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REZUMAT

Complexul fosfatidilinozitolilor reprezintd principalul
mecanism de semnalizare intracelulara. IP,-ul rezultat in
urma hidrolizei PIP,, mobilizeaza calciul din depozitele
intracelulare, declansand activarea celulara. IP, se fixeaza
pe receptori specifici, care sunt canale de calciu, localizate
pe membrana calciozomilor. Afinitatea IP, pentru structurile
receptoare poate fi modulata de o serie intreaga de factori:
protein kinaza A, protein kinaza C, Ca®‘-calmodulin
kinaza, Ph-ul, Mg?®*, ATP si chiar de receptorul insusi. De
mentionat faptul ca exista si alti fosfoinozitoli, care prezinta
afinitate pentru receptorul pentru IP, dar care au si
receptori specifici. Rolul lor biologic este insa incomplet
cunoscut.

CUVINTE CHEIE: Fosfatidil inozitoli, inozitol trifosfat

ABSTARCT

The phosphotidil inositol complex and

its products of hydrolisis

The phosphatidil inositol complex represents the main
mechanism for intracellular signal, following membranal
receptor activation. IP, is the most important member of
this group, but not the only one. IP, induces mobilization
of the calcium from internal stores, after coupling with its
receptor (Ca*-channel). This calcium will start different
cellular processes. The interaction of IP, with the specific
receptor is modulated by several mechanisms, like protein
kinase A, protein kinase C, Ca*-calmodulin kinase, pH,
Mg?*, ATP and also by calciu or by the receptor itself. The
biological role of the others phosphoinositols is still
unknown. They have some affinity for the IP -receptor but
there were identified some other receptors, specific for

them, also with not well established significance.
KEY WORDS: Phosphatidil inositols, inositol

triphosphat

Primele experiente care au evidentiat importanta
inozitolilor in semnalizarea celulard, deci in transmiterea
unei informatii de la nivel extracelular la nivelul unor efectori
situati in interior, dateazi din 1953, in urma lucrarilor lui
Hokin & Hokin (Hokin M.R. si Hokin L.E., 1953). In 1975
s-a demonstrat cd, in urma activirii receptorilor celulari,
are loc o hidrolizd intensa a fosfatidil inozitolilor din
structurile lipidice membranare, cu cresterea marcatd a
Ca>, (Michel R.H., 1975). A fost identificat cu aceeasi ocazie
si fosfatidilinozitol (4,5)difosfat (PI(4,5P,) (Berridge M.].,
1983). Imediat a fost stabiliti si enzima ce catalizeaza
hidroliza acestor structuri si anume fosfolipaza C
(PLC) (Cockcroft S. si Thomas G.M.H., 1992).

Astdzi se cunoaste cd activarea PLC este legatd de
activarea receptorilor transmembranari legati de proteinele
G (RTLPG) sau de activarea receptorilor factorilor de
crestere - Factorul de cregtere epidermal (EGF), Factorul de
crestere plachetar (PDGF) etc. -care prezinta direct sau
indirect activitate de tip tirozin kinazica (Cockcroft S. si
Thomas G.M.H., 1992, Berridge M.J., 1993).

In urma actiunii PLC are loc hidroliza PI(4,5) P, in inozitol
(1,4,5) trifosfat (I(1,4,5)P, notat simplu IP,) sau D-myo-inozitol
si 1,2 diacil-glicerol (DAG).

IP, are un rol fundamental in mobilizarea Ca* din
depozitele interne iar DAG riméne la nivelul membranei
celulare, stimulind cea mai mare parte a familiei
protein-kinazelor C (PKC), care, la randul lor, fosforileaza
alte structuri, cum ar fi canale ionice, proteine membranare,
miozina etc. determindnd activarea sau blocarea acestora

(Fig. 1).
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Figura 1. Mobilizarea Ca** prin sistemul IP,.

Prin fixarea unui ocitocic pe receptorul specific (R),
are loc activarea unei proteine G (G), care va stimula, la
randul ei, fosfolipaza C (PLC). Aceasta va hidroliza fosfatidil
(4,5) difosfatul (PIP,), cu generarea a doi mesageri
secunzi, inozitol(1,4,5) trifosfatul (IP,) si diacil
glicerolul (DAG). IP, se va fixa pe receptorul sau (RIP,),
cu mobilizarea Ca®* din calciosomi iar DAG va ramane la
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nivelul membranei celulare, activind protein kinaza C
(PKC) (pe linga alte structuri). Aceasta, la randul ei, poate
fosforila canale ionice sau alte proteine membranare.

In afard de IP,, care reprezinti de departe cel mai
important membru al grupului, o serie intreaga de fosfati
de inozitol au capacitatea de a mobiliza Ca* din rezervele
intracelulare (Fig. 3).

