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KINAZY I FOSFATAZY BIAŁKOWE ZALEŻNE OD JONÓW  WAPNIA

Cechą charakterystyczną procesów życio
wych, zachodzących w komórce, jest ich wza
jemna regulacja pozwalająca na utrzymanie 
homeostazy, a więc utrzymanie określonych 
stężeń jonów i metabolitów w odpowiednich 
przedziałach komórkowych. Komórka, aby 
przeżyć, musi mieć także zdolność reagowania 
na zmiany zachodzące w jej otoczeniu, a wywo
łane pojawieniem się bodźca elektrycznego, za

pachowego, świetlnego, a także zmianą stężeń 
specyficznych substancji, na przykład neuro
przekaźników, hormonów, czynników wzrosto
wych czy pewnych toksyn. Sygnały zewnętrzne 
docierają do powierzchni komórek i poprzez 
oddziaływanie ze swoistymi receptorami uru
chamiają cały szereg procesów prowadzących 
ostatecznie do ekspresji specyficznych genów, 
a w efekcie do zmiany ilości pewnych białek.

KASKADA PRZEKAZYWANIA SYGNAŁÓW W KOMORCE I KINAZY BIAŁKOWE 
UCZESTNICZĄCE W TYM PROCESIE

W procesie przekazywania sygnałów z re
ceptora na błonie komórkowej do jądra bierze 
udział szereg białek i związków niskocząstecz- 
kowych zwanych także przekaźnikami wtórny
mi. I tak na przykład receptory posiadające 7 
fragmentów transbłonowych i połączone z 
białkami G (np. receptor muskarynowy acety
locholiny, metabotropowe receptory glutami
nianu, receptory noradrenaliny, 5-hydroksy- 
tiyptaminy, angiotensyny II, wazopresyny pa
rathormonu czy czynników uwalniających 
hormony tyrotropowe i gonadotropowe) wpły
wają na aktywność podjednostek a tych bia
łek. W  konsekwencji podjednostka a białek G 
oddysocjowuje od podjednostek (3 i y, następu
je hydroliza GTP związanego z podjednostką a, 
co może prowadzić do aktywacji kanałów, 
wpływać na aktywność cyklazy adenylowej, 
zmieniając poziom cyklicznego AMP (cAMP), 
czy wreszcie aktywować fosfolipazę C((3l), da
jąc w rezultacie trisfosfoinozytol uwalniający 
Ca z endoplazmatycznego retikulum (Bee- 
RIDGE 1993). Dimer (3/y może z kolei aktywo
wać inne izoformy fosfolipazy C ((32 i (33). Po
ziom trisfosfoinozytolu i następnie wapnia 
wzrasta także w wyniku działania fosfolipazy 
Cfyl) aktywowanej przez receptory o aktywno
ści kinaz tyrozynowych (np. receptory antyge

nów czy czynników wzrostowych). Dodatkowo 
wzrost stężenia wewnątrzkomórkowego wap
nia w komórkach pobudliwych może nastąpić 
po otworzeniu kanałów wapniowych w błonie 
plazmatycznej, przy czym mogą to być kanały 
zarówno regulowane napięciem, jak i związa
niem ligandu, na przykład glutaminianu. Z 
kolei aktywacja receptorów związanych z cy- 
klazą guanylową, na przykład receptora atrio- 
peptydów (przedsionkowych czynników powo
dujących wydalanie sodu z moczem), czy re
ceptorowych form cyklazy guanylowej aktywo
wanej peptydami z jaj jeżowca morskiego lub 
niewrażliwymi na temperaturę enterotoksyna- 
mi bakteryjnymi (CHINKERS i GARBERS 1991) 
powodują wzrost stężenia cyklicznego GMP 
(cGMP).

Zwiększenie ilości niskocząsteczkowych 
wtórnych przekaźników powoduje aktywację 
szeregu kinaz białkowych. I tak cAMP stymu
luje białkową kinazę A powodując jej dysocja- 
cję na dimer zawierający dwie podjednostki re
gulatorowe i dwa aktywne monomery podjed
nostek katalitycznych (TAYLOR i współaut. 
1990). Aktywność białkowej kinazy A  może 
być stymulowana w wyniku działania takich 
hormonów, jak hormon uwalniający hormony 
kortykotropowe, hormon tyreotropowy, adre-
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nokortykotropowy, hormony stymulujące ko
mórki interstycjalne i pęcherzyki Graffa, a tak
że przez prostacykliny PGI2, peptydy opioido- 
we czy adrenalinę i noradrenalinę (poprzez re
ceptor p).

