Chem. Listy 101, 273-278 (2007) Referat

FOSFATIDYLINOZITOL TRANSFEROVE PROTEINY: VIAC AKO LEN
PRENOS LIPIDOV

RoMAN HOLIC a PETER GRIAC syntéze musia byt’ jednotlivé lipidy dopravené do vSetkych

membran v bunke. Uvazuje sa o Styroch spdsoboch, akymi
Ustav biochémie a genetiky Zivocichov, Slovenskd akadé- sa lipidy mozu dostavat’ z miqsta synté;y do svojich ciel'o-
mia vied, Moyzesova 61, 900 28 Ivanka pri Dunaji, Slo- vych membran: spontannou difuziou lipidovych monomé-
venska republika rov; prostrednictvom membranovych vezikul; pomocou
Roman.Holic@savba.sk lipid prenasajucich proteinov a prostrednictvom miest

docasného kontaktu medzi donorovou a akceptorovou
Doglo 13.2.06, prijaté 31.5.06. membranou (obr. 1). Spontanna difuzia lipidovych mono-

mérov je efektivna iba v pripade, ak je prislusny lipid rela-
tivne dobre rozpustny vo vode (ako napriklad lyzofosfoli-
pidy). Diacylglycerolfosfolipidy su v podstate vo vode
Krucové slova: Saccharomyces cerevisiae, transport lipi- nerozpustné molekuly a tak iny mechanizmus, ako je spon-
dov, transportné proteiny tanna diflizia monomérov, musi existovat’ pre tato skupinu
lipidov. Na zéklade sucasnych poznatkov sa predpoklada,
ze do urcitej] miery vSetky tri zostdvajuce mechanizmy

Obsah transportu sa podielaji na distribucii fosfolipidov do
membran eukaryotickej bunky.

1. Uvod Fosfolipid transferové proteiny boli definované na

2. Fosfatidylinozitol/fosfatidylcholin transferovy protein zéklade svojej spolocnej vlastnosti, a to schopnosti prend-

Sat’ fosfolipidy medzi membranami v in vitro systéme.
Tento prehl'ad sa zaobera lohou jednej skupiny takychto
proteinov, fosfatidylinozitol transferovych proteinov
v regulacii homeostazy fosfolipidov. Ukazuje sa, ze fosfa-
tidylinozitol transferové proteiny hrajii ddleziti ulohu pri
koordinacii lipidového metabolizmu a vezikularneho trans-
portu. Na ich ddleZitost' poukazuji Stidie vykonané na
mysSiach a muskach, kde sa ukazalo, ze ak tieto proteiny
chybaju alebo s defektné, dochddza u experimentdlnych
organizmov k zadvaznym neurodegenerativnym a metabo-
lickym poruchdm.

Secldp v kvasinke Saccharomyces cerevisiae
2.1. Krystalické Struktara Secl4p
2.2. Secl4 mutant neschopny prenosu
fosfatidylinozitolu

3. Fosfatidylinozitol/fosfatidylcholin transferové proteiny
v inych kvasinkach

4. Funkcéné a sekventné homolégy kvasinkového PI/PC
transferového proteinu Sec14 u cicavcov

5. Zaver

1. Uvod

Membrany eukaryotickych buniek oddel'ujii bunku od
okolia a vytvaraju kompartmenty, esencialne pre zakladné
bunkové procesy. Specifické lipidové zlozenie biomem-
bran je vysledkom viacerych zlozitych a vysoko regulova-
nych procesov. Medzi ne patri syntéza, transport, prestav-
ba a degradacia jednotlivych lipidov. Na lipidy sa uz dlh-
Siu dobu nepozera len ako na pasivne Struktirne kompo-
nenty biologickych membran. Mnohé lipidy maju délezita
ulohu vo vnutrobunkovej signalizacii, ako napriklad fosfo-
rylované formy fosfatidylinozitolu a z neho derivované
molekuly. Podobne cholesterol je nielen dolezitou Struk-

tirnou zloZkou membran, ale aj prekurzorom pre steroidné g

hormony a objavenie sa fosfatidylserinu vo vonkajsej vrst- 8

ve plazmatickej membrany je jednym zo signalov pri prog- i

ramovanej bunkovej smrti. Naviac lipidové zlozenie

membran je dolezit¢ pre Specificki interakciu proteinov Obr. 1. Styri hlavné spasoby medzimembrinového transportu

s membranami a pre vytvaranie zakrivenia membran. lipidov; A — spontanna difuzia lipidovych monomérov; B — po-
Hlavnym miestom syntézy lipidov v eukaryotickej mocou lipid prendsajucich proteinov ; C — prostrednictvom mem-

bunke je endoplazmatické retikulum, vnutorna membrana branovych vezikal ; D — prostrednictvom miest doasného kon-

mitochondrii a Golgiho aparat. Pri tejto lokalizovanej bio- taktu medzi donorovou a akceptorovou membréanou
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Fosfatidylinozitol/fosfatidylcholin transfe-
rovy protein Secl4p
v kvasinke Saccharomyces cerevisiae

Najlepsie preskimanym fosfatidylinozitol transfero-
vym proteinom je Secl4p v jednobunkovom eukaryotic-
kom mikroorganizme, kvasinke Saccharomyces cerevi-
siae. Zaciatkom 80. rokov minulého storo¢ia bol tento
protein izolovany na zaklade jeho schopnosti prenasat
fosfatidylinozitol (PI) a fosfatidylcholin (PC) vo vymenne;j
reakcii medzi dvomi membranami v in vitro systéme'.
Neskor bolo ukizané™®, Ze protein je esencialny pre Zivo-
taschopnost’ kvasinkovej bunky a jeho chybanie spdsobuje
zastavenie sekre¢ného procesu na urovni Golgiho aparatu.

Sec14p ——> | lipidové zlozenie | ——> | efektory | ——> sekrécia
Golgiho membran sekrec¢nej z Golgi
kompatibilné drahy

so sekréciou

Obr. 2. Kvasinkovy fosfatidylinozitol/fosfatidylcholin transfe-
rovy protein Secl4p sa podiel’a na regulacii lipidového zloZe-
nia membran Golgiho aparatu
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Bol najdeny gén, kodujuci tento lipid transferovy protein.
Zistilo sa, Ze gén, kodujtci PI transferovy protein je totoz-
ny s génom SECI4, ktory nasiel Novick a spol.* vo svojej
praci, ked’ hl'adal mutacie, ktoré ovplyviiuju sekre¢nti dra-
hu. Pre bunku su vac¢sinou mutacie v sekrecnej drahe letal-
ne, preto sa na Stdium casto pouZzivaju teplotne senzitivne
mutanty. Bunky s teplotne senzitivnou mutaciou secl4” st
viabilné za permisivnej teploty, defekt sa prejavi pri zvyse-
ni teploty na 37 °C, kedy tieto bunky prestavaju rast
v dosledku zablokovania sekrecnej drahy na urovni Golgi-
ho aparatu.

Schopnost’ Sec14p prenasat’ PI vymenou za PC medzi
membranami in vitro naznacovala jeho bunkovi funkciu.
Stcasné poznatky ale nasvedcuji tomu, ze Secl4p nie je
pasivnym prenasacom fosfolipidov, ale ze skor je kom-
plexnym regulatorom fosfolipidovych metabolickych drah.
Regulaciou biosyntézy a degradacie fosfolipidov Secl4p
zabezpecuje také zlozenie membran Golgiho aparatu, ktoré
je kompatibilné so vznikom sekrecnych vezikil (obr. 2).

Pri syntéze fosfolipidov sluzi ako vychodzia molekula
kyselina fosfatidova (PA) a jej defosforylovana forma,
diacylglycerol (DAG) (obr. 3). PC, najviac zastipeny fos-
folipid v membrénach eukaryotickych buniek, sa v kva-
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Obr. 3. Metabolizmus fosfolipidov u kvasinky Saccharomyces cerevisiae; Kennedyho draha syntézy PC je v Sedom ovale; metylacna
draha syntézy PC je v ramceku. Pouzité skratky: CDP-DAG — cytidindifosfatdiacylglycerol; CDP-Cholin — cytidindifosfatcholin; DAG
— diacylglycerol; Glukéza-6-P — glukoza-6-fosfat; GPC — glycerolfosfocholin; Inozitol-1-P — inozitol-1-fosfat; Cholin-P — cholinfosfat;
MK — mastna kyselina; PA — kyselina fosfatidova; PC — fosfatidylcholin; PDME — fosfatidyldimetyletanolamin; PE — fosfatidyletanola-

min;

