Cyklofiliny - biatka o wielu funkcjach
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STRESZCZENIE

ktywne formy bialek powstaja w wyniku translacji oraz zmian zachodzacych w trak-

cie, badZ po tym procesie (faldowanie, potranslacyjne modyfikacje, kierowanie do
odpowiedniego przedzialu komodrkowego). Struktura przestrzenna biatka uzalezniona
jest od jego sekwencji aminokwasowej co udowodnit Christian Anfinsen, ktory badajac
faldowanie rybonukleazy A, skupit si¢ na odzyskiwaniu aktywnosci zdenaturowanego en-
zymu w wyniku prowadzonego procesu renaturacji (nagroda Nobla w dziedzinie chemii w
1972 r. razem z Stanfordem Moore’em i Williamem H. Steinem). Faldowanie polipeptydow
stabilizowane jest i wspomagane przez dwie grupy bialek, sa to czaperony (nazywane réw-
niez biatkami opiekuficzymi) oraz izomerazy: disulfidoizomerazy (PDI, ang. protein disulfi-
de isomerase, EC 5.3.4.1) i izomerazy peptydyloprolilowe (PP, ang. peptidylprolyl isomerase
EC 5.2.1.8). Czaperony asystuja podczas faldowania bialek utrzymