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KINAZY | FOSFATAZY BIALKOWE ZALEZNE OD JONOW WAPNIA

Cechg charakterystyczng proceséw zycio-
wych, zachodzgcych w komérce, jest ich wza-
jemna regulacja pozwalajgca na utrzymanie
homeostazy, a wiec utrzymanie okreslonych
stezen jondéw i metabolitow w odpowiednich
przedziatach komérkowych. Komoérka, aby
przezy¢, musi mie¢ takze zdolnos¢ reagowania
na zmiany zachodzace w jej otoczeniu, a wywo-
tane pojawieniem sie bodzca elektrycznego, za-

pachowego, Swietlnego, a takze zmiang stezen
specyficznych substancji, na przyktad neuro-
przekaznikéw, hormonéw, czynnikéw wzrosto-
wych czy pewnych toksyn. Sygnaty zewnetrzne
docierajg do powierzchni komorek i poprzez
oddziatywanie ze swoistymi receptorami uru-
chamiaja caty szereg proceséw prowadzacych
ostatecznie do ekspresji specyficznych gendéw,
aw efekcie do zmiany ilosci pewnych biatek.

KASKADA PRZEKAZYWANIA SYGNALOW W KOMORCE | KINAZY BIALKOWE
UCZESTNICZACE W TYM PROCESIE

W procesie przekazywania sygnatéw z re-
ceptora na btonie komoérkowej do jagdra bierze
udziat szereg biatek i zwigzkéw niskoczastecz-
kowych zwanych takze przekaznikami wtérny-
mi. | tak na przyktad receptory posiadajace 7
fragmentéw transblonowych i potaczone z
biatkami G (np. receptor muskarynowy acety-
locholiny, metabotropowe receptory glutami-
nianu, receptory noradrenaliny, 5-hydroksy-
tiyptaminy, angiotensyny Il, wazopresyny pa-
rathormonu czy czynnikéw uwalniajgcych
hormony tyrotropowe i gonadotropowe) wpty-
waja na aktywnos$¢ podjednostek a tych bia-
tek. W konsekwencji podjednostka a biatek G
oddysocjowuje od podjednostek 3i y, nastepu-
je hydroliza GTP zwigzanego z podjednostka a,
co moze prowadzi¢ do aktywacji kanatéw,
wptywaé na aktywnos¢ cyklazy adenylowej,
zmieniajac poziom cyklicznego AMP (CAMP),
czy wreszcie aktywowac fosfolipaze C((3l), da-
jac w rezultacie trisfosfoinozytol uwalniajgcy
Ca 1z endoplazmatycznego retikulum (Bee-
RIDGE 1993). Dimer % moze z kolei aktywo-
wac inne izoformy fosfolipazy C (32 i (33). Po-
ziom trisfosfoinozytolu i nastepnie wapnia
wzrasta takze w wyniku dziatania fosfolipazy
Cfyl) aktywowanej przez receptory o aktywno-
Sci kinaz tyrozynowych (np. receptory antyge-

néw czy czynnikéw wzrostowych). Dodatkowo
wzrost stezenia wewngtrzkomdérkowego wap-
nia w komorkach pobudliwych moze nastagpic
po otworzeniu kanatéw wapniowych w bionie
plazmatycznej, przy czym moga to by¢ kanaty
zaréwno regulowane napieciem, jak i zwigza-
niem ligandu, na przykiad glutaminianu. Z
kolei aktywacja receptoréw zwigzanych z cy-
klazg guanylowa, na przyktad receptora atrio-
peptydéw (przedsionkowych czynnikéw powo-
dujacych wydalanie sodu z moczem), czy re-
ceptorowych form cyklazy guanylowej aktywo-
wanej peptydami z jaj jezowca morskiego lub
niewrazliwymi na temperature enterotoksyna-
mi bakteryjnymi (CHINKERS i GARBERS 1991)
powodujg wzrost stezenia cyklicznego GMP
(cGMP).

Zwiekszenie ilosci niskoczasteczkowych
wtérnych przekaznikow powoduje aktywacje
szeregu kinaz biatkowych. | tak cAMP stymu-
luje biatkowa kinaze A powodujac jej dysocja-
cje na dimer zawierajgcy dwie podjednostki re-
gulatorowe i dwa aktywne monomery podjed-
nostek katalitycznych (TAYLOR i wspoétaut.
1990). Aktywnos¢ biatkowej kinazy A moze
by¢ stymulowana w wyniku dziatania takich
hormonéw, jak hormon uwalniajagcy hormony
kortykotropowe, hormon tyreotropowy, adre-
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nokortykotropowy, hormony stymulujgce ko-
morki interstycjalne i pecherzyki Graffa, a tak-
ze przez prostacykliny PGI2, peptydy opioido-
we czy adrenaline i noradrenaline (poprzez re-
ceptor p).