PI - fosfatidylinozitol;, PMME - fosfatidylmonometyletanolamin; PS — fosfatidylserin; Hnmlp — transportér cholinu

z vonkajsieho prostredia do vnutra bunky, Enzymy Kennedyho drahy syntézy PC: CKilp — cholinkinaza; Pctlp — cholinfosfat: CTP-
cytidyltransferaza; Ctplp — sn-1,2-DAG-cholinfosfotransferaza; Enzymy metylacnej drahy syntézy PC: Cho2p a Opi3p — fosfolipid-N-
metyltransferazy; Degradacné enzymy: Pld1p — fosfolipaza D1, Fosfolipazy B
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sinkach syntetizuje dvomi metabolickymi drahami.
V jednej drahe sa PC syntetizuje postupnou metylaciou
fosfatidyletanolaminu (PE), v druhej drahe (Kennedyho
alebo CDP-cholinovej drahe) sa na syntézu PC vyuZiva
vol'ny cholin. Degradacia fosfatidylcholinu je zabezpecena
roznymi druhmi fosfolipaz, a to hlavne fosfolipazami typu
B a D. Aktivitou fosfolipaz B sa tvoria vol'né mastné kyse-
liny a glycerolfosfocholin, zatial’ ¢o enzymatickou aktivi-
tou fosfolipazy D vznikd kyselina fosfatidova a volny
cholin. Je zaujimavé, Ze v kvasinkach neboli identifikova-
né fosfolipdzy A, ktoré hydrolyzuju acylesterovi vizbu
PC na pozicii sn-1 alebo sn-2 za vzniku vol'nych mastnych
kyselin a lyzofosfolipidu. Je mozné, ze tlohu fosfolipaz
A u kvasiniek plni niektord z fosfolipdz B. Fosfolipazy B
vykazuju obe aktivity, acylester hydrolazovu, aj lyzofosfo-
lipazovt. U fosfolipaz B lyzofosfolipdzova aktivita preva-
zuje nad acylester hydrolazovou a tak sa nehromadi lyzo-
fosfolipid, ¢o je typické pre fosfolipazy typu A.

Doélezité informacie o funkcii Sec14 proteinu in vivo
sa ziskali analyzou podmienok, ktoré umoziujii bunke
prezit aj ked jej chyba inak esencidlny Secl4 protein.
Zistilo sa, ze zablokovanie Kennedyho drahy syntézy PC
(obr. 3) obnovi bunecny rast, delenie a funkcnost’ sekrec-
nej drahy aj bez Secl4p. Vysvetlenie, preco zablokovanim
Kennedyho drahy prestava byt delécia génu SECI4 letal-
na, podali Skinner a spol’. Tito autori zistili, Ze Secl4p
negativne reguluje aktivitu enzymu CTP:fosfocholin-
cytidylyl transferazy (Pctlp; EC 2.7.7.15), ktory je rych-
lost” ur€ujlicim enzymom Kennedyho drahy. V désledku
nefunkénosti Secl4p sa v bunke zvysi syntéza PC Kenne-
dyho dréhou, ¢oho nésledkom je vyrazne zmenené lipido-
vé zlozenie membran Golgiho aparatu a odCerpavanie
dostupného diacylglycerolu (DAG). PreruSenie Kennedy-
ho drahy tento defekt do znacnej miery naprava. Dolezi-
tym zistenim bolo, Ze na to, aby muticie v Kennedyho
drahe dokazali obnovit rast a sekréciu kvasinkového kme-
na s defektnym Sec14 proteinom, je potrebnd pritomnost’
funkénej fosfolipazy D1 (cit.%). Aktivita fosfolipazy D je
v pripade nefunkénosti Secldp vyrazne zvysena®. Tato
zvySena aktivita fosfolipazy DI potom prispieva
k obnoveniu lipidovych pomerov v membranach Golgiho
aparatu degradaciou nadbytoéného PC. Dalsia stvislost’
Secl4p s metabolizmom lipidov bola nedavno odhalena
zistenim, ze Secl4p je aktivatorom intracelularnej fosfo-
lipazy B (cit.”).

Dalsie podmienky, ktoré umozituju kvasinkovym
bunkdm rast’ bez pritomnosti Secl4p, tiez suvisia
s lipidovym metabolizmom. Su to napr. nefunkénost’ PI
4-fosfatazy alebo chybanie jedného Clena rodiny oxysterol
viazucich proteinov, Kesl proteinu. Je zaujimavé, Ze aj
v tychto pripadoch sa vyzaduje pritomnost’ funkénej fosfo-
lipazy D1 (cit.%).

