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SISTEMUL DE SEMNALIZARE INTRACELULARA DEPENDENT
DE PROTEIN KINAZA C - PARTICULARITATI

LA NIVELUL MIOMETRULUI

AA. Tica*, Corina Voinea**, VJ. Tica***, C.C. Georgescu*

REZUMAT

Protein kinaza C (PKC) este capabila sa fosforileze
un numar mare de proteine celulare, pe resturi de serina
sau treonina. Articolul de fata, alaturi de caracterizarea
generala a enzimei, se refera, in special, la particularitatile
acesteia de la nivelul celulei musculare netede miometriale,
cu precadere implicatiile sistemului de semnalizare depen-
dent in procesul contractil. Sunt mentionate si alte procese
biologice, in care intervine PKC: cresterea si multiplicarea
celulara, stabilizarea citoscheletului de actina etc.

Cuvinte cheie: protein kinaza C, semnalizare intrace-
lulara, celuld musculara netedd miometriala, contractie

ABSTRACT
Intracellular signalization system dependent
by the protein kinase C
Protein kinase C (PKC) is responsible for the phos-
phorilation of a very large number of cellular proteins, on
serine or threonin amino acids. This article presents the
general properties of the enzyme, but is focused on the
particularities of the myometrial isoforms, with a great mean
on their implications in contraction. There are mentioned,
also, the roles of PKC in other internal signal systems,
including the cells growth and multiplication, stabilization
of the actinic cytoskeleton etc.
Key words: protein kinase C, intracellular signalization,
myometrial smooth muscle cell, contraction

PROTEIN KINAZA C

Protein kinaza C (PKC) reprezinti o serin/treonin
kinaza, ea catalizand fosforilarea unor resturi de serina
si/sau treonind, apartinand unui numar mare de proteine
celulare.

Ca o consecinta a vastitatii structurilor cu care
interactioneaza, enzima intervine intr-o serie larga de
procese biologice, incluzind mecanisme de depolarizare
membranara, modulare a contractilititii (in sens pozitiv sau
negativ), de crestere si multiplicare celulard, de stabilizare
a citoscheletului de actina etc.

STRUCTURA

Din punct de vedere al alcatuirii enzima prezinta:

- domeniile C, si C, - cu rol in aderarea la mem-
brana celulari si
- un centru catalitic.

Domeniul C, are in alcituirea sa cateva seturi re-
petitive de subdomenii C,, si C,,, bogate in resturi de
cisteina®v,

La nivelul fieciruia dintre aceste subdomenii existd situ-
suri de fixare pentru diacil glicerol™” (vezi mai jos).

PKC nu prezinta domenii de tip SH, sau SH, (Src homology
domains 2/3)"%, ceea ce o face incapabila si interactioneze
direct cu unele structuri celulare, cum ar fi receptorii cu
activitate tirozin kinazica, kinaza focarelor de adeziune (focal
adhesion kinase — FAK), fosfatidil inozitol 3-kinaza (PI3K)
ete.

Dar, datoritd faptului ¢a in stare “bazald”, enzima suferi
un proces de fosforilare autoindus pe serinele 661 si 657, ea
devine apta sa fixeze o proteina cu rol de adaptor — de tip
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Grb,, prin intermediul careia se va putea cupla cu structuri
de tipul celor mentionate mai sus"?,

Existd mai multe tipuri de PKC"#3239;

- PKCalpha (PKC),

- PKCbeta (PKC)), cu doud subtipuri - beta I si
beta II,

- PKCgamma (PKC z),

- PKCdelta (PKC)),

- PKCepsilon (PKC),

- PKCmiu (PKC ),

- PKClambda (PKC),

- PKCxi (PKC) si

- PKCzeta (PKC).

La nivel uterin au fost identificate izoformele: alpha,
betal si betall, delta, epsilon si zeta®.

Toate acestea pot fi stimulate de diacil glicerolul rezul-
tat prin activitatea diferitelor tipuri de fosfolipaza C (PLC)
si initiazd, in mare misurd, aceleasi cdi de semnalizare
intracelulara,

Totusi, exista anumite caractere particulare:

- PKCalpha este stimulatd, in special, de tirozin
kinazele de tip Src, activate de receptorii cuplat:
cu proteine G (RCPG)®%, receptori citokinici sau
tirozin kinazici (ai factorilor de crestere), fiind
implicata in mitogeneza®. De asemenea, este
activata si de RhoA, situatie in care intervine in
stabilitatea citoscheletului de actind®?.