Wzrost stezenia cGMP, spowodowany ak-
tywacjg odpowiednich receptoréw, a takze roz-
puszczalnych form cyklazy guanylowej akty-
wowanych NO, CO lub rodnikiem hydroksylo-
wym OH, aktywuje biatkowa kinaze G (Tamir i
wspoétaut. 1996), co wpltywa na regulacje ta-
kich proceséw fizjologicznych jak rozluznienie
miesni, agregacje ptytek krwi, przekazywanie
sygnatéw za pomocg neuroprzekaznikow czy
migracje neutrofili (VANUFFELEN i wspotaut.
1996).

Aktywacja fosfolipazy C, prowadzaca do
hydrolizy fosfolipidéw inozytolowych daje w re-
zultacie zwiekszenie stezenia diacyloglicerolu i
trisfosfoinozytolu, a w dalszej konsekwencji
takze wzrost stezenia cytozolowego wapnia z
10-10 dolOM. Diacyloglicerol pojawia sie
takze jako produkt reakcji katalizowanych
przez fosfolipazy A2 i D. Wzrost ilosci wolnego
wapnia i diacyloglicerolu prowadzi do aktywa-
cji biatkowej kinazy C, stymulowanej przez fo-
sfolipidy i Ca . Za aktywacje szlaku fosfoino-
zytolu sg odpowiedzialne takie hormony, jak
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tyroksyna, wazopresyna, gonadotropina, ty-
reotropina, angiotensyna lI/1ll, czy adrenalina
dzialajgca przez receptor a. Stymulacja komor-
ki, prowadzgaca do uwolnienia wapnia z endo-
plazmatycznego retikulum lub jego napityw z
zewnatrz komoérki, prowadza takze- do zwigza-
nia wapnia przez szereg innych biatek w ko-
mdrce. Nalezy do nich miedzy innymi kalmo-
dulina, biatko o ogromnym znaczeniu dla regu-
lacji proceséw komérkowych, aktywujace mie-
dzy innymi biatkowe kinazy zalezne od wapnia
i kalmoduliny, znane w piSmiennictwie anglo-
jezycznym jako tak zwane CaM kinazy.

Pobudzenie receptoréw o aktywnosci kina-
zy tyrozynowej (receptory czynnikéw wzrosto-
wych, czy czynnika insulinopodobnego), a tak-
ze receptoréw cytokin, rozpoczyna odpowie-
dnio cate kaskady fosforylacji, w ktorych biorg
udziat rozpuszczalne, cytozolowe biatka o ak-
tywnosci kinaz tyrozynowych, chociazby droga
prowadzgca przez biatka JAK i STAT w przy-
padku pobudzenia przez cytokiny (SCHINDLER
i DARNELL 1995) czy poprzez posredniczagce w
przekazywaniu sygnatu biatka Ras (MARSHALL
1995), co w tym przypadku prowadzi ostatecz-
nie do pobudzenia kaskady kinaz specyficz-
nych w stosunku do seryny i treoniny (ZENNER
i wspotaut. 1995).

FOSFORYLACJA BIALEK, A REGULACJA PROCESOW KOMORKOWYCH

Regulacja aktywnosci szeregu biatek, na
przyktad enzymow, transporteréw, czy czynni-
kow transkrypcyjnych, jest kilkuetapowa.
Biatka te w pierwszym rzedzie muszg ulec eks-
presji w okreslonej tkance lub typie komorek,
nastepnie czesto tworzg kompleksy oligome-
ryczne, to znaczy skladajgce sie z podjedno-
stek, ulegajg takze pewnym modyfikacjom
posttranslacyjnym (HAN i MARTINAGE 1992),
odpowiedzialnym za zmiane stopnia aktywacji
lub lokalizacje w komorce i ostatecznie reagu-
ja na zmiany stezehn jonow i metabolitow w
swoim otoczeniu. Modyfikacje posttranslacyj-
ne biatek, poza wymieniong oligomeryzacja,
obejmujg takie procesy chemiczne, jak wytwo-
rzenie mostkéw dwusiarczkowych miedzy cy-
sternami, hydroksylacje proliny i lizyny, siar-
czanowanie tyrozyny, adenylacje tyrozyny,
karboksylacje glutaminianu, amidacje C-kon-
ca, amidacje grup e-aminowych lizyny lub me-
tylacje, acetylacje czy tworzenie wigzan pepty-
dowych tego aminokwasu (HAN i MARTINAGE
1992), a takze N- lub O-glikozylacje (Paulson
1989), ADP-iybozylacje (HANSON i wspoétaut.
1993), czy zakotwiczanie biatek w btonie za