Wzrost stężenia cGMP, spowodowany ak
tywacją odpowiednich receptorów, a także roz
puszczalnych form cyklazy guanylowej akty
wowanych NO, CO lub rodnikiem hydroksylo
wym OH, aktywuje białkową kinazę G (Tamir i 
współaut. 1996), co wpływa na regulację ta
kich procesów fizjologicznych jak rozluźnienie 
mięśni, agregację płytek krwi, przekazywanie 
sygnałów za pomocą neuroprzekaźników czy 
migrację neutrofili (VANUFFELEN i współaut.
1996).

Aktywacja fosfolipazy C, prowadząca do 
hydrolizy fosfolipidów inozytolowych daje w re
zultacie zwiększenie stężenia diacyloglicerolu i 
trisfosfoinozytolu, a w dalszej konsekwencji 
także wzrost stężenia cytozolowego wapnia z 
10 - 10  d o l O M .  Diacyloglicerol pojawia się 
także jako produkt reakcji katalizowanych 
przez fosfolipazy A2 i D. Wzrost ilości wolnego 
wapnia i diacyloglicerolu prowadzi do aktywa
cji białkowej kinazy C, stymulowanej przez fo
sfolipidy i Ca . Za aktywację szlaku fosfoino- 
zytolu są odpowiedzialne takie hormony, jak

tyroksyna, wazopresyna, gonadotropina, ty- 
reotropina, angiotensyna II/III, czy adrenalina 
działająca przez receptor a. Stymulacja komór
ki, prowadząca do uwolnienia wapnia z endo- 
plazmatycznego retikulum lub jego napływ z 
zewnątrz komórki, prowadzą także- do związa
nia wapnia przez szereg innych białek w ko
mórce. Należy do nich między innymi kalmo- 
dulina, białko o ogromnym znaczeniu dla regu
lacji procesów komórkowych, aktywujące mię
dzy innymi białkowe kinazy zależne od wapnia 
i kalmoduliny, znane w piśmiennictwie anglo
języcznym jako tak zwane CaM kinazy.

Pobudzenie receptorów o aktywności kina
zy tyrozynowej (receptory czynników wzrosto
wych, czy czynnika insulinopodobnego), a tak
że receptorów cytokin, rozpoczyna odpowie
dnio całe kaskady fosforylacji, w których biorą 
udział rozpuszczalne, cytozolowe białka o ak
tywności kinaz tyrozynowych, chociażby droga 
prowadząca przez białka JAK i STAT w  przy
padku pobudzenia przez cytokiny (SCHINDLER 

i DARNELL 1995) czy poprzez pośredniczące w 
przekazywaniu sygnału białka Ras (MARSHALL

1995), co w tym przypadku prowadzi ostatecz
nie do pobudzenia kaskady kinaz specyficz
nych w stosunku do seryny i treoniny (ZENNER 
i współaut. 1995).

FOSFORYLACJA BIAŁEK, A REGULACJA PROCESÓW KOMÓRKOWYCH

Regulacja aktywności szeregu białek, na 
przykład enzymów, transporterów, czy czynni
ków transkrypcyjnych, jest kilkuetapowa. 
Białka te w pierwszym rzędzie muszą ulec eks
presji w określonej tkance lub typie komórek, 
następnie często tworzą kompleksy oligome- 
ryczne, to znaczy składające się z podjedno
stek, ulegają także pewnym modyfikacjom 
posttranslacyjnym (HAN i MARTINAGE 1992), 
odpowiedzialnym za zmianę stopnia aktywacji 
lub lokalizację w komórce i ostatecznie reagu
ją  na zmiany stężeń jonów i metabolitów w 
swoim otoczeniu. Modyfikacje posttranslacyj- 
ne białek, poza wymienioną oligomeryzacją, 
obejmują takie procesy chemiczne, jak wytwo
rzenie mostków dwusiarczkowych między cy
sternami, hydroksylację proliny i lizyny, siar
czanowanie tyrozyny, adenylację tyrozyny, 
karboksylację glutaminianu, amidację C-koń- 
ca, amidację grup e-aminowych lizyny lub me- 
tylację, acetylację czy tworzenie wiązań pepty- 
dowych tego aminokwasu (HAN i MARTINAGE

