, 88].

Jak przedstawiono na rycinie 5, aktywnos¢ PIP5-kinaz typu I jest kontrolowana przez
wiele czynnikow, wsrod ktorych zidentyfikowano monomeryczne GTPazy z rodziny Rho
i Arf6. GTPazy te moga tez bra¢ udzial w wiazaniu PIP5-kinaz I z blona komoérkowa
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[1, 20, 63]. Regulatorem aktywnosci PIP5-kinaz I jest tez kwas fosfatydowy (PA). PA
powstaje w wyniku fosforylacji diacyloglicerolu (DAG), dlatego tez kinaza DAG
(izoforma &) jest jednym z enzymoéw stymulujacych aktywnosé PIP5-kinazy I [52].
Ponadto, PA jest tez produktem hydrolizy fosfatydylocholiny przez fosfolipaze D (PLD).
Fosfolipazy D sa aktywowane przez PI(4,5)P,, ponadto PLDI1 jest aktywowana przez
GTPazy Rho i Arf6. Ta wzajemna stymulacja PIP5-kinaz I i PLD oraz regulacja
aktywnosci obu tych enzymdéw przez monomeryczne GTPazy wskazuje na istnienie
zlozonego mechanizmu szybkiej i lokalnej syntezy PI(4,5)P, w komorce opartej na
aktywujacej petli zwrotnej [62]. Ponadto, autofosforylacja lub fosforylacja PIP-kinazy |
z udziatem kinazy biatkowej A zachodzaca na reszcie seryny zlokalizowanej w miejscu
wiazania substratu obniza aktywnos¢ katalityczna tej kinazy [36, 65, 91].

ROZMIESZCZENIE PI(4,5)P, W BLONIE KOMORKOWEJ
I JEGO FUNKCJE

Czasowa i przestrzenna regulacja syntezy PI(4,5)P, moze sprzyja¢ powstawaniu
mikroskupien PI(4,5)P, w plaszczyznie blony komorkowej. Wyodrebnianie sig
mikroskupien PI(4,5)P, jest tez prawdopodobnie wspomagane poprzez ograniczong
dyfuzje lateralng tego lipidu w plaszczyznie blony wymuszona poprzez oddzialywania
elektrostatyczne PI(4,5)P, z wybranymi bialkami cytoszkieletu podblonowego, blizej
scharakteryzowanymi w nastepnym rozdziale. Obecnos¢ wielu odrebnych puli PI(4,5)P, w
blonie komdrkowej moze by¢ czynnikiem ulatwiajacym wielofunkeyjnos¢ tego lipidu [31, 37].
Obserwacje mikroskopowe dostarczaja jednak sprzecznych danych na temat rozmieszczenia
PI(4,5), w blonie komorkowej. Analiza ultrastrukturalna oraz badania prowadzone technika
przeniesienia energii fluorescencji FRET z zastosowaniem sondy biatkowej swoistej wobec
PI(4,5)P, polaczonej z biatkami fluorescencyjnymi CFP 1 YFP przecza istnieniu mikroskupien
tego lipidu w blonie [46, 85, 89]. Z drugiej strony, szereg innych doniesien wskazuje na obecnosé
mikroskupien PI(4,5)P, w blonie komorkowej zarowno komérek spoczynkowych, jak i
aktywowanych 1 asocjacj¢ tych skupisk z tzw. tratwami lipidowymi (ang. raffs), czyli
mikrodomenami blony komorkowej wzbogaconymi w sfingolipidy i cholesterol [26, 34, 47, 66.
Za obecnoscig PI(4,5)P, w obrebie wspomnianych mikrodomen przemawiajg takie dowody,
Jak: wspolwystepowanie skupisk PI(4,5)P, z glikolipidem GMI, skiadnikiem tratw lipidowych,
ich wrazliwo$¢ na ekstrakcje cholesterolu, a takze fakt, ze wystgpujace w duzym stezeniu w
komérkach acylowane biatka MARCKS i GAP-43 wiaza PI(4,5)P, i moga uczestniczy¢ w
asogjacji PI(4,5)P, z mikrodomenami [47, 66, 83]. Postuluje si¢, ze mikrodomeny sfingolipidowo-
cholesterolowe funkcjonuja w komoree jako miejsca transdukeji sygnalu wybranych receptorow,
do ktorych naleza immunoreceptor FcyllA, receptory antygenowe limfocytow T i B (TCR i
BCR) oraz receptor ligandu Fas inicjujacy apoptoze [9, 23, 27, 33].