pomocag potaczenia C-konca z etanolaminag,
glikanem i glikozylofosfatydyloinozytolem
(UDENFRIEND 1995). Biatka takze moga podle-
ga¢ metylacji na swoim C-konhcu, czy acylacji
(najczesciej formylacji, acetylacji i myrystyla-
cji) na swoim N-koncu. Ponadto wolne grupy
SH moga takze tworzy¢ wigzanie tioeterowe w
procesie izoprenylacji (GLOMSET i wspoétaut.
1990) lub palmitylacji (MILLIGAN i wspotaut.
1995), przy czym ten ostatni proces, czesciej
zachodzacy blizej N-konca biatek, jest odwra-
calny. Takze procesy fosforylacji biatek nalezg
do zjawisk odwracalnych, a stopien ufosforylo-
wania biatek w komodrce zalezy od regulacji
przeciwstawnych proceséw katalizowanych
odpowiednio przez kinazy i fosfatazy biatkowe.

Biatka podlegaja fosforylacji przez kinazy
specyficzne w stosunku do reszt tyrozyno-
wych, seiynowych, treoninowych, a takze hi-
stydyny i asparaginianu. W przypadku fosfo-
rylacji tyrozyny, proces ten jest katalizowany
przez kinazy tyrozynowe, zar6wno bedace re-
ceptorami, jak i kinazy rozpuszczalne. Osobng
grupe stanowig kinazy fosforylujgce biatka na
resztach serynowych i treoninowych. Nalezg
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do tej grupy wymienione juz kinazy A, C, i G.
Pewnym nietypowym biatkiem jest kinaza
MAP, kinaza biatkowa aktywowana przez
czynniki wywotujgce mitoze (ang. mitogen ac-
tivated kinase). Jest to wiasciwie grupa biatek,
ktore biorg udziat w kaskadzie fosforylacji ak-
tywowanych przez biatka ras i kinazy tyrozy-
nowe. Kinazy MAP sa fosforylowane na re-
sztach tyrozyny i treoniny przez kinaze kinazy
MAP.

Zostata takze opisana dwuetapowa fosfo-
rylacja histydyny i asparaginianu, zaobserwo-
wana poczatkowo u bakterii, a ostatnio takze
w organizmach eukariotycznych (SWANSON i
wspétaut. 1994). W procesie tym kinaza ulega
najpierw autofosforylacji na reszcie histydyno-
wej, po czym wzajemnie fosforylujg sie podjed-
nostki biatka, a nastepnie w procesie przenie-
sienia fosforanu ulega ufosforylowaniu aspa-
raginian.

Tabela 1. Wiasnos$ci niektéorych kinaz biatkowych (wg TAYLOR i wspétaut.

Kinaza Struktura Mr Aktywujacy
czwartorzedowa (kDa) ligand
PKA R2C2 R 48,0 CAMP
C 40,8
PKG e2 140 cGMP
PKC E 77-80 Caz2', DAG,
PS
CaM kinaza Il dekamer, a 60 Ca2', CaM
dodekamer p 58
y 59
8 60
EGFR E 170 EGF
Receptor a2p2 60 insulina
insuliny
CaM
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Na rodzine kinaz biatkowych sklada sie
ponad 300 réznych biatek. Badania struktu-
ralne, zainicjowane analizg struktury krysta-
licznej biatkowej kinazy A (KNIGHTON i wspot-
aut. 1991) wykazaly, ze cze$¢ katalityczna
tworzy pewng powtarzajgcg sie strukture trze-
ciorzedowg. Ciekawe, ze wszystkie typy kinaz
biatkowych, ktérych strukture poznano, cha-
rakteryzujg sie pewnymi wspélnymi cechami
czesci lub podjednostek katalitycznych,
przede wszystkim powtarzalnoscig struktur pi
utozeniem dwu a-helis w stosunku do nich.
Ponadto wszystkie zawierajg petle bogatg w
glicyny, odpowiedzialng za wigzanie ATP, a
zwlaszcza reszty fosforanowej (Hanks i wspo6t-
aut. 1988). Zachowana jest takze typowa
struktura miejsca wiazgacego substrat, mimo
ze roznig sie sekwencje aminokwasowe w po-
blizu fosforylowanych seryn, treonin, tyrozyn
(tab. 1)