1992), a także N- lub O-glikozylację (P a u ls o n

1989), ADP-iybozylację (HANSON i współaut.
1993), czy zakotwiczanie białek w błonie za

pomocą połączenia C-końca z etanolaminą, 
glikanem i glikozylofosfatydyloinozytolem 
(UDENFRIEND 1995). Białka także mogą podle
gać metylacji na swoim C-końcu, czy acylacji 
(najczęściej formylacji, acetylacji i myrystyla- 
cji) na swoim N-końcu. Ponadto wolne grupy 
SH mogą także tworzyć wiązanie tioeterowe w 
procesie izoprenylacji (GLOMSET i współaut. 
1990) lub palmitylacji (M ILLIGAN i współaut.
1995), przy czym ten ostatni proces, częściej 
zachodzący bliżej N-końca białek, jest odwra
calny. Także procesy fosforylacji białek należą 
do zjawisk odwracalnych, a stopień ufosforylo- 
wania białek w komórce zależy od regulacji 
przeciwstawnych procesów katalizowanych 
odpowiednio przez kinazy i fosfatazy białkowe.

Białka podlegają fosforylacji przez kinazy 
specyficzne w stosunku do reszt tyrozyno
wych, seiynowych, treoninowych, a także hi- 
stydyny i asparaginianu. W  przypadku fosfo
rylacji tyrozyny, proces ten jest katalizowany 
przez kinazy tyrozynowe, zarówno będące re
ceptorami, jak i kinazy rozpuszczalne. Osobną 
grupę stanowią kinazy fosforylujące białka na 
resztach serynowych i treoninowych. Należą
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do tej grupy wymienione już kinazy A, C, i G. 
Pewnym nietypowym białkiem jest kinaza 
MAP, kinaza białkowa aktywowana przez 
czynniki wywołujące mitozę (ang. mitogen ac
tivated kinase). Jest to właściwie grupa białek, 
które biorą udział w kaskadzie fosforylacji ak
tywowanych przez białka ras i kinazy tyrozy- 
nowe. Kinazy MAP są fosforylowane na re
sztach tyrozyny i treoniny przez kinazę kinazy 
MAP.

Została także opisana dwuetapowa fosfo
rylacja histydyny i asparaginianu, zaobserwo
wana początkowo u bakterii, a ostatnio także 
w  organizmach eukariotycznych (SWANSON i 
współaut. 1994). W  procesie tym kinaza ulega 
najpierw autofosforylacji na reszcie histydyno- 
wej, po czym wzajemnie fosforylują się podjed
nostki białka, a następnie w  procesie przenie
sienia fosforanu ulega ufosforylowaniu aspa- 
raginian.

Na rodzinę kinaz białkowych składa się 
ponad 300 różnych białek. Badania struktu
ralne, zainicjowane analizą struktury krysta
licznej białkowej kinazy A  (KNIGHTON i współ
aut. 1991) wykazały, że część katalityczna 
tworzy pewną powtarzającą się strukturę trze
ciorzędową. Ciekawe, że wszystkie typy kinaz 
białkowych, których strukturę poznano, cha
rakteryzują się pewnymi wspólnymi cechami 
części lub podjednostek katalitycznych, 
przede wszystkim powtarzalnością struktur p i 
ułożeniem dwu a-helis w stosunku do nich. 
Ponadto wszystkie zawierają pętlę bogatą w 
glicyny, odpowiedzialną za wiązanie ATP, a 
zwłaszcza reszty fosforanowej (H a n k s  i współ
aut. 1988). Zachowana jest także typowa 
struktura miejsca wiążącego substrat, mimo 
że różnią się sekwencje aminokwasowe w po
bliżu fosforylowanych seryn, treonin, tyrozyn 
(tab. 1 )

Tabela  1. W łasności n iektórych k inaz białkowych (wg TAYLO R i współaut. 1990)