- PKCbeta este fosforilata de tirozin kinaze de tip
Sre®™, transmitand astfel semnal de tip mitogen.
Activeaza fosfolipaza A, (PLA)®, cu generarea
de acid arahidonic, precursor al eicosanoizilor
- cu efect contractil,

- PKCdelta este stimulatii, mai ales, de DAG, rezul-
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tat prin actiunea PLC,, intervenind in generarea
contractiei®”.

- PKCepsilon este activata, in special, de PLCg, in-
tervenind in mitogeneza™. PLCepsilon mai este
stimulata de Rho®? si poate activa kinaza focarelor
de adeziune (focal adhesion kinase — FAK)"?, am-
bele actiuni fiind legate de efectul de stabilizare
asupra citoscheletului de actind celular. De aseme-
nea, ea activeaza si adenilat ciclaza (AC)®, prin-
cipala enzima implicati in semnalizarea relaxarii
musculare in fibra neteda uterina.

-PKC zeta este stimulatii de DAG, rezultat prin actiunea
PLC,, intervenind in generarea contractiei™. De
asemenea, are rol in semnalizarea stabilizarii
citoscheletului celular®.

MECANISME DE ACTIVARE

Existd doua mecanisme prin care se poate activa PKC:
- dependent de diacil glicerol si
- independent de diacil glicerol.

DEPENDENT DE DIACIL GLICEROL

Diacil glicerolul — DAG, rezulta la nivelul membranei
celulare, alaturi de inozitol (1,4,5) trifosfat (IP,), in urma hid-
rolizei fosfatidil inozitol (4,5) difosfatului (PIP,)) sub actiunea
fosfolipazei C (PLC) (Fig. 1.1).

Secundar formarii DAG, printr-un mecanism necunoscut,
PKC este translocatii pe fata internd a membranei celulare,
aderand la structurile fosfolipidice ale acesteia, prin domeniile
D, si D,. In urma interactiunii cu plasmalema, enzima se
decupleazi de o structura cu rol inhibitor, (cu care se afla, in
mod normal, asociatd) si, printr-o modificare a conformatiei
spatiale, elibereaza situsul de fixare pentru DAG"Y,

Aceasta reprezinta principala cale de activare a PKC.

Apoi, enzima va migra in citoplasma si va fosforila diferite
structuri proteice.

I.Calea dependenta de diacil glicerol (DAG) - stimu-
larea unui receptor membranar (R) de tip tirozin kinazic
(RTK) sau cuplat cu proteine G (RCPG) activeazd fosfolipaza
C (PLC). Aceasta va hidroliza fosfatidil inozitol (4,5) di-

fosfatul (PIP,) la inozitol (1,4,5) trifosfat (IP,) si DAG.
Ultimul va activa protein kinaza C (PKC).

I1.Calea DAG-independenti — PKC poate fi activata de:
proteinele G (G) cuplate cu receptori membranari (RCPG),
RTK, prin intermediul proteinei adaptor Grb,, tirozin kinazele
Sre (Sro) si de fosfatidil inozitol 3-kinaza (PI3K), ambele, de
asemenea, prin intermediul proteinei Grb,. RhoA activeaza
si ea PKC. De remarcat ca PKC activatd este capabild si
fosforileze si, implicit, sa activeze, RTK, proteinele G, Src si
PISK.(MC = membrana celulard; CIT = citoplasma)

Au fost identificate cinci izoenzime de PLC: beta, gamma,
delta, epsilon si zeta, dintre care numai primele trei sunt
prezente la nivelul miometrului.

Este interesant faptul ca, desi folosesc acelasi substrat
- PIP, si genereaza aceeasi produsi — DAG si IP,, efectele
intracelulare rezultate sunt diferite.

Implicit si protein kinazele C activate de diacil glicerolii
rezultati prin activitatea diferitelor forme de PLC, vor genera
efecte distincte.

Acest fapt pare intr-adevar paradoxal in conditiile in care
nu exista o selectivitate intre subtipurile de PLC si cele de
PKC, toate PLC pot induce (prin intermediul formarii de
DAG) activarea tuturor formelor de PKC.

Daca se tine cont si de capacitatea aceluiasi tip de PKC de
a activa diverse sisteme intracelulare, se contureaza imaginea
extraordinarei complexitati a sistemului PKC-dependent.