1990)

Lokalizacja w komaérce Fosforylowana
sekwencja
cytoplazma i LRRAS*GL
btony
cytoplazma LRRAS*GL

cytoplazma i PLRTLS*VAAKK
btony

cytoplazma PLARTLS*VAGLPGKK

transbtonowy LEDAEY*AARRRRG

transbtonowy IEDNQY8STAREG

kalmodulina; DAG — diacylogliccrol; EGF — cpidcnnalny czynnik wzrostowy; EGFR — receptor EGF; PS — fosfatydyloscryna.

KINAZY BIALKOWE REGULOWANE PRZEZ Ca2+

KINAZY REGULOWANE PRZEZ Ca2~KALMODULINE

Pierwszg poznang kinazg biatkowa regulo-
wang przez Ca +kalmoduline byta kinaza fo-
sforylazy glikogenu. Kalmodulina jest jednym
z gtéwnych receptoréw Ca +w wielu komor-
kach. Kompleks kalmoduliny z wapniem akty-
wuje szereg enzymow, w tym kinazy biatkowe.
Czes$¢ z nich to kinazy katalizujace fosforylacje
jednego, docelowego biatka, jak kinaza lekkie-
go tancucha miozyny, kinaza fosforylazy gliko-
genu czy kinaza Ill (kinaza czynnika elonga-

cyjnego) (Hanson i SCHULMAN 1992). Przez

Ca2+—kalmoduline sa aktywowane takze kinazy
biatkowe fosforylujgce wiele biatek (CaM kina-
zy), tak zwane kinazy wielofunkcyjne, do
ktérych nalezg kinaza I, kinaza Il i kinaza IV.

Najlepiej poznang jest CaM kinaza biatko-
wa Il, w przypadku ktérej holoenzym jest oli-
gomerem sktadajacym sie gtéwnie z podjedno-
stek a i p, wystepujacych w stosunku od 6:1
do 1:8 (VALLANO 1990); stwierdzono takze obe-
cnos¢ innych izoform, y i 5 (TOBIMATSU i Fu-
jisawa 1989). Chociaz izomery te sg kodowane
przez r6zne geny stwierdzono 85% homologii w
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sekwencji aminokwasow i zachowanie homo-
logii funkcjonalnej, podobnej do formy a. | tak
w podjednostce a aminokwasy od 1 do
263-274 stanowig czes¢ katalityczng, homolo-
giczna do innych kinaz regulowanych przez
kalmoduline (kinazy lekkiego taricucha miozy-
ny, czy kinazy fosfoiylazy). Region od 275 do
314 aminokwasu jest czescig regulatorowa,
zawierajgca sekwencje odpowiedzialne za au-
toinhibicje i wigzanie kalmoduliny. Koniec C
odpowiada natomiast za oligomeiyzacje i aso-
cjacje podjednostek w holoenzym (LEVINE i SA-
HYOUN 1987, LIN i wspoétaut. 1987).

CaM kinaza Il nie jest aktywna przy ni-
skim stezeniu wapnia (ryc. 1), gdy jednak ste-
Zenie tego jonu wzrasta do 0,5-1 [iM, 4 jony
Ca wiazg sie z 1 czgsteczkg kalmoduliny, co
zwieksza jej powinowactwo do wielu biatek. W
przypadku CaM kinazy Il, kalmodulina wigze
sie do dwu sasiednich podjednostek z krotki-
mi domenami: zasadowg ( Arg-Arg-Lys )i
hydrofobowag (Fen , AlaX) (PUTKEY i WA-
XHAM 1996). Domena ta jest odpowiedzialna
takze za autoinhibicje kinazy (Kelly i wspot-
aut. 1988). Zmiana konformacyjna po zwigza-
niu kalmoduliny powoduje autofosfoiylacje
miedzy podjednostkami na Tre , a nastepnie
zwigzanie Mg -ATP. Zachodzgca dalej miedzy
podjednostkami lub w obrebie tej samej pod-
jednostki autofosforylacja na resztach seryno-
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wych i treoninowych powoduje dalszg zmiane
konformacyjna kinazy, a w konsekwencji po-
wolng dysocjacje kalmoduliny. Autofosforyla-
cja powoduje, ze kinaza moze dalej katalizo-
wac fosforylacje biatek w sposéb niezalezny od
wapnia. Autofosforylacja na Tre . zmniejsza
zdolnos¢ kalmoduliny do oddysocjowania
(HANSON i SCHULMAN 1992), gdy jednak miej-
sce wigzgce kalmoduline zostanie odstoniete w
wyniku powolnej dysocjacji, kinaza ule”™a rap-
townej autofosforylacji na Tre iTre w re-
akcji niezaleznej od Ca + (Patton i wspdétaut.
1990), co hamuje dalszg aktywacje przez kal-
moduline. Proces fosfoiylacji moze byé¢ od-
wroécony przez fosfatazy biatkowe 1 lub 2A
(Hashimoto i wspotaut. 1987, LOU i SCHUL-
MAN 1989, PATTON i wspétaut. 1990).