Kinaza Struktura

czwartorzędowa

Mr

(kDa)

Aktywujący

ligand

Lokalizacja w  komórce Fosforylowana

sekwencja

PK A R2C2 R 48,0 cA M P cytoplazma i L R R A S *G L

C 40,8 błony

PKG e 2 140 cGM P cytoplazma L R R A S *G L

PKC E 77-80 Ca2', DAG, cytoplazma i P L R T L S *V A A K K

PS błony

CaM kinaza II dekamer, a  60 Ca2', CaM cytoplazma P L A R T L S *V A G L P G K K

dodekamer p 58

y  59

8 60

EGFR E 170 EGF transbłonowy L E D A E Y *A A R R R R G
Receptor a 2p2 60 insulina transbłonowy IE D N Q Y8TAR E G
insuliny

CaM kalmodulina; D AG  —  diacylogliccrol; EGF —  cpidcnnalny czynnik wzrostowy; EGFR —  receptor EGF; PS —  fosfatydyloscryna.

KINAZY BIAŁKOWE REGULOWANE PRZEZ Ca2+

KINAZY REGULOWANE PRZEZ Ca2+-KALMODULINĘ

Pierwszą poznaną kinazą białkową regulo
waną przez Ca +-kalmodulinę była kinaza fo- 
sforylazy glikogenu. Kalmodulina jest jednym 
z głównych receptorów Ca + w wielu komór
kach. Kompleks kalmoduliny z wapniem akty
wuje szereg enzymów, w tym kinazy białkowe. 
Część z nich to kinazy katalizujące fosforylację 
jednego, docelowego białka, jak kinaza lekkie
go łańcucha miozyny, kinaza fosforylazy gliko
genu czy kinaza III (kinaza czynnika elonga- 
cyjnego) (H a n s o n  i SCHULMAN 1992). Przez

2+
Ca -kalmodulinę są aktywowane także kinazy 
białkowe fosforylujące wiele białek (CaM kina
zy), tak zwane kinazy wielofunkcyjne, do 
których należą kinaza I, kinaza II i kinaza IV.

Najlepiej poznaną jest CaM kinaza białko
wa II, w przypadku której holoenzym jest oli
gomerem składającym się głównie z podjedno
stek a i p, występujących w stosunku od 6:1 
do 1:8 (VALLANO 1990); stwierdzono także obe
cność innych izoform, y i 5 (TOBIMATSU i F u 

jis a w a  1989). Chociaż izomery te są kodowane 
przez różne geny stwierdzono 85% homologii w
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sekwencji aminokwasów i zachowanie homo- 
logii funkcjonalnej, podobnej do formy a. I tak 
w podjednostce a aminokwasy od 1 do 
263-274 stanowią część katalityczną, homolo
giczną do innych kinaz regulowanych przez 
kalmodulinę (kinazy lekkiego łańcucha miozy
ny, czy kinazy fosfoiylazy). Region od 275 do 
314 aminokwasu jest częścią regulatorową, 
zawierającą sekwencje odpowiedzialne za au- 
toinhibicję i wiązanie kalmoduliny. Koniec C 
odpowiada natomiast za oligomeiyzację i aso
cjację podjednostek w holoenzym (LEVINE i SA- 
HYOUN 1987, LIN i współaut. 1987).

CaM kinaza II nie jest aktywna przy ni
skim stężeniu wapnia (ryc. 1 ), gdy jednak stę
żenie tego jonu wzrasta do 0,5-1 |iM, 4 jony 
Ca wiążą się z 1 cząsteczką kalmoduliny, co 
zwiększa jej powinowactwo do wielu białek. W 
przypadku CaM kinazy II, kalmodulina wiąże 
się do dwu sąsiednich podjednostek z krótki
mi domenami: zasadową ( Arg-Arg-Lys ) i 
hydrofobową (Fen , Ala29 ) (PUTKEY i WA- 
XHAM 1996). Domena ta jest odpowiedzialna 
także za autoinhibicję kinazy ( K e l l y  i współ
aut. 1988). Zmiana konformacyjna po związa
niu kalmoduliny powoduje autofosfoiylację 
między podjednostkami na Tre , a następnie 
związanie Mg -ATP. Zachodząca dalej między 
podjednostkami lub w obrębie tej samej pod
jednostki autofosforylacja na resztach seryno-