Na obecnos¢ PI(4,5)P, w obrebie mikrodomen sfingolipidowo-cholesterolowych
wskazuja tez wyniki badan biochemicznych, w ktdrych analizowano skiad lipidowy frakcji
komorkowych otrzymywanych w wyniku ultrawirowania detergentowych lizatow
komorek. Ze uwagi na nierozpuszczalnos¢ w detergentach niejonowych, takich jak Triton
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X-100, i wysoka zawartos¢ lipidow, sfingolipidowo-cholesterolowe mikrodomeny blony
komorkowej izolowane sa w trakcie ultrawirowania jako frakcje o niskiej gestosci
wlasciwej, tzw. frakcje DRM (ang. Detergent Resistant Membrane). Stwierdzono, ze
PI(4,5)P, wzbogacony byl we frakcjach DRM izolowanych z plytek krwi, ludzkich
monocytow linii U937, komérek neuroblastomy linii Neuro2 i komdrek nablonkowych
liniit MDCK [7, 68, 79]. We frakcji DRM komorek nablonkowych linii A431 wykazano
tez wzbogacenie fosfatydyloinozytolu i PI(4)P oraz Pl4-kinazy, sugerujac, ze mikrodomeny
moga by¢ centrum syntezy réznych fosfatydyloinozytoli w blonie komorkowej [72, 90].
Za ta teza przemawiajg dane wskazujace na istnienie puli PIP5-kinazy I w obrebie
frakcji DRM izolowanej z monocytow linii U937 [79]. Wykazano tez, ze aktywacji
receptora FcyRIla w komdrkach linii BHK ze stabilna ekspresja tego receptora towa-
rzyszy rekrutacja PIPS-kinazy I do blony komoérkowej, ktorej pule identyfikowano razem
z aktywowanym receptorem Fcylla we frakcji DRM. Proces ten byt skorelowany ze
wzrostem poziomu PI(4,5)P, w obrebie frakeji DRM, ktory monitorowano za pomoca
specyficznej sondy biatkowej (PLC-PH-GFP) [79], om6wionej ponizej. Badania
ultrastrukturalne nad lokalizacja PI(4,5)P, w czasie aktywacji receptora Feylla,
przeprowadzone na fragmentach natywnych blon komorkowych wykazaty, ze PI(4,5)P,
obecny jest na obrzezach struktur elektronowo-gestych, obrazujacych przypuszczalnie
konglomeraty mikrodomen powstajace w czasie aktywacji receptora [76, 79, 92].

Jak wspomniano, rola PI(4,5)P, jako lipidu sygnalowego wynika z faktu, ze jego
metabolizm zwigzany jest z generacjq trzech przekaznikdéw drugiego rzedu (ryc. 3).
Hydroliza PI(4,5)P, katalizowana przez fosfolipazy C (PLC) prowadzi do powstania
inozytolo-1.4,5-trisfosforanu (IP3) i DAG, ktére indukuja odpowiednio, wewnatrz-
komoérkowy wyrzut jonéw Ca’>" z retikulum endoplazmatycznego oraz aktywacje
enzymow asocjujacych z DAG w blonie komorkowej, np. kinazy biatkowej C. Dalsza
fosforylacja DAG przez kinazg diacyloglicerolu prowadzi do powstania PA, ktory
ze wzgledu na swoje wlasciwosci (mata polarna glowa oraz dtugie reszty kwasow
tluszezowych) przypuszczalnie uczestniczy w zakrzywianiu btony komoérkowej, co
jest istotne np. podczas wysuwania pseudopodiéw oraz tworzenia fagosomu w czasie
fagocytozy. PA jest takze aktywatorem licznych enzymoéw m.in. PIP5-kinazy I,
stymulujac lokalng syntez¢ PI(4,5)P, w drodze pozytywnego sprz¢zenia zwrotnego
[15, 93]. W wyniku fosforylacji PI(4,5)P, katalizowanej przez PI3-kinaz¢ powstaje
PI(3,4,5)P,. W komorkach spoczynkowych lipid ten wystepuje w sladowych
ilosciach, natomiast jego nagta synteza jest obserwowana miedzy innymi w czasie
migracji komorek i fagocytozy [28, 93]. Temat roli wtornych przekaznikow sygnatu
jest podejmowany w licznych artykutach przegladowych [11, 41, 59, 82], takze
polskojezycznych [5, 6, 77] i nie bedzie szczegdtowo omawiany w niniejszej pracy.