Specyficzno$¢ zaleznej od kalmoduliny
biatkowej kinazy I (CaM kinazy I) przypomina
raczej aktywnosc¢ kinazy biatkowej A (NAIRN i
GREENGARD 1987), zwtaszcza jesli chodzi o fo-
sfoiylacje synapsyny |. Kinaza ta jest mono-
merem i takze podlega autofosforylacji na treo-
ninie.

Zalezna od kalmoduliny biatkowa kinaza
IV, zwana takze kinazg Gr ze wzgledu na jej
obfite wystepowanie w ziarnistych komoérkach
w moézdzku (ang. cerebellar granule cells) wy-
kazuje 32% identycznosci z kinazg Il (MEANS i
wspotaut. 1991). Sktada sie z dwéch podjed-

Rys. 1 Struktura i mechanizm dziatania kinazy biatkowej Il zaleznej od ca’i kalmoduliny.

a. Uproszczony schemat struktury z zaznaczeniem poszczeg6lnych rejonéw biatka, b. Schemat aktywacji i autofosfory-
lacja kinazy. K — domena katalityczna, | — domena odpowiedzialna za hamowanie, P — miejsca ufosforylowane, ksztatt
hantli odpowiada kalmodulinie ze zwigzanym wapniem (zmodyfikowane wg Hanson i Schulmana 1992).
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nostek o masach czgsteczkowych 56 i 67 kDa.
Kinaza ta takze ulega autofosforylacji na treo-
ninie, jednak efekty tego procesu sg stosunko-
wo ztozone, bowiem aktywnos$¢ przestaje byc¢
zalezna od wapnia i jednoczesnie wzrasta po-
winowactwo do ATP i substratu. Kinaza ta wy-
stepuje w jadrze (JENSEN i wspotaut. 1991) i
jej aktywnos¢ wigze sie ze stymulacjg trans-
krypcji, ktéra zachodzi przez fosforylacje
CREB (biatka wigzgcego element odpowiadajg-
cy za wigzanie cAMP, ang. cAMP-responsive
element binding protein) (ENSLEN i wspétaut.
1994). Kinaza IV wigze ponad 3 mole fosfora-
nu na mol enzymu (Okuno i wspoétaut. 1995),
przy czym poczatkowa fosforylacja zachodzgca
na bogatym w seiyny koricu N biatka jest nie-
zbedna do aktywacji. Kinaza IV tez zawiera w
swojej strukturze domene odpowiedzialng za
autoinhibicje (TokumITsuU iwspétaut. 1994). W
ciggu ostatnich trzech lat zidentyfikowano
takze kaskade kinaz zaleznych od kalmoduli-
ny, w ktdrej kinaza CaM kinazy fosforyluje i
aktywuje kinazy | i IV (Lee i Edelman 1994,
SELBERT i wspo6taut. 1995, TOKUMITSU i
wspotaut. 1994). Kaskada kinaz CaM moze
aktywowa¢ kinazy MAP (ERK-2, JNK-1, p38) i
stymuluje transkrypcje przez fosforylacje Elk-
1 (ENSLEN i wspotaut. 1996).