wych i treoninowych powoduje dalszą zmianę 
konformacyjną kinazy, a w konsekwencji po
wolną dysocjację kalmoduliny. Autofosforyla
cja powoduje, że kinaza może dalej katalizo
wać fosforylację białek w sposób niezależny od 
wapnia. Autofosforylacja na Tre . zmniejsza 
zdolność kalmoduliny do oddysocjowania 
(HANSON i SCHULMAN 1992), gdy jednak miej
sce wiążące kalmodulinę zostanie odsłonięte w 
wyniku powolnej dysocjacji, kinaza ule^a rap
townej autofosforylacji na Tre i Tre w re
akcji niezależnej od Ca + (Patton  i współaut.
1990), co hamuje dalszą aktywację przez kal
modulinę. Proces fosfoiylacji może być od
wrócony przez fosfatazy białkowe 1 lub 2A 
(Hashim oto  i współaut. 1987, LOU i SCHUL
MAN 1989, PATTON i współaut. 1990).

Specyficzność zależnej od kalmoduliny 
białkowej kinazy I (CaM kinazy I) przypomina 
raczej aktywność kinazy białkowej A  (NAIRN i 
GREENGARD 1987), zwłaszcza jeśli chodzi o fo- 
sfoiylację synapsyny I. Kinaza ta jest mono
merem i także podlega autofosforylacji na treo- 
ninie.

Zależna od kalmoduliny białkowa kinaza 
IV, zwana także kinazą Gr ze względu na jej 
obfite występowanie w ziarnistych komórkach 
w móżdżku (ang. cerebellar granule cells) wy
kazuje 32% identyczności z kinazą II (MEANS i 
współaut. 1991). Składa się z dwóch podjed-

2+
Rys. 1. Struktura i mechanizm działania kinazy białkowej II zależnej od Ca i kalmoduliny.

a. Uproszczony schemat struktury z zaznaczeniem poszczególnych rejonów białka, b. Schemat aktywacji i autofosfory
lacja kinazy. K — domena katalityczna, I — domena odpowiedzialna za hamowanie, P — miejsca ufosforylowane, kształt 
hantli odpowiada kalmodulinie ze związanym wapniem (zmodyfikowane wg Ha n so n  i S c h u lm a n a  1992).
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nostek o masach cząsteczkowych 56 i 67 kDa. 
Kinaza ta także ulega autofosforylacji na treo- 
ninie, jednak efekty tego procesu są stosunko
wo złożone, bowiem aktywność przestaje być 
zależna od wapnia i jednocześnie wzrasta po
winowactwo do ATP i substratu. Kinaza ta wy
stępuje w jądrze (JENSEN i współaut. 1991) i 
jej aktywność wiąże się ze stymulacją trans
krypcji, która zachodzi przez fosforylację 
CREB (białka wiążącego element odpowiadają
cy za wiązanie cAMP, ang. cAMP-responsive 
element binding protein) (ENSLEN i współaut.
1994). Kinaza IV wiąże ponad 3 mole fosfora
nu na mol enzymu (O k u n o  i współaut. 1995), 
przy czym początkowa fosforylacja zachodząca 
na bogatym w seiyny końcu N białka jest nie
zbędna do aktywacji. Kinaza IV też zawiera w 
swojej strukturze domenę odpowiedzialną za 
autoinhibicję (TOKUMITSU i współaut. 1994). W 
ciągu ostatnich trzech lat zidentyfikowano 
także kaskadę kinaz zależnych od kalmoduli
ny, w której kinaza CaM kinazy fosforyluje i 
aktywuje kinazy I i IV (L e e  i E d e lm a n  1994, 
SELB ERT i współaut. 1995, TOKUM ITSU i 
współaut. 1994). Kaskada kinaz CaM może 
aktywować kinazy MAP (ERK-2, JNK-1, p38) i 
stymuluje transkrypcję przez fosforylację Elk- 
1 (ENSLEN i współaut. 1996).