Receptorul pentru IP, este cuplat cu canalul de Ca* si
este localizat la nivelul membranei reticulului endoplasmatic
(RE) - de fapt la nivelul depozitelor calcice aflate la acest
nivel, denumite calciosomi.

Acest receptor este alcituit din 4 subunititi identice,
avand fiecare o greutate moleculard de 260 kDa. Fiecare
din ele prezintd o portiune transmembranard, alcituiti
probabil din 6 domenii de partea portiunii C-terminald a
lantului peptidic si o portiune mai mare, citre citoplasma,
alcatuitd dintr-o zond de legare pentru IP, si o zond legatd
de canalul de Ca* (Ferris C.D. si Snyder S.H., 1992) (Fig.
2).
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Figura 2. Reprezentarea schematicd a
receptorului pentru IP, de la nivelul RE.
Acesta este alcdtuit din 4 subunitdti
identice, delimitand in centru canalul
de calciu. Cele 6 domenii trans-
membranare ale fiecdrei subunitdti,
sunt localizate in portiunea
C-terminald a lantului proteic iar
situsul de legare in portiunea
N-terminald. Sunt ardtate locurile de
actiune ale protein kinazei A (PKA) si
ATP-ului. Nu este cunoscut locul de
actiune al protein kinazei C (PKC) si al
protein kinazei dependente de
complexul Ca*-calmodulind.

intre timp au fost evidentiate mai multe tipuri de receptori
pentru IP,, produse de 4 gene diferite, iar fiecare dintre
acestia prezentand mai multe izoforme (Mikoshiba M., 1993).

Un lucru deosebit de interesant s-a dovedit a fi variatia
intensitatii efectului obtinuta prin stimularea cu IP, a
receptorului siau specific.

Astfel, s-a observat ca, in concentratie mica (<0,3?M),
calciul intracelular actioneazd ca un co-agonist al IP,,
eliberarea din depozite a Ca* fiind amplificatd (lino M.,
1990; Ogden D.C. si col., 1993). La concentratii mari insa,
Ca* inhiba legarea IP, de receptor (ancepind cu 0,4?M).
S-a demonstrat insd c@ receptorul purificat de IP, este
insensibil la variatia concentratiei de Ca*, dar sensibilitatea
este reinstalatd prin aditia unei proteine membranare de
15kDa, denumitid calmedind (Danoff S.K. si col,, 1988). Se
pare ca acest complex, Ca’*-calmedind este raspunzitor de
inhibarea cuplirii IP, pe receptor (Fig. 2).

In conditii de repaus, concentratia de calciu intracelular
este aproximativ 10°M, depozitele intracelulare sunt pline,
iar afinitatea receptorului pentru IP, este maxima. Prin
actiunea acestuia din urmi, un numir mare de canale
calcice se deschid, atingandu-se rapid un varf
concentrational de Ca*. Totusi, procentul de Ca* mobilizat
din depozite este destul de mic, canalele de Ca*
inchizdndu-se imediat ce concentratia intracelulard a acestui
ion este suficient de mare. Apoi cantitatea de Ca®* din
depozite se reface gratie pompelor de Ca*.

O serie intreagad de alti compusi - protein-kinaze,
adenozind, cationi bivalenti - sau pH-ul, pot modela
reactivitatea receptorului pentru IP, si participa astfel
indirect la controlul eliberdrii de Ca* din depozitele
intracelulare.

Astfel, activitatea maximi a receptorului, pare a fi
realizata la un pH de 8,0-8,5, valoare ce corespunde unei
afinitdti maxime pentru IP,. Este posibil ca alcalinizarea
citosolului, ce apare ca urmare a stimulirii celulare prin
hormoni sau factori de crestere, si determine o facilitare a
eliberdrii de Ca* din depozitele intracelulare.

Ionul de Mg*, la concentratii intre 10uM si 1mM, inhiba
legarea IP, de receptor dar nu se cunoaste importanta
fiziologica a acestui fapt.

Protein kinaza A-dependenta de AMPc (PKA) actioneazi
prin fosforilarea in doud locuri a lantului peptidic al fiecarei
unititi apartinind receptorului IP, (Ferris C.D. si Snyder
S.H., 1992) (Fig, 2). In urma acestei actiuni, afinitatea
receptorului este diminuati. Totusi, fenomenul nu a fost
demonstrat decét la nivelul neuronilor apartinand SNC.

In acelasi timp, se stie insd ca AMPc poate stimula
mobilizarea ionului de Ca* din depozitele intracelulare,
putindu-se afirma ci receptorul pentru IP, joaca un rol
important in cuplarea diferitelor mecanisme de modulare a
concentratiei de Ca* in celuld, mecanisme in care sunt
implicati si alfi mesageri secunz, in afara IP,.