KINAZA BIALKOWA C

Odkrycie przez Nishizuke i wspétpracow-
nikow (INOUE i wspétaut. 1977, TAKAI i wspoOt-
aut. 1977) nowej biatkowej kinazy niezaleznej
od cAMP, stymulowanej natomiast przez fosfo-
lipidy i wapn, doprowadzito do nazwania tego
enzymu Kkinaza biatkowag c, ze wzgledu na
stwierdzong zaleznos¢ od Ca + Sklonowanie
szeregu izoform tej kinazy pozwolito na okre-
Slenie, ze tylko tak zwane klasyczne izoformy
(@, @, Bliy) sg regulowane przez wapn. Oka-
zato sie, ze w izoformach kinazy C wystepuja
cztery zachowane w ewolucji domeny C1-C4
(COUSSENS i wspotaut. 1986). Domena CI
(rys. 2) zawiera fragment sekwencji bogaty w
cysteiny, podwojony w wiekszosci izoenzy-
mow; fragmenty te tworza miejsce wigzace dia-
cyloglicerol i estry forbolu, aktywatory kinazy
C(Bell iBurns 1991). Przed domeng bogatg
w cysteiny, blizej korica N biatka, znajduje sie
sekwencja odpowiedzialna za autoinhibicje Ki-
nazy, tak zwana domena pseudosubstratowa
(HOUSE i KEMP 1987). Domena C2 jest rozpo-
znawana przez kwasne lipidy i w niektérych
izoformach stanowi takze miejsce wigzace
Ca (Newton 1993, 1995a). Gtéwnymi lipido-
wymi aktywatorami sa fosfatydyloseryna i dia-
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cyloglicerol; czesciowg aktywacje enzymu
mozna takze zaobserwowac w obecnosci bisfo-
sforanu inozytolu, kwasu fosfatydowego czy
arachidonowego (B ell i BURNS 1991). Domeny
C3 i C4 stanowig czes¢ katalityczng i zawiera-
ja miejsca wigzgce ATP oraz substrat biatkowy
(Taylor i Radzio-Andzelm 1994). Region od-
dzielajacy czes¢ regulatorowag kinazy od jej
czesSci katalitycznej ulega tatwo proteolizie,
gdy enzym jest przyczepiony do btony (NEw-
TON 1995b). Oddzielona w ten sposéb domena
katalityczna (kinaza biatkowa M) jest uwolnio-
na od pseudosubstratu i jest forma aktywnag
(INOUE i wspétaut. 1977).

Rys. 2. Schemat struktury izoenzyméw biatkowej
kinazy C.

Przedstawiono budowe izoform klasycznych (a), nowych
(b) i atypowych (c). Literami C1-C4 oznaczono domeny
konserwatywne i zaznaczono liczbe tak zwanych ,palcow
cynkowych w domenie C1”.

Znanych jest 11 izoenzymoéw kinazy biat-
kowej C i mozna je, dzieki podobienstwu
strukturalnemu, podzieli¢ na trzy grupy (NI-
SHIZUKA 1995). Najlepiej sg poznane tak zwa-
ne klasyczne (konwencjonalne) izoformy, a
mianowicie a, @Li @LL (powstajagce w wyniku al-
ternatywnego sktadania RNA) oraz y. Ich do-
mena C2 zawiera miejsce wigzace wapn. Dru-
ga dobrze scharakteryzowang grupa sa tak
zwane nowe biatkowe kinazy C (5, e, 1\ X, 3),
ktére sg podobne do form konwencjonalnych,
z tg réznica, ze domena C2 nie ma grup funk-
cyjnych wigzacych Ca + Trzecig grupe stano-
wig tak zwane formy atypowe, £if, ktore nie
majg domeny C2, a w domenie Cl| posiadajag
tylko 1 fragment bogaty w cysteiny, co naj-
prawdopodobniej jest przyczyna ich braku
wrazliwosci na estry forbolu.

Biatkowa kinaza C fosforyluje reszty sery-
nowe i treoninowe, w ktdérych poblizu znajduja
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sie aminokwasy zasadowe (KENNELY i KREBS
1991). Aktywacja kinazy polega na odstonieciu
domeny pseudosubstratowej, ktéra w tej posta-
ci tatwo ulega proteolizie. Zwigzanie aktywato-
réw, jakimi sg estiy forbolu lub diacyloglicerol,
z kinazg powoduje zwigzanie enzymu z biong
(Kraft i Anderson 1983), a takze obnizenie
stezen wapnia i fosfatydyloseiyny, a wiec ligan-
dow domeny C2, niezbednych do aktywacji
(NEWTON i Keranen 1994). Zwigzanie fosfatydy-
loseryny, a w klasycznych izoformach takze
wapnia, do domeny C2, zwieksza powinowac-
two kinazy do ujemnie natadowanych fosfolipi-
déw, a takze powoduje zmiane konformacyjna,
utatwiajaca zajscie proteolitycznego rozszcze-
pienia czesci katalitycznej i regulatorowej.
Biatkowa kinaza C jest syntezowana w for-
mie nieaktywnej, a nastepnie podlega trzem
kolejnym fosforylacjom (NEWTON 1995b).
Pierwsza fosforylacja (katalizowana przez nie
zidentyfikowana kinazeg) na Tre  zachodzi je-
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szcze w trakcie syntezy biatka. Wywotana ta
fosfoiylacjg zmiana konformacyjna powoduje
autofosfoiylacje na koncu C kinazy (Tre ), a
nastepnie na Ser , co doprowadza do uwol-
nienia enzymu do cytozolu. Wydaje sie, ze
pierwsza fosforylacja jest procesem odwracal-
nym (Newton 1995b), co sugeruje, ze biatko-
wa kinaza C moze by¢ regulowana przez dwa
niezalezne szlaki, a mianowicie przez fosfoiy-
lacje/defosfoiylacje wptywajaca na subkomor-
kowa lokalizacje enzymu i poprzez przekazniki
drugiego rzedu utatwiajgce przytgczenie kina-
zy do bion.