Analyzou vyssie uvedenych podmienok, za ktorych
bunka toleruje stratu Secl4p, sa zistilo, Ze Sec14 protein sa
cestou regulacie biosyntetickych a degradacnych drah
fosfolipidov podiel'a na zabezpeceni takého lipidového
zlozenia membran Golgiho aparatu, ktoré umoziuje tvorbu
sekre¢nych vezikul. V pripade, ak je protein Secl4 ne-
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funk¢ny, alebo tplne chyba, vySsie opisané alternativne
mechanizmy st schopné za urc¢itych podmienok zabezpe-
¢it' so sekrecnym procesom kompatibilné zlozenie mem-
bran Golgiho aparatu. Vysledkom tychto alternativnych
mechanizmov, ktoré odrazaju funkciu samotného proteinu
Secl4, su: pokles v syntéze PC, nérast degradacie PC do-
prevadzany narastom produkcie PA a DAG a zvySenie
mnozstva PI a PI 4-fosfatu.
2.1. KryStalickd Struktira Secl4p

Secl4 je protein zlozeny z 304 aminokyselin a jeho
sekundarna Struktira je tvorena z dvanastich a-helixov,
Siestich B-skladanych listov a 6smych 3,y-helixov (obr. 4).
Protein bol krystalizovany s naviazanymi dvoma moleku-
lami B-oktylglukozidu (detergent pouzity v krystalizacnom
roztoku)’. Kedze cyklicka &ast’ B-oktylglukozidu sa podo-
ba inozitolovej funkcnej skupine fosfatidylinozitolu, pred-
poklada sa, ze vzniknuty komplex napodobiiuje Secl4p
s naviazanym PI. C-Koniec proteinu vytvara hydrofébny
vacok, ktory chrani hydrofobne Casti fosfolipidu (zvysky
mastnych kyselin) pred hydrofilnym prostredim. Dno tohto
hydrofobneho vacku je tvorené [-skladanymi listami
a steny najméd 3;o-helixami. Sucast'ou Struktary, ktora po-
maha stabilizovat’ tento hydrofobny vacok, je aj aminoky-
selina glycin na pozicii 266, ktorej nahradenie za kyselinu
asparagovil sposobuje termosenzitivhu mutaciu secl4”.
Mutécia v tejto aminokyseline spdsobuje pri zvysSenej tep-
lote destabilizaciu hydrofébnej C-koncovej domény, ¢im
sa Sec14 protein znefunkéni. Pre normalnu funkciu domé-
ny je esencidlna interakcia medzi zvySkom kyseliny gluta-
movej (E207) alyzinu (K239). Zamena ktorejkol'vek
z tychto dvoch aminokyselin za alanin spdsobi dramatické
znizenie efektivnosti prenosu PI medzi membranami in
vitro. Sucasna substitucia K66 a K239 za alanin prenos PI
prakticky znemoznuje'’.

Obr. 4. Krystalicka Struktira Secl4p; Sipka oznacuje amino-
kyselinu glycin na pozicii 266, ktorej nahradenie za kys. aspara-
govi spdsobuje termosenzitivnu mutéaciu sec!4”
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N-Koniec proteinu je tvoreny o helixami A;-Ay, ktoré
st navzajom antiparalelne usporiadané, pricom helixy A,,
A; a Ay tvoria utvar pripominajuci trojnozku
s hydrofobnym vnutrom. Sucastou tohto priestorového
atvaru je aj vdcSina z N-koncovych aminokyselinovych
zvySkov, ktoré su zodpovedné a zaroveil postacujlice pre
asociaciu proteinu Sec14 s membranami Golgiho aparatu.

2.2.Secl4 mutant neschopny prenosu
fosfatidylinozitolu

Na zéklade analyzy Struktiry Secl4p bol pripraveny
mutantny Secl4p®®*** ktory nedokaze prendsat v in
vitro podmienkach PI (cit."®). Protein Sec14%%6*°A i za-
choval nezmenenu schopnost’ prenasat’ PC. Vovedenie
tohto v prenose PI defektné¢ho proteinu Sec14 do kvasin-
kovych buniek bez nativneho proteinu Secl4 obnovilo
predtym defektny rast, sekréciu aregulaciu Kennedyho
drahy biosyntézy PC. Toto pozorovanie sved¢i o tom, ze
PI transferova aktivita nie je pre vegetativne rasticu kva-
sinku S. cerevisiae esencialna.