KINAZA BIAŁKOWA C

Odkrycie przez Nishizukę i współpracow
ników (INOUE i współaut. 1977, TAKAI i współ
aut. 1977) nowej białkowej kinazy niezależnej 
od cAMP, stymulowanej natomiast przez fosfo
lipidy i wapń, doprowadziło do nazwania tego 
enzymu kinazą białkową C, ze względu na 
stwierdzoną zależność od Ca +. Sklonowanie 
szeregu izoform tej kinazy pozwoliło na okre
ślenie, że tylko tak zwane klasyczne izoformy 
(a, (31, (311 i y) są regulowane przez wapń. Oka
zało się, że w izoformach kinazy C występują 
cztery zachowane w ewolucji domeny C1-C4 
(COUSSENS i współaut. 1986). Domena C l 
(rys. 2) zawiera fragment sekwencji bogaty w 
cysteiny, podwojony w większości izoenzy- 
mów; fragmenty te tworzą miejsce wiążące dia- 
cyloglicerol i estry forbolu, aktywatory kinazy 
C ( B e l l  i B u r n s  1991). Przed domeną bogatą 
w cysteiny, bliżej końca N białka, znajduje się 
sekwencja odpowiedzialna za autoinhibicję ki
nazy, tak zwana domena pseudosubstratowa 
(HOUSE i KEM P 1987). Domena C2 jest rozpo
znawana przez kwaśne lipidy i w niektórych 
izoformach stanowi także miejsce wiążące 
Ca (N e w t o n  1993, 1995a). Głównymi lipido
wymi aktywatorami są fosfatydyloseryna i dia-

cyloglicerol; częściową aktywację enzymu 
można także zaobserwować w obecności bisfo- 
sforanu inozytolu, kwasu fosfatydowego czy 
arachidonowego ( B e l l  i BURNS 1991). Domeny 
C3 i C4 stanowią część katalityczną i zawiera
ją  miejsca wiążące ATP oraz substrat białkowy 
( T a y lo r  i R a d z io -A n d z e lm  1994). Region od
dzielający część regulatorową kinazy od jej 
części katalitycznej ulega łatwo proteolizie, 
gdy enzym jest przyczepiony do błony (NEW 

TON 1995b). Oddzielona w ten sposób domena 
katalityczna (kinaza białkowa M) jest uwolnio
na od pseudosubstratu i jest formą aktywną 
(INOUE i współaut. 1977).

Rys. 2. Schem at struktury izoenzym ów  białkowej 
kinazy C.
Przedstawiono budowę izoform klasycznych (a), nowych 
(b) i atypowych (c). Literami C1-C4 oznaczono domeny 
konserwatywne i zaznaczono liczbę tak zwanych „palców 
cynkowych w domenie C l”.

Znanych jest 11 izoenzymów kinazy biał
kowej C i można je, dzięki podobieństwu 
strukturalnemu, podzielić na trzy grupy (Nl- 
SHIZUKA 1995). Najlepiej są poznane tak zwa
ne klasyczne (konwencjonalne) izoformy, a 
mianowicie a, (31 i (311 (powstające w wyniku al
ternatywnego składania RNA) oraz y. Ich do
mena C2 zawiera miejsce wiążące wapń. Dru
gą dobrze scharakteryzowaną grupą są tak 
zwane nowe białkowe kinazy C (5, e, r\, x, ą), 
które są podobne do form konwencjonalnych, 
z tą różnicą, że domena C2 nie ma grup funk
cyjnych wiążących Ca +. Trzecią grupę stano
wią tak zwane formy atypowe, £ i f , które nie 
mają domeny C2 , a w domenie C l posiadają 
tylko 1 fragment bogaty w cysteiny, co naj
prawdopodobniej jest przyczyną ich braku 
wrażliwości na estry forbolu.