Wedtug hipotezy Cantleya [10], synteza wtornych przekaznikow z udziatem
PI(4,5)P, jest jednak stosunkowo mioda ewolucyjnie adaptacja Eukaryota w stosunku
do wyjsciowej roli PI(4,5)P, jako lipidowej ,kotwicy” uczestniczacej w wiazaniu
licznych biatek btonowych i cytoplazmatycznych (ryc. 3). Wiazanie biatek do
PI(4,5)P, wywoluje zmiang ich konformacji i aktywnosci, wplywajac ostatecznie na
procesy zachodzace z udziatem tych bialek. Wsrod bialtek, ktdrych aktywnosé zalezy
od PI(4,5)P,, sa integralne biatka blony komorkowej o charakterze pomp lub kanatow.
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Zaleznos¢ t¢ wykazano dla ponad 20 bialek transportowych, a wsrdd nich kanatow
dla jonéw potasu zaleznych od ATP (K, ), pompy Na'/Ca?*(NCX1) i pompy
Na'/H'(NHE1-4) [28, 62]. Ponadto, PI(4,5)P, utatwia asocjacj¢ z blong komorkowa
szeregu bialek cytoplazmatycznych, takich jak np. PLO oraz biatka AP2 i dynaminy,
ktére uczestnicza w endocytozie.

Najliczniejsza i najlepiej poznana grupa biatek, ktorych lokalizacja i aktywnos¢
zaleza od PI(4,5)P, sa biatka cytoszkieletu aktynowego. Modulujac ich aktywnos¢
PI(4,5)P, kontroluje wszystkie aspekty organizacji cytoszkieletu aktynowego. Wsrod
nich sa biatka z rodziny WASP/NWASP, bedace biatkami efektorowymi monome-
rycznych GTPaz: Rac i Cdc42. Oddziatujac z domeng WHI1 (ang. WASP homology
I domain) biatka WASP, PI(4,5)P, powoduje zmian¢ konformacyjna tego biatka,
co prowadzi do odslonigcie C-terminalnego fragmentu WASP wiazacego z kolei
biatka Arp2/3. Powstaty kompleks bialkowy WASP-Arp2/3 utatwia polimeryzacje
aktyny de novo. PI(4,5)P, uczestniczy takze w procesie wydluzania istniejacych
filamentow aktynowych poprzez regulacje aktywnosci zelzoliny i biatka CapG. Po
zwiazaniu PI(4,5)P, biatka te oddysocjowuja od filamentow aktynowych, odstaniajac
ich koniec ,,+” (koniec filamentu, z ktérym asocjuja monomery aktyny), umozliwiajac
wydtuzanie mikrofilamentoéw. Inne biatko, profilina, pod wplywem PI(4,5)P,
uwalniania sekwestrowane przez nig monomery aktyny. Ponadto PI(4,5)P  kontroluje
tez aktywnos¢ a-aktyniny, biatka sieciujacego filamenty aktynowe. Poza tym wplywa
na asocjacj¢ mikrofilamentéw z btona komorkowa poprzez modulacje aktywnosci
takich biatek, jak: winkulina, talina i bialka z rodziny ERM [75, 81, 94]. Ta ostatnia
z funkeji PI(4,5)P, zostata potwierdzona przez zespot Rauchera [71], ktory obserwo-
wal, ze w wyniku obnizenia poziomu PI(4,5)P, w komoérkach dochodzi do ostabienia
oddziatywania pomigdzy blona komdrkowa a cytoszkieletem, a w rezultacie do zmiany
ksztattu komorek i ich odrywania od podtoza.

Ostatnie doniesienia wskazuja takze, ze regulacyjna rola PI(4,5)P, nie ogranicza
si¢ do cytoszkieletu aktynowego. Stwierdzono, ze w krawedzi wiodacej migrujacej
komorki PI(4,5)P2 uczestniczy w stabilizacji konca ,,+” mikrotubul, stojac na
przecigciu $ciezek kontrolujacych udziat mikrotubul i filamentéw aktynowych w
migracji komodrek [26]. Ponadto, szereg prac wskazuje na istnienie jadrowej puli
PI(4,5)P, uczestniczacej w obrobee posttranskrypeyjnej RNA [39, 57, 61].