INDEPENDENT DE DIACIL GLICEROL

Exista mai multe cai de activare a PKC, care nu implica
formarea DAG (Fig. 1.IL):
- proteinele G, prin subunitatea au“”’,
- receptorii tirozin kinazici — ai factorilor de crestere,
dupd cuplarea cu o proteina adaptor, de tipul
Grb‘:liﬁi’
- tirozin kinazele Src“™,
- fosfatidil inozitol 3-kinaza (PI3K), de asemenea prin
intermediul Grb,,
- proteinele RhoA®,
Este de remarcat ci interactiunile, in primele patru cazuri,
sunt bidirectionale, in sensul ci si PKC activata poate fosforila
si activa structurile respective (Fig. 1.1L).
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Figura 1 Activarea protein kinazei C
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SEMNALIZAREA INTRACELULARA
DEPENDENTA DE PKC

Secundar activarii PKC, sunt inifiate un numar mare de
procese biologice, legate de contractie, mitogeneza, forma,
apoptozi etc.

Dat fiind faptul ca lucrarea de fati este axati pe fenomenul
contractil, semnalele intracelulare transmise prin intermediul
PKC vor fi impartite in:

- semnale cu efect contractil,
- semnale cu efect relaxant si
- alte semnale.

SEMNALE CU EFECT CONTRACTIL

PKC fosforileazi canalele membranare de calciu de
tip L, atat la nivelul subunitatii a . cat si b,"*'9, favorizind
patrunderea ionului in celula (Fig. 2.).
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Figura 2 Semnalizarea intracelulara prin
PKC. Actiuni cu efect contractil.

Protein kinaza C (PKC) fosforileaza: canalele de calciu
de tip L (L) - cu stimularea patrunderii ionului in celul;
fosfataza lanturilor usoare ale miozinei (myosin light chain
phosphatase — MLCP); calponina si caldesmonul; fosfoli-
paza A, (PLA,), canalele de K* (CP) Ca-dependente
si ATP-dependente; lantul Raf/MAP kinazelor (MAPK
activatd poate fosforila caldesmonul si proteina de soc
termic - heat shock protein 27 — HSP27; linia punctata
marcheazi etape multiple, in cazul activirii MAPK si un
efect contractil discutabil in cazul caldesmonului si HSP27;
(-) = efect negativ ; toate celelalte sageti marcheazi efect
stimulant; Raf* = proteina Raf activatd; Raf = Ras-activated
factor; MAP = mitogen-activated protein; MC = membrana
celulard; CIT = citoplasma)

PKC fosforilezd caldesmonul si calponina®.

Ca urmare, calponina, care are rol inhibitor, se detaseaza
de pe filamentele de actind, permitind interactiunea acestora
cu miozina.

In acelasi timp, caldesmonul fosforilat favorizeazi
mentinerea fazei tonice a contractiei, in conditiile in care
concentratia de calciu in citosol, precum si gradul de fosfo-
rilare a miozinei, scad rapid®?,

Inactiveaza fosfataza lanturilor usoare ale miozinei (myosin
light chain phosphatase - MLCP®). Astfel, miozina raimane in
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stare fosforilatd, deci aptd sd se cupleze cu actina.

Activeaza fosfolipaza A, (PLA,)®?, care va hidroliza
diverse fosfatide, cu generarea de acid arahidonic. Acesta
reprezinti substratul sintezei de eicosanoizi (in primul rand
de prostaglandine), cu efect contractil.

Fosforileazi canalele membranare de K, atat cele
Ca*-dependente cat si cele ATP-dependente®, scazandu-
le conducerea. Ca urmare, se reduce efluxul de potasiuy,
favorizindu-se depolarizarea membranei celulare.

Fosforileaza practic toti membrii sistemului RaffMEK/
MAP kinazelor - proteina Raf (Ras-activated factor)"?, MAPK
kinazele (MAP kinase kinases - MEK), MAPK (mitogen-ac-
tivated protein kinase) >,

Acest complex de serin/treonin kinaze este implicat, in
primul rand, in transmiterea semnalului mitogen. Totusi,
cel putin teoretic, activarea caldesmonului sau a proteinelor
de soc termic 27 (heat shock protein 27 — HSP27) ar putea
creste contractilitatea fibrelor musculare netede®.

SEMNALE CU EFECT RELAXANT

Enzima fosforileazi fosfolambanul, care isi pierde astfel
afinitatea si actiunea inhibitoare asupra pompei de calciu de
la nivelul depozitelor intracelulare.

Are loc stimularea pompei, cu reintroducerea ionului in
calciozomi®® (Fig. 3.).
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Figura 3 Semnalizarea intracelulara

prin PKC. Actiuni cu efect relaxant.