Białkowa kinaza C fosforyluje reszty sery- 
nowe i treoninowe, w których pobliżu znajdują
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się aminokwasy zasadowe (KENNELY i KREBS
1991). Aktywacja kinazy polega na odsłonięciu 
domeny pseudosubstratowej, która w tej posta
ci łatwo ulega proteolizie. Związanie aktywato
rów, jakimi są estiy forbolu lub diacyloglicerol, 
z kinazą powoduje związanie enzymu z błoną 
(Kraft i Anderson  1983), a także obniżenie 
stężeń wapnia i fosfatydyloseiyny, a więc ligan- 
dów domeny C2, niezbędnych do aktywacji 
(NEWTON i Keranen  1994). Związanie fosfatydy- 
loseryny, a w klasycznych izoformach także 
wapnia, do domeny C2, zwiększa powinowac
two kinazy do ujemnie naładowanych fosfolipi
dów, a także powoduje zmianę konformacyjną, 
ułatwiającą zajście proteolitycznego rozszcze
pienia części katalitycznej i regulatorowej.

Białkowa kinaza C jest syntezowana w for
mie nieaktywnej, a następnie podlega trzem 
kolejnym fosforylacjom (NEWTON 1995b). 
Pierwsza fosforylacja (katalizowana przez nie 
zidentyfikowaną kinazę) na Tre zachodzi je 

szcze w trakcie syntezy białka. Wywołana tą 
fosfoiylacją zmiana konformacyjna powoduje 
autofosfoiylację na końcu C kinazy (Tre ) , a 
następnie na Ser , co doprowadza do uwol
nienia enzymu do cytozolu. Wydaje się, że 
pierwsza fosforylacja jest procesem odwracal
nym (N e w to n  1995b), co sugeruje, że białko
wa kinaza C może być regulowana przez dwa 
niezależne szlaki, a mianowicie przez fosfoiy- 
lację/defosfoiylację wpływającą na subkomór- 
kową lokalizację enzymu i poprzez przekaźniki 
drugiego rzędu ułatwiające przyłączenie kina
zy do błon.

Znanych jest wiele białkowych substratów 
kinazy C, ich fosforylacja może wpływać na 
funkcję receptorów, kanałów, a także zmieniać 
procesy metaboliczne czy ekspresję genów. 
Wszystkie te zjawiska mają wpływ z jednej 
strony na wzrost i podział komórek, a z drugiej 
— na procesy różnicowania (CLEMENS i współ
aut. 1982).

FOSFATAZY BIAŁKOWE

Około 30% białek komórkowych jest w 
formie ufosforylowanej. Proces odwrotny, a 
więc usunięcie reszty fosforanowej jest katali
zowane przez fosfatazy białkowe. Fosfatazy 
białkowe, biorąc po uwagę podobieństwa 
strukturalne, podzielono na czteiy grupy (rys. 
3). Pierwszą stanowią fosfatazy specyficzne w 
stosunku do fosfoseryny i fosfotreoniny, tak 
zwana grupa PP (zwana też PSTP), do której 
należą PP1, PP2A i PP2B, znana jako kalcyneu- 
ryna (COHEN 1989). Fosfataza PP2C, chociaż 
także wykazująca specyficzność do ufosfoiylo-

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

Liczby z prawej oznaczają liczbę aminokwasów w poszcze
gólnych białkach. W przypadku fosfatazy PP2B pokazano 
schemat budowy podjednostki A i gwiazdkami zaznaczo
no miejsca interakcji z regulatorową podjednostką B 
(zmodyfikowane wg C oi-ie n  i C o h e n a  1989).

wanych reszt seiyny i treoniny, nie wykazuje 
podobieństw strukturalnych w  stosunku do 
pierwszej grupy, ponadto jest stymulowana 
przez jony magnezu. Ufosfoiylowane reszty ty
rozyny podlegają hydrolizie dzięki fosfatazom 
tyrozynowym (PTP), a także fosfatazom, które 
defosfoiylują, oprócz fosfotyrozyn, także fosfo- 
seiynę i fosfotreoninę. Wreszcie czwartą grupę 
stanowią fosfatazy o niskiej masie cząsteczko
wej, które hydrolizują aiylowe estry fosforanu.