DOMENY BIALKOWE WIAZACE PI(4,5)P,

Wiazanie biatek do fosfatydyloinozytoli jest wynikiem oddziatywan elektro-
statycznych pomigdzy ujemnym adunkiem reszt fosforanowych pierscienia inozytolu
lipidow a dodatnio natladowanymi resztami aminokwasowymi biatek. Powierzchnia
biatka, ktéra oddziatuje z fosfatydyloinozytolami, moze zawiera¢ odcinek bogaty w
aminokwasy zasadowe badz stanowi¢ globularny modut bialkowy, ktérego struktura
trzeciorzedowa decyduje o stereospecyficznej interakcji z polarna gtowka fosfatydylo-
inozytolu. Liczba odkrytych ustrukturyzowanych domen biatkowych wiazacych
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fosfatydyloinozytole stale rosnie i obecnie obejmuje m.in. domeny: FYVE (ang. Fabl,
YGLO23, Vps27, EEAIl), PX (ang. Phox Homology domain), PH (ang.
Pleckstrin Homology domain), ANTH (ang. AP-180 N-Terminal Homology
domain) ENTH (ang. Epsin N-Terminal Homology domain), Tubby i FERM (z
ang. 4.1-ezrin/radixin/moesin) 3, 48]. Wigkszos¢ zidentyfikowanych do tej pory
motywow preferencyjnie wiaze fosfatydyloinozytole ufosforylowane w pozycji 3
pierscienia inozytolu, takich jak: PI(3,4)P, i PI(3,4,5)P, [94]. Do domen wiazacych
PI(4,5)P2 naleza domeny PH, FERM oraz ANTH i ENTH [29,32].

Domena PH zostata po raz pierwszy zidentyfikowana w plekstrynie, biatku ptytek
krwi [30]. Obecnie wykryto szereg homologicznych domen w ponad 100 biatkach
sygnatowych, takich jak: kinazy bialkowe, czynniki wymiany nukleotydow (GEF)
matych GTPaz (np. biatko Vav), fosfolipazy CO, B, y i n oraz w wielu bialek
cytoszkieletalnych [3, 13, 28]. Domena PH to modut biatkowy zbudowany z okoto
120 aminokwasow o do$¢ niskiej homologii sekwencji, ale zachowanej ewolucyjnie
strukturze trzeciorzedowej. Budowa domeny PH przypomina kieszen, w ktorej
tanicuchy boczne argininy i lizyny wiaza grupy fosforanowe przytaczone do pierscienia
inozytolowego fosfatydyloinozytoli. Wiekszos¢ domen PH zidentyfikowanych do tej
pory wykazuje mate powinowactwo do PI(4,5)P, (K, = 10 uM) i moze tez tworzy¢
wigzania z innymi fosfatydyloinozytolami [21, 49, 60]. Niejednokrotnie sita tworzonych
wigzan jest zbyt niska, by stabilnie zakotwiczy¢ bialko przy blonie. Nie jest
wykluczone, ze w takich sytuacjach inkorporacja czg¢sci hydrofobowej domeny PH
w dwuwarstwe blony i/lub oligomeryzacja biatka wzmacnia jego wigzanie z
fosfatydyloinozytolami. Tak jest w przypadku zaangazowanego w proces endocytozy
biatka dynaminy, ktore wiaze PI(4,5)P, oligomeryzujac u podstawy tworzonego
pecherzyka, a takze spektryny wiazacej PI(4,5)P, w aparacie Golgiego [60].
Unikatowa pod tym wzgledem domena PH fosfolipazy Co1 wykazuje wysokie
powinowactwo do PI(4,5)P, (K = 1,2 uM) [56] i wybidrczo rozpoznaje tylko ten
fosfatydyloinozytol oraz jego deacylowana, cytoplazmatyczna pochodna IP, [12, 50].
Natomiast domeny PH biatek Fappl oraz Grpl wiaza specyficznie PI(4)P oraz
PI(3.4,5)P, [21]. Obie te domeny znalazly zastosowanie w badaniach nad rola
fosfatydyloinozytoli w procesach komorkowych [25, 28, 93].