Otvorenou otazkou ostava, ¢i PC transferova aktivita
Secl4p je esencialnou vlastnostou Secl4p. Predbezné
vysledky z nasho laboratoria ukazuju, ze aj mutant defek-
ny vin vitro prenose PC dokéze nahradit' chybajuci
Secl4p v jeho zakladnej funkcii umoznit’ sekréciu protei-
nov z Golgiho aparétu.

Zistenia, ze ani PI, ani PC transferova aktivita nie si
potrebné pre esencidlne funkcie Secl4p st do znacnej
miery prekvapujuce. Naznacuju, ze prenos fosfolipidov nie
je hlavnou ulohou tohto proteinu in vivo. Vézba jednotli-
vych fosfolipidov bude mat’ skor tilohu regulovat’ aktivitu
proteinu Secl14.

3. Fosfatidylinozitol/fosfatidylcholin
transferové proteiny v inych kvasinkach

Protein Secl4 bol objaveny aj v inych kvasinkach.
Doteraz sa jeho funkcia skiimala v  kvasin-
ke Schizosaccharomyces pombe'', v dimorfickej kvasinke
Yarrowia lipolytica'® a v patogénnej dimorfickej kvasinke
Candida albicans". Obe spominané dimorfické kvasinky
dokazu rast’ v dvoch odlisnych morfologickych formach,
kvasinkovej a hyfalnej. Zistilo sa, Ze u pacientov trpiacich
na mykozové ochorenia sposobené C. albicans, tato kva-
sinka preferenéne rastie v hyfalnej forme'*. Hyfélna forma
kvasinke umoznuje prerastat’ dovnutra tkaniva a tak lepsie
vyuzivat' ziviny. Bolo pozorované, ze Secl4p hra vyz-
namnu ulohu v patogenicite C. albicans regulaciou pre-
chodu z kvasinkovej na hyfalnu formu rastu. To umoziuje
uvazovat’ o Secldp C. albicans ako o moznom mieste
terapeutického zasahu lieCiv, ktoré by znizovali patogeni-
citu tohto mikroorganizmu. Sec14p u vsetkych troch spo-
minanych kvasiniek vykazuje PI/PC transferovt aktivitu in
vitro.
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4. Funké¢né a sekvenéné homolégy kvasinkové-
ho PI/PC transferového proteinu Sec14
u cicavcov

V cicav¢ich bunkach sa nachadzaji dve skupiny pro-
teinov so vztahom ku kvasinkovému PI/PC transferovému
proteinu Sec14. Jednu skupinu tvoria klasické fosfatidyli-
nozitol-fosfatidylcholin transferové proteiny (PITP), ktoré
v in vitro podmienkach Specificky prenasaju PI a PC me-
dzi membranami. Niektoré z tychto proteinov dokazu cCias-
toéne funkéne nahradit’ kvasinkovy Secldp (cit."”). Zauji-
mavé je, Zze napriek funkénej zastupitel'nosti tieto proteiny
nevykazujii podobnost’ so Secl4p na Urovni primarnej
Struktary. Druha skupinu k Sec14p podobnych cicavcich
proteinov tvoria sekvencné homolégy, ktoré majii vyrazna
podobnost’ primarnej Struktiry so Secl4p. Vécsina tychto
proteinov dokaze okrem lipidov viazat’ a prenasat’ aj d’al-
Sie, hlavne lipofilné molekuly.

Cicavce exprimuju tri zname cytozolické PITP (PITPa,
PITPB a RdgBp), ktoré sa vsak odlisuju od kvasinkovych
a rastlinnych PITP priméarnou Struktirou. Po vyrieSeni krys-
talickej Struktiry PITPa sa ukazalo, Ze protein PITPa obsa-
huje dutinu, v ktorej sa viaze fosfolipid, avSak inym sposo-
bom ako v Secl4p. Cicav¢i PITPa viaze fosfolipid v takej
orientacii, kde fosfolipidova hlavicka je ponorend vnutri
v dutine a konce zvySkov mastnych kyselin fosfolipidu sme-
rujt von k okolitému prostrediu'®.