Fosfataza PP2B (kalcyneuiyna), chociaż 
wykazuje specyficzność w stosunku do ufosfo- 
rylowanych reszt seryny i treoniny jest jednak 
unikalna, ponieważ jej aktywność jest regulo
wana przez Ca/kalmodulinę. Kalcyneuryna 
jest heterodimerem, składającym się z katali
tycznej podjednostki A  (58 i 59 kDa) i mniej
szej, regulatorowej podjednostki B (19 kDa). 
Izoenzymy kalcyneuryny A  powstają w wyniku 
alternatywngo składania RNA, chociaż opisa
no także izoformę, będącą produktem innego 
genu (COHEN i COHEN 1989). Kalcyneuiyna B 
jest kodowana przez pojedynczy gen we wszy
stkich tkankach z wyjątkiem jąder, w  których 
występują trzy izoenzymy — produkty genów 
zlokalizowanych na trzech różnych chromoso
mach (W ANG i współaut. 1996). Kalcyneuiyna 
A wykazuje ponad 40% homologii z PP1 i PP2A 
(ITO i współaut. 1989), jest ona jednak o 170 
aminokwasów dłuższa na C-końcu. Rejon ten 
ma zdolność wiązania kalmoduliny i podjed
nostki B (KINCAID i współaut. 1988), zawiera
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także domenę (aminokwasy 457-482) odpo
wiedzialną za autoinhibicję (HASHIM OTO i 
współaut. 1990). Usunięcie tej domeny powo
duje, że kalcyneuryna staje się fosfatazą nie
zależną od Ca + (O ’K e e f e  i współaut. 1992). W 
miejscu aktywnym, związane koordynacyjnie z 
histydyną, asparaginianem i asparaginą znaj
dują się Zn i Fe + (GRIFFITH i współaut.
1995). Uważa się, iż metale ułatwiają defosfo- 
rylację poprzez uzyskanie właściwej orientacji 
białkowego substratu, a także poprzez zwięk
szenie elektrofilowości fosforu i aktywację wo
dy do nukleofilowego ataku w stosunku do 
substratu. Kalcyneuryna B posiada cztery do
meny wiążące wapń, o tak zwanej strukturze 
„EF-hand”, podobne do takich domen w kal- 
modulinie (B a b u  i współaut. 1988). Podjedno
stka B jest myrystylowana na swoim końcu N, 
chociaż rola tej posttranslacyjnej modyfikacji 
jest dość niejasna i nie wydaje się, aby miała 
służyć zakotwiczaniu w błonie; postulowany 
jest raczej efekt stabilizujący strukturę hetero- 
dimeru (KENNEDY i współaut. 1996).

Aktywności fosfataz białkowych, podobnie 
jak i kinaz podlegają wielu procesom regulacji. 
Kalcyneuryna jest głównie hamowana przez 
leki immunosupresyjne, na przykład FK506- 
-FPKBP i cyklosporynę-cyklofilinę (LlU i współ
aut. 1991). Związki te w limfocytach T  prowa

dzą do zahamowania defosforylacji czynnika 
transkrypcyjnego NF-Atp (JAIN i współaut.
1993), który kontroluje ekspresję genów kodu
jących interleukinę-2 i czynnik martwicy no
wotworów. Kalcyneuryna reguluje także ak
tywność jądrowej fosfatazy 1 , a więc ma w 
konsekwencji wpływ na stopień ufosforylowa- 
nia CREB — białka wiążącego element odpo
wiadający za wiązanie cAMP (BITO i współaut.
1996). Kalcyneuryna hamuje stymulowaną 
przez wapń aktywność czynnika transkrypcyj
nego AP-1 na poziomie indukcji c-fos (SU i 
współaut. 1996). Niedawno wykazano spadek 
aktywności kalcyneuryny w chorobie Alzhei
mera, co być może ma związek z nadmierną 
fosforylacją białka tau (LADNER i wsłpółaut.
1996). Poziom fosforylacji białek zależy od ak
tywności dwu przeciwstawnych sobie proce
sów, fosforylacji i defosforylacji. Jak ważne są 
oba te procesy, może świadczyć fakt, iż geny 
kodujące kinazy i fosfatazy białkowe stanowią 
4% genomu organizmów eukariotycznych 
(H u n t e r  1995). Nie wszystkie kinazy czy fosfa
tazy są bezpośrednio regulowane przez wapń, 
tym niemniej należy wziąć pod uwagę fakt, że 
katalizowane reakcje są zwykle tylko elemen
tem całej kaskady procesów, w których przy
najmniej jeden jest od wapnia zależny.

CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASES AND PHOSPHATASES

S u m m a r y

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 cAMP, 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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