Wykorzystujac duze powinowactwo i specyficznos¢ wigzania domeny PH fosfolipazy
Cd1 do PI(4,5)P, skonstruowano biatko fuzyjne zbudowane z tej domeny polfaczonej z
GFP (PLC-PH-GFP). Powstata sonda uzyta byla do przyzyciowych badan mikrosko-
powych nad lokalizacja PI(4,5)P, w komoérce (ryc. 2A) i procesami zachodzacymi z
udziatem PI(4,5)P,, takimi jak endocytoza receptorowa i fagocytoza zalezna od
receptorow Fcy [8, 86]. W badaniach nad fagocytoza zastosowanie sondy PLC-PH-
GFP w przyzyciowej mikroskopii konfokalnej pozwolito wykry¢ dynamike zmian poziomu
PI(4,5)P, towarzyszacych internalizacji czastki. Wykazano, ze PI(4,5)P, gromadzi si¢
przejsciowo w wysuwajacych si¢ pseudopodiach kubka fagocytarnego obejmujacego
czastke. Wraz z postepujaca internalizacja czastki, lipid ten ulega przemianom, o czym
Swiadczy stopniowy zanik znakowania blony przez bialko PLC-PH-GFP u podstawy
tworzonego kubka fagocytarnego. Zmniejszenie ilosci PI(4,5)P, w blonach fagosomu
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moze by¢ zwiazane z jego hydroliza przez PLCy, co potwierdzono, dokonujac
jednoczesnej ekspresji domeny PH sprzezonej z CFP, niebieskim biatkiem fluorescen-
cyjnym (PLC-PH-CFP) oraz innego biatka wiazacego DAG, skonstruowanego przy
wykorzystaniu domeny C1 kinazy bialkowej C sprzezonej z YFP, zoltym biatkiem
fluorescencyjnym (PKC-C -YFP). Wykazano w ten sposob, ze dysocjacja PLC-PH-
CFP od bton formowanego fagosomu jest skorelowana z postepujaca i przejsciowa
asocjacjg sondy PKC-C -YFP odzwierciedlajaca syntez¢ DAG [8, 74]. Poniewaz
hydroliza PI(4,5)P, nie jest jedyna droga przemian tego lipidu, analizowano réwniez
dynamike asocjacji sond wiazacych PI(3,4,5)P, z blong komorkowa w miejscu fagocytozy.
Wykazano, ze biatka wiazace PI(3.,4,5,)P,, takie jak Akt-PH-GFP i Gabl-PH-GFP,
akumuluja si¢ pod btona komorkowa w miejscu fagocytozy juz w pierwszej minucie od
jej zapoczatkowania i oddysocjowuja przed utworzeniem fagosomu [53]. Wyniki te
potwierdzaja wykazany wczesniej udziat PI3-kinazy w wysuwaniu pseudopodidw, tj. we
wczesnych etapach fagocytozy [2, 16].

Domeng¢ FERM wiazaca PI(4,5)P, zidentyfikowano w rodzinie bialek ERM (ezryna/
radyksyna/moezyna) posredniczacych w interakcji cytoszkieletu aktynowego z btona
komorkowa. Domena ta sktada sie z okoto 300 aminokwasoéw zorganizo-wanych w
trzy motywy A-C, z ktorych ostatni, C, przypomina budowa domen¢ PH. Analiza
krystalograficzna radyksyny, jednego z bialek ERM, wykazata, ze PI(4,5)P, wnika w
kieszen bogata w aminokwasy zasadowe utworzona przez motyw C oraz A [29].
Zwiazanie PI(4,5)P, znosi wewnatrzczasteczkowe auto-hamujace oddzialy-wanie
motywu C domeny FERM z C-terminalnym koncem biatka, umozliwiajac z jednej strony
jego wigzanie do filamentow aktynowych, a z drugiej interakcje z bialkami integralnymi
i PI(4,5)P, blony komorkowej [3]. Podobnie, zmiana struktury wywolana wiazaniem
PI(4,5)P, niezbedna jest do aktywacji biatek z rodziny WASP. W wiazaniu PI(4,5)P,
uczestniczy domena WHI, zblizona w budowie do domeny PH, oraz sekwencja bogata
w aminokwasy zasadowe biatka WASP [56]. Do zdefiniowanych motywow
biatkowych wiazacych PI(4,5)P, naleza takze domeny ANTH i ENTH, ktore zostaly
zidentyfikowane w biatkach uczestniczacych w tworzeniu pecherzykow optaszczonych
klatryna, takich jak: biatko AP180, CALM i epsyna.