Protein kinaza C (PKC) si protein kinaza dependentd de
complexul Ca**-calmo-duling (Ca*-calmodulin protein kinaza
- Ca*CPK) pot determina fosforilarea receptorului, dar locul
lor de actiune nu a fost evidentiat (Fig. 2).

Mai mult, s-a demonstrat cd insusi receptorul are
activitate intrinseca de tip serin-kinazicd, fiind capabil de un
proces de autofosforilare (cu sciiderea afinitatii pentru IP,),
precum si de fosforilarea altor substraturi (Ferris C.D.,
Cameron AM. si col, 1992).

Importanta fiziologicd a acetor procese de fosforilare
este insd incerti.

ATP-ul, la concentratii mai mari de 0,5mM, actioneazi
ca un inhibitor competitiv al IP, pentru situsul de legare al
acestuia pe receptor. Dar la concentratii cuprinse intre 10
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si 500uM faciliteaza cuplarea IP, cu receptorul sau, probabil
printr-o modificare a orientdrii spatiale a acestuia.

Este putin probabil ca si existe variatii atat de importante
ale concentratiei de ATP, incat sd fie capabile si modifice
afinitatea receptorului pentru IP,. Dar chiar si asa, se poate
constata rolul reglator al nucleotidului: pe de o parte
cresterea concentratiei de ATP intracelular scade afinitatea
receptorului pentru IP,, reducind mobilizarea de calciu din
calciosomi, iar pe de alta, ATP-ul va servi ca substrat pentru
ATP-azele ce actioneazi ca pompe de Ca*, pompe ce
reintroduc ionul deja mobilizat, in depozitele intracelulare
(Ferris C.D. si Snyder S.H., 1992) (Fig. 2).

De asemenea, s-a aratat cd ankirina (o proteina ce
actioneazi impreund cu actina pentru a realiza un schelet
de sustinere al membranei celulare), inhiba legarea IP, de
receptorul sdu.

In fine, doud molecule de receptor pot interactiona intre
ele, prin marea lor extremitate amino-terminala si pot forma
punti intre doud membrane ale RE. Aceste impachetiri de
cisterne ale RE rezultate, nu sunt permanente, ci se
formeazi in anumite conditii fiziologice si probabil participa
la miscérile dinamice ale membranelor RE. Totusi rolul
biologic ale acestor interactiuni receptor-receptor nu este
cunoscut.

Exista si experimente care ilustreazi actiunea directd a
IP, asupra unor receptori membranari celulari, de tipul
celor cuplati cu proteinele G. Ca urmare, are loc deschiderea
canalelor de Ca*, cu patrunderea calciului in celula
(Meldolesi J. si col.,, 1990). Legarea IP, de receptorul
membranar este inhibatd de heparina.

1(1,4,5)P, este metabolizat prin doud cai principale
(Shears S.B., 1981; Erneux C. si Takazawa K., 1991): prin
defosforilare via 5-osfutazd la 1(1,4)P, si prin fosforilare via

PI(3,4,5)P 4
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3-kinazda la 1(1,3,4,5)P,. (Defosforilarea 1(1,4,5)P, prin
I-fosfataza la 1(4,5)P, sau a 1(1,4)P, la I(4)P sunt putin
importante d.p.d.v. biologic) (Fig.3).

Afinitatea 3-kinazei pentru 1(1,4,5)P,, este superioard
5-fosfatazei. 3-kinaza este o enzima sensibild la complexul
Ca*-calmodulini, complex care-i stimuleazi activitatea
(Emneux C. si Takazawa K., 1991).

A fost evidentiat rolul 1(1,3,4,5)P, in stimularea
patrunderii extracelulare a Ca®, prin legarea acestui compus
de o proteind cu mare specificitate, proteind reprezentata
probabil tot de un receptor de tip “serpentina”, cuplat cu
o proteind G (Irvine R.F.si Moor R.M., 1986; Vanayaplanich
M. si col., 1994).

In acelasi timp, 1(1,3,4,5)P, actioneazd direct asupra
receptorului pentru IP,, mobilizind Ca* din depozitele
intracelulare (Wilcox RA. si col., 1993).

1(1,3,4,5P, este metabolizat mai departe la 1(1,3,4)P,
sub actiunea 5-osfatazei. Acesta este fie defosforilat in doud
etape la I(1)P, fie este fosforilat sub actiunea 6-kinazei la
1(1,3,4,6) P, (Fig. 3).

La randul siu, I1(1,3,4,6)P, este fosforilat de 5-kinazd la
1(1,3,4,5,6)P,. Fiecare din cei doi produsi rezultati in
continuare, prin fosforilare - 1(1,2,3,4,5,6) P, - datd de 2-kinaza
sau prin defosforilare - 1(3,4,5,6)P, - datd de I-fosfataza (Fig.
3), au fost identificati in concentraﬁi crescute in urma
stimulérii PLC si le-a fost dovediti capacitatea de a stimula
receptorul pentru IP,.