PKC fosforileaza si inactiveazi fosfolambanul (FLB), cu
activarea pompei de calciu de la nivelul calciozomilor
— SERCA (sarco-endoplasmic reticulum Ca®-ATP-ase); recep-
torii-canale de calciu sensibile la IP, (inozitol (1,4,5)
trifosfat) (RIP,) si, respectiv, la ryanodind (RyR); kinaza
lanturilor usoare ale miozinei — MLCK (myosin light chain
kinase); fosfolipaza C (PLC); canalele membranare de CI'
(CCD) side Na* (CNa). Activeaza, in schimb, adenilat ciclaza
(AC).(MC = membrani celulard; CIT = citoplasma)
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PKC fosforileazi canalele de calciu sensibile la inozi-
tol (1,4,5) trifosfat (IP,) si cele sensibile la ryanodina,
situate pe membrana calciosomilor, diminuind mobilizarea
ionului®,

Inactiveazi kinaza lanturilor usoare ale mioziner — MLCK
(myosin light chain kinase)®. Miozina ramane astfel nefosfo-
rilatd, deci incapabila si interactioneze cu actina.

Activeazi adentlat ciclaza (AC)*; AMPc, rezultat prin
actiunea acesteia, are efect intens tocolitic.

De asemenea, PKC fosforileaza PLC, izoformele beta
(in special b)"” si gamma“?, cu reducerea activitatii en-
zimatice.

Se poate observa cd, prin acest mecanism, se realizeaza
un autocontrol al PLC, in sensul cd, pe de-o parte ea ac-
tiveazd PKC (prin intermediul DAG), iar pe de altd parte,
este inhibata de catre aceasta din urma.

Per ansamblu, dominé efectul ocitocic al PKC, fapt
demonstrat prin contractia fragmentelor de miometru,
in conditii experimentale.

Astfel, stimularea ei (cu esteri de forbol) determina o
contractie cu amplitudine de 40-50% (in medie 38%) din cea
martor, inregistrata la oxitocina®.

De asemenea, este important de mentionat implicarea
PKC in semnalizarea intracelulard din cadrul contractiei
automate a fibrei musculare netede uterine.

In conditii experimentale, stimularea ei (cu esteri de
forbol) determina o crestere a frecventei cu 20-30% (in me-
die cu 22%) si a amplitudinii cu 25-50% (in medie cu 27%) a
ocilatiilor spontane®®.

ALTE SEMNALE

PKC mai fosforileaza (Fig. 4.):

- receptorii tirozin kinazici, dupa cuplarea pre-
alabila a acestora cu proteine adaptor de tipul
Grb,"™ (Fig. 1.). Are loc activarea receptorilor
si initierea semnalizdrii intracelulare specifice
factorilor de crestere, chiar si in lipsa agonistilor
specifici. (Interactiunea este in ambele sensuri
— vezl mai sus.)

- accelereazi schimbul GDP/GTP la nivelul
proteinelor Ras (prin fosforilarea lor?)®®, cu
efect mitogen (Fig. 4.);

- kinaza focarelor de adeziune (focal adhesion kinase
- FAK)"?, cu rol in modelarea citoscheletului de
actind celular (Fig. 4.);

- proteinele Gs, cuplate cu receptorii membranari®,
determinand direct activarea adenilat ciclazei
(AC), fara stimularea prealabila a RCPG (Fig.
1.).(Interactiunea RCPG/PKC este bidirectionala
— vezl mai sus.)

- fosfolipaza D (PLD) %", cu roluri biologice inca destul
de putin cunoscute (Fig. 4.);

- tirozin kinazele Src“*® (Fig. 1.).(Interactiunea este
in ambele sensuri.)

- serin/treonin kinazele sistemului Raf/MEK/MAPK
(Fig. 2),

- PI3K, dupi cuplarea cu acesteia cu proteine adap-
tor de tipul Grb, (Fig. 1.).(Interactiunea este
bidirectionali.)

- proteine de tipul STAT (signal transducers and
activators of transcription) .

Ultimele patru actiuni sunt implicate in cresterea si
multiplicarea celulara, deci au efect mitogen.

I s o 6 otiatatut®s 0t 1t ot o%1
_Ras
— -
CIT m\f{af
GTP GDP
RAf*
FLD | =— —= [FAK
STAT MAPK
Nucleu
Figura 4 Alte semnale intracelulare

PKC-dependente

PKC fosforileaza si activeaza: fosfolipaza D (PLD); ki-
naza focarelor de adeziune (focal adhezion kinase — FAK);
proteinele Ras, proteine de tip STAT (signal transducers
and activators of transcription), care apoi patrund in nucleu
si activeazd o serie de structuri genice.(MC = membrand
celulari; CIT = citoplasma)
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