PITPa a PITPPB majti svoju primarnu Struktiru navza-
jom na 77 % identick ana 94 % podobnu. Sekvencna
identita RdgBf k spominanym PITP je okolo 40 %. PITPa
ma molekulovii hmotnost’ 32,5 kDa a v bunke sa lokalizu-
je prevazne do jadra acytoplazmy'’. Druhd izoforma,
PITPB ma podobnii molekulovi hmotnost ako PITPa,
avSak v porovnani s PITPa je schopnd prenaSat’ okrem PI
a PC aj sfingomyelin (SM) (cit."*'®). PITPB sa na rozdiel
od PITPa lokalizuje okrem cytoplazmy aj do Golgiho
aparatu.

Stadie na kvasinkach S. cerevisie ukazali, Ze kvasin-
kovy PITP, Secl4p, je dolezity pre regulaciu syntézy
a degradacie PC (cit.>"). Tieto zistenia podnietili preskua-
manie tlohy cicav¢ich PITP v modulacii metabolizmu PC.
V bunkéch potkana sa po znizeni hladiny PITPa pomocou
antisense RNA (o 25 %) pozorovala zmena hladin niekto-
rych metabolitov cholinu. Znizila sa hladina fosfatidylcho-
linu a niektorych jeho derivatov (SM, lyzo-PC, glycerol-
fosfocholinu), zatial ¢o hladina cholinfosfatu a CDP-
cholinu sa zvysila o 30-40 %. Toto pozorovanie sa vysvet-
I'uje inhibiciou rychlost’ ur¢ujuceho enzymu Kennedyho
drahy biosyntézy PC, CTP:fosfocholin-cytidylyl transfera-
zy (Pctlp; EC 2.7.7.15). Spomalenie tvorby PC de novo
syntézou®® pri zniZeni hladiny PITPa je opakom situdcie
v kvasinke S. cerevisiae, kde Secl4p je inhibitorom synté-
zy PC (cit.?"). Najnovsie experimenty s my3ami, ktoré mali
preruSeny gén pre PITPa ukazali, Ze tieto mysSi maju za-
vazné neurodegenerativne choroby a poskodeni miechu.
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PITPa je u mySi potrebny aj pre normalnu absorpciu
v tukoch rozpustnych vitaminov atiez pre normalnu ho-
meostazu lipidov v peceni. NavySe mysSi s preruSenym
génom pre PITPa boli hypoglykemické a zomierali vel'mi
mladé®.

Pri nadprodukcii druhého fosfolipid transferového
proteinu, PITPPB (viac ako 10 krat) v NIH3T3 bunkéach
vyrazne prevladala syntéza sfingomyelinu nad jeho degra-
daciou. Predpoklada sa preto, ze PITP by mohol regulo-
vat’ aktivitu sfingomyelindzy alebo transport sfingomyeli-
nu z Golgiho aparatu do plazmatickej membrany®. PITPB
sa pravdepodobne aktivne zucCastiluje transportu vezikual
z trans-Golgi do plazmatickej membrany. V kontraste
s tymito pokusmi v experimentoch, v ktorych sa pouZili
iné bunky (COS-7), nadprodukcia PITPP nemala ziadny
efekt na syntézu sfingomyelinu**. Toto pozorovanie sa
vysvetluje tym, Ze expresia a funkcia PITP je tkanivovo
Specificka.

Pri hladani mechanizmov, akymi PITP fungujt, sa
pouzivali najmé rekonstitu¢né pristupy s pouzitim permea-
bilizovanych buniek. V tychto pokusoch bolo ukazané, ze
PITP su potrebné pre aktivaciu fosfolipazy C, ktora hydro-
Iyzou PI(4,5)P, vytvara dolezité signalne molekuly, IP;
a diacylglycerol®. Tak isto cestou rekonstitiicie permeabi-
lizovanych buniek bola zistena tiloha PITPa v regulovane;j
exocytoze. PITPo a Pl 4-kindza boli identifikované ako
komponenty cytozolu zodpovedné za sprostredkovanie
odpovede sekretorickych buniek po stimulacii vapnikom®®.

Na zaklade tychto poznatkov mdzeme povedat, ze
cicav€ie PITP maju v bunke vel'mi vyznamnu ulohu najma
vo vezikuldrnom transporte (tvorba sekreénych vezikil
z trans-Golgiho aparatu, fuzia sekre¢nych vezikual s plaz-
matickou membranou) a v signalnych drahach spojenych s
¢innostou fosfolipazy C. Zda sa, ze vsetky tieto deje su
spojené s metabolizmom fosfatidylinozitolu a jeho fosfo-
rylovanymi derivatmi. Bola vyslovena hypotéza, pod-
l'a ktorej by lipid naviazany na PITP (PI alebo PC) mohol
priamo regulovat’” bunkové procesy, podobne ako GTP
a GDP molekuly naviazané na malych proteinovych
GTPazach®.