Znanych jest wiele biatkowych substratéow
kinazy c, ich fosforylacja moze wptywac¢ na
funkcje receptoréw, kanatéw, a takze zmieniac
procesy metaboliczne czy ekspresje genow.
Wszystkie te zjawiska majg wplyw z jednej
strony na wzrost i podziat komoérek, a z drugiej
— na procesy roznicowania (CLEMENS i wspot-
aut. 1982).

FOSFATAZY BIALKOWE

Okoto 30% biatek komoérkowych jest w
formie ufosforylowanej. Proces odwrotny, a
wiec usuniecie reszty fosforanowej jest katali-
zowane przez fosfatazy biatkowe. Fosfatazy
biatkowe, biorac po uwage podobienstwa
strukturalne, podzielono na czteiy grupy (rys.
3). Pierwszg stanowig fosfatazy specyficzne w
stosunku do fosfoseryny i fosfotreoniny, tak
zwana grupa PP (zwana tez PSTP), do ktorej
naleza PP1, PP2A i PP2B, znanajako kalcyneu-
ryna (COHEN 1989). Fosfataza PP2C, chociaz
takze wykazujaca specyficzno$¢ do ufosfoiylo-

Rys. 3. Schemat budowy fosfataz serynowo/treoni-
nowych z grupy PP.

Liczby z prawej oznaczaja liczbe aminokwaséw w poszcze-
goélnych biatkach. W przypadku fosfatazy PP2B pokazano
schemat budowy podjednostki A i gwiazdkami zaznaczo-
no miejsca interakcji z regulatorowa podjednostka B
(zmodyfikowane wg Coiien i Cohena 1989).

wanych reszt seiyny i treoniny, nie wykazuje
podobienstw strukturalnych w stosunku do
pierwszej grupy, ponadto jest stymulowana
przez jony magnezu. Ufosfoiylowane reszty ty-
rozyny podlegaja hydrolizie dzieki fosfatazom
tyrozynowym (PTP), a takze fosfatazom, ktore
defosfoiyluja, oproécz fosfotyrozyn, takze fosfo-
seiyne i fosfotreonine. Wreszcie czwartg grupe
stanowig fosfatazy o niskiej masie czgsteczko-
wej, ktore hydrolizuja aiylowe estry fosforanu.