Se poate chiar nota o ierarhizare a capacititii acestor
fosfati de inozitol dupa capacitatea de a stimula receptorul
pentru IP, si anume: I(1, 4 ,5)P, (care are de departe cel mai
puternic efect) >> 12,45P, > 1(34,56)P, > 1(1,3,4,5P, >
1(1,3,4,5,6)P, > 1(1,3,4)P, > l(I)P > I(1 4)P >1(1,2,3,4 SG)P
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Figura 3. Complexul fosfatidil inozitolilor.
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Fosfatidil inozitol (4,5) difosfatul - PI(4,5)P,, poate
fi: a)hidrolizat sub actiunea fosfolipazei C (PLC), cu formare
de inozitol (1,4,5) trifosfat - I(1,4,5)P, si diacil glicerol
(DAG); b)hidrolizat de fosfolipaza D (PLD), rezultind acid
fosfatidic (AF) si inozitol (4,5) difosfat - 1(4,5)P,;
c)hidrolizat de fosfolipaza A, (PLA,), generandu-se
lizo-fosfatidil inozitol (4,5) difosfat - L-PI(4,5)P, si
acid arahidonic (AA); d)fosforilat de citre fosfatidil inozitol
(4,5) difosfat 3-kinaza (PIP,3-kinaza), cu formare de
fosfatidil inozitol (3,4,5) trifosfat- PI(3,4,5)P,. Toate
aceste trei reactii genereaza mesageri secunzi, implicati in
semnalizarea intracelulari. Este aritatd si calea de
metabolizare a inozitol polifosfatilor. Defosforilarea finald a
I(1)P, I(3)P si I(4)P la inozitol (I), realizati de
monofosfatazele 1, 3 si 4, este inhibati de Li*.(L-AF=acid
lizofosfatidic; MAG=monoacil glicerol; KZ=kinazd,
FZ=fosfataza, liniile de culoare neagrd evidentiaza ciile
principale de transformare iar cele gri, pe cele secundare.)

Au fost identificati, de asemenea, inozitoli polifosfati cu
legarea de grupiri polifosfat in pozitiile 1 si 2 ale inelului
inozitolic (Stephens L. si col., 1993). Acesti compusi se pare
cd sunt capabili s actioneze ca donori de grupiri fosfat,
deci si actioneze ca depozite de energie, o astfel de moleculd
inmagazinind o cantitate de energie echivalenti cu a unei
molecule de ADP.

Hidroliza inozitol-fosfatilor se incheie prin defosforilarea
de cdtre o monofosfataza a izomerilor de inozitol monofosfat,
cu formarea de inozitol, ce va servi in continuare la refacerea

este blocatd de Li*, fenomen care ar putea reprezenta un
mecanism de actiune al Li* in cadrul tratamentului
tulburdrilor maniaco-depresive.

Aceastd etapd, deci defosforilarea finala la inozitol,
constituie de fapt incheierea semnalizirii celulare pe calea
inozitol-fosfatilor.

DAG-ul este fosforilat la acid fosfatidic, consituind apoi
sursd pentru generarea de fosfolipide sau este hidrolizat
sub actiunea fosfolioazei A, (PLA,), rezultind acid
arahidonic, punct de plecare al unui alt sistem de semnalizare
celulard - sistemul eicosanoizilor.

O alta cale importantd de semnalizare celulard, in care
este implicat PI(4,5)P,, o reprezinta fosforilarea acestuia de
catre PI(4,5)P, 3-kinazd la PI1(3,4,5)P, (Stephens L.R. si col.,
1991).

Activarea acestei enzime nu este legati de activarea
PLC, ea realizindu-se prin intermediul unor receptori
membranari de tip tirozin-kinazic, cum ar fi cei ai factorilor
de crestere (PDGF, EGF etc.). Acesti receptori suferd un
proces de auto-fosforilare pe grupdri tirozinice. Existi de
asemenea posibilitatea ca fosforilarea si aibi loc sub actiunea
unor tirozin-kinaze intracelulare (Downess C.P. si Carter
AN, 1991).

Un fapt deosebit de interesant il constituie intricarea
celor doud cai, implicand fosfatidilinozitoli si anume s-a
demonstrat ca PI(4,5)P, 3-kinaza este sensibild la cateva
tipuri de subunititi By, provenite prin activarea proteinelor
G dupa stimularea RTLPG (activare care antreneazi
stimularea PLC cu formarea de IP)), deci existind
posibilitatea demaririi a doud sisteme de semnalizare
celulard prin stimularea unui singur tip de receptor.
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