Okrem klasickych PITP  (funkéné homology
S. cerevisiae Secl4p), v cicavCich bunkach existuju protei-
ny s vyraznou podobnostou primarnej Struktiry ku kvasin-
kovému Sec14p. Podobne ako Secl4p obsahuju doménu,
ktord im umoziuje viazat’ a prenasat’ lipidy a iné lipofilné
latky. Na zaklade funkcénych vlastnosti proteinov tejto
skupiny bola tato doména nazvana CRAL/TRIO (cellular
retinaldehyde-binding/triple function domain®). Do tejto
skupiny patriace proteiny dok4zu viazat’ a prenaSat’ lipofil-
né vitaminy AaE, dalej PI, PC, fosfatidylglycerol
a skvalén.

5. Zaver

Fosfatidylinozitol transferové proteiny boli ako skupi-
na definované svojou spolo¢nou vlastnost'ou, schopnost’ou
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prenasat’ in vitro fosfatidylinozitol a fosfatidylcholin cez
vodné prostredie medzi dvomi membranami. Je to pozoru-
hodna skupina proteinov, ktord sa zucastiiuje mnohych
zdkladnych bunkovych procesov. Ukazuje sa, Ze prenos
lipidov v bunke nebude ich hlavnou ulohou, tou bude skor
reguldcia syntézy a degradacie lipidov, priCom vznikajii
dolezité signalne molekuly. Regulaciou lipidového zloze-
nia membran a tvorbou signalnych molekul sa PITP po-
dielaji na bunkovej signalizacii, regulacii exocytozy
a prestavby aktinového cytoskeletu. Bertic do tuvahy,
akych dolezitych procesov sa PITP zacastiiuju, prekvapivo
malo vieme o molekuldrnych mechanizmoch, pomocou
ktorych PITP uskutoc¢iiuju svoju tulohu. Nerozumieme
napr. molekularnemu mechanizmu, akym PITP vyberaju
lipid z membrany. Podobne sa nevie, aka je tloha vizby
jednotlivych lipidov na aktivitu PITP a akym d’al§im spo-
sobom je aktivita PITP proteinov regulovana. Verime, ze
Strukturalne §tadie, dostupnost’ mutantov selektivne de-
fektnych vo vézbe jednotlivych ligandov a metodologické
pokroky umoznia v kratkej dobe odpovedat na tieto otazky
atak  prispiet  k pochopeniu  neurodegenerativnych
a metabolickych porach spojenych so zmenenou funkcénos-
tou PITP.

Tato praca vznikla za podpory grantov VEGA
2/4130/24 a APVT 51-024904.

Pouzité skratky

CDP cytidindifosfat

CRAL/TRIO  cellular retinaldehyde-binding/triple
function domain

CTP cytidintrifosfat

DAG diacylglycerol

GDP guanozindifosfat

GTP guanozintrifosfat

PA kyselina fosfatidova

PC fosfatidylcholin

PE fosfatidyletanolamin

PI fosfatidylinozitol

PITP fosfatidylinozitol-fosfatidylcholin
transferovy protein

PI(4,5)P, fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat

SM sfingomyelin

VLDL lipoproteiny s vel'mi nizkou hustotou
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R. Holi¢ and P. Gria¢ (Institute of Animal Biochem-
istry and Genetics, Slovak Academy of Sciences, Ivanka
pri Dunaji, Slovak Republic): Phosphatidylinositol
Transfer Proteins: Lipid Transfer and Beyond

Phosphatidylinositol/phosphatidylcholine transfer pro-
teins are characterized by their common feature, the ability
to transfer phospholipids between membrane bilayers in
vitro. In the cell, they fulfil specific roles at the interface
between lipid metabolism and important cell functions that
go beyond the in vitro observed phospholipid transfer ac-
tivities. Experimental evidence indicates that the proteins
are involved in complex regulations of lipid metabolism,
which form an appropriate environment for essential trans-
port processes. The focus of this review is the yeast PI/PC
transfer protein Secl4p and its functional and sequence
homologues in higher eukaryotes.