Fosfataza PP2B (kalcyneuiyna), chociaz
wykazuje specyficzno$é w stosunku do ufosfo-
rylowanych reszt seryny i treoniny jest jednak
unikalna, poniewaz jej aktywnosc jest regulo-
wana przez Ca/kalmoduline. Kalcyneuryna
jest heterodimerem, skiadajacym sie z katali-
tycznej podjednostki A (58 i 59 kDa) i mniej-
szej, regulatorowej podjednostki B (19 kDa).
Izoenzymy kalcyneuryny A powstajg w wyniku
alternatywngo skiadania RNA, chociaz opisa-
no takze izoforme, bedaca produktem innego
genu (COHEN i COHEN 1989). Kalcyneuiyna B
jest kodowana przez pojedynczy gen we wszy-
stkich tkankach z wyjatkiem jader, w ktérych
wystepuja trzy izoenzymy — produkty genéw
zlokalizowanych na trzech réznych chromoso-
mach (WANG i wspétaut. 1996). Kalcyneuiyna
A wykazuje ponad 40% homologii z PP1 i PP2A
(To i wspo6taut. 1989), jest ona jednak o 170
aminokwasow dtuzsza na C-koncu. Rejon ten
ma zdolno$¢ wigzania kalmoduliny i podjed-
nostki B (KINCAID i wspoétaut. 1988), zawiera
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takze domene (aminokwasy 457-482) odpo-
wiedzialng za autoinhibicje (HASHIMOTO i
wspotaut. 1990). Usuniecie tej domeny powo-
duje, ze kalcyneuryna staje sie fosfataza nie-
zalezng od Ca +(0'K eefe i wspOltaut. 1992). W
miejscu aktywnym, zwigzane koordynacyjnie z
histydyng, asparaginianem i asparaging znaj-
duja sie Zn i Fe + (GRIFFITH i wspotaut.
1995). Uwaza sie, iz metale utatwiajg defosfo-
rylacje poprzez uzyskanie wtasciwej orientacji
biatkowego substratu, a takze poprzez zwiek-
szenie elektrofilowosci fosforu i aktywacje wo-
dy do nukleofilowego ataku w stosunku do
substratu. Kalcyneuryna B posiada cztery do-
meny wigzgace wapn, o tak zwanej strukturze
-EF-hand”, podobne do takich domen w kal-
modulinie (Babu i wspo6taut. 1988). Podjedno-
stka B jest myrystylowana na swoim konicu N,
chociaz rola tej posttranslacyjnej modyfikacji
jest dos¢ niejasna i nie wydaje sie, aby miata
stuzy¢ zakotwiczaniu w bitonie; postulowany
jest raczej efekt stabilizujgcy strukture hetero-
dimeru (KENNEDY i wspotaut. 1996).
Aktywnosci fosfataz biatkowych, podobnie
jak i kinaz podlegajg wielu procesom regulacji.
Kalcyneuryna jest gtownie hamowana przez
leki immunosupresyjne, na przykiad FK506-
-FPKBP i cyklosporyne-cyklofiling (LIU i wspot-
aut. 1991). Zwiazki te w limfocytach T prowa-
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dzg do zahamowania defosforylacji czynnika
transkrypcyjnego NF-Atp (JAIN i wspotaut.
1993), ktéry kontroluje ekspresje genow kodu-
jacych interleukine-2 i czynnik martwicy no-
wotwordéw. Kalcyneuryna reguluje takze ak-
tywnos$¢ jadrowej fosfatazy 1, a wiec ma w
konsekwencji wptyw na stopien ufosforylowa-
nia CREB — biatka wigzgacego element odpo-
wiadajacy za wigzanie cAMP (BITO i wspétaut.
1996). Kalcyneuryna hamuje stymulowang
przez wapn aktywnos¢ czynnika transkrypcyj-
nego AP-1 na poziomie indukcji c-fos (SU i
wspotaut. 1996). Niedawno wykazano spadek
aktywnosci kalcyneuryny w chorobie Alzhei-
mera, co by¢ moze ma zwigzek z nadmierng
fosforylacjg biatka tau (LADNER i wstpotaut.
1996). Poziom fosforylacji biatek zalezy od ak-
tywnosci dwu przeciwstawnych sobie proce-
séw, fosforylacji i defosforylacji. Jak wazne sag
oba te procesy, moze Swiadczy¢ fakt, iz geny
kodujace kinazy i fosfatazy biatkowe stanowig
4% genomu organizmow eukariotycznych
(Hunter 1995). Nie wszystkie kinazy czy fosfa-
tazy sa bezposrednio regulowane przez wapn,
tym niemniej nalezy wzigé pod uwage fakt, ze
katalizowane reakcje sg zwykle tylko elemen-
tem calej kaskady proceséw, w ktorych przy-
najmniej jeden jest od wapnia zalezny.

CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASES AND PHOSPHATASES

Summary

Signal transduction pathways promote the stimula-
tion of protein kinases activities, resulting in protein
phosphorylation — a reversible posttranslational modifi-
cation. Increased levels of the second messengers, such
as CcAMP, cGMP, calcium and diacylglycerol raise the
activity of protein kinases A, G, and C, respectively.
Binding of agonists and cytokines to their receptors
results in a cascade of tyrosines' phosphorylation catal-

ysed by either receptor or soluble tyrosine kinases. Out of
protein kinases directly regulated by Ca2+ the protein
kinase C and calcium/calmodulin-dependent multifunc-
tional kinases are characterized in more detail. The struc-
tural similarities, especially in the catalytic domain, are
emphasized. A classification of protein phosphatases (PP)
is presented. The PP2B (calcineurin) protein is described
and compared with the other members of the PP family.
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