Liczne bialka uczestniczace w reorganizacji cytoszkieletu, jak profilina i zelzolina wiaza
PI(4,5)P, za pomoca krotkich (10-20 aminokwasow) sekwencji bogatych w aminokwasy
zasadowe 1 hydrofobowe. W przypadku zelzoliny zidentyfikowane zostaly dwie takie
sekwencje, jednak kazda z nich oddzielnie wykazywala jedynie stabe wiazanie do
PI(4,5)P, w przeciwiefistwie do catego biatka, co wskazuje, ze obie sekwencje niezbedne
sa do wigzania tego fosfolipidu [84]. Podobne krotkie sekwencje bogate w aminokwasy
zasadowe wystepuja takze w rodzinie bialek podblonowych, do ktdérej naleza: GAP-
43 (ang. Growth Associated Protein), CAP-23 (ang. Cytoskeleton-Associated
Protein) i MARCKS (ang. Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate). Bialka
tej grupy maja N-koncowa modyfikacje lipidowa w postaci reszty kwasu mirystynowego
badz palmitynowego, ktdra umozliwia ich zakotwiczenie w blonie. W bezposrednim
sasiedztwie reszty acylowej zlokalizowana jest tzw. domena efektorowa wiazaca
fosfolipidy, kalmoduling i filamenty aktynowe. W obrgbie tej domeny znajduje sig¢ tez
migjsce fosforylacji przez kinaze biatkowa C. Jak wykazaly badania biofizyczne, jedna
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czasteczka biatka MARCKS wiazac trzy czasteczki PI(4,5)P, wymusza formowanie
mikroskupien tego lipidu w blonie [22]. GAP-43 jako biatko zlokalizowane w obrebie
mikrodomen sfingolipidowo-cholesterolowych moze dodatkowo ulatwia¢ akumulacje
PI(4,5)P, w ich obrebie [83]. Uwaza sig, ze biatka typu MARCKS i GAP-43
sekwestruja PI(4,5)P, w komorkach spoczynkowych, i odstaniaja ten lipid w czasie
aktywacji komorki oddysocjowujac od blony komérkowej w wyniku fosforylacji i
zwiazania Ca’*/kalmoduliny. Uwolniony PI(4,5)P, moze by¢ wiazany przez inne biatka
lub stawac si¢ substratem dla PLC [55, 73].

UWAGI KONCOWE

Przedstawiony powyzej przeglad najnowszych doniesiefi na temat PI(4,5)P,
potwierdza tez¢ o kluczowej roli tego lipidu w modulowaniu aktywnosci szeregu
biatek btony komodrkowej i cytoszkieletu podblonowego. Badania te poszerzyty
nasze spojrzenie na komorkowe funkcje PI(4,5)P,, zdominowane czgsto przez
poglad, ze lipid ten jest przede wszystkim zrodlem przekaznikéw drugiego rzedu
generowanych w wyniki aktywacji szerokiego spektrum receptorow obecnych w
blonie komdérkowej. Wydaje sig, ze ,,wszechstronnos¢™ PI(4,5)P, mozliwa jest dzigki
istnieniu lokalnych skupiefi tego lipidu i interakeji PI(4,5)P, z bialkami podbto-
nowymi. Jednym ze sposobow zapewnienia heterogennego rozmieszczenia
PI(4,5)P, w obrebie blony komérkowej moze by¢ skupianie si¢ tego lipidu, a takze
PIP5-kinaz typu I syntetyzujacych PI(4,5)P , w obrebie sfingolipidowo-choleste-
rolowych mikrodomen btony komorkowej. Taki scenariusz otwiera pytania o me-
chanizmy regulujace aktywnosc¢ i lokalizacje PIP5-kinaz typu I w komérce, ktore
znamy tylko fragmentarycznie. Nowe perspektywy w badaniach nad funkcjami
PI(4,5)P, (i innych lipidow) w komorce otworzylo wykrycie ustrukturyzowanych
domen biatkowych oddziatujacych specyficznie z lipidami. Rekombinowane biatka
powstate z potaczenia takich domen i bialek fluorescencyjnych staly si¢ wyrafino-
wanym narzedziem badawczym stosowanym coraz czesciej w przyzyciowej
mikroskopii konfokalne;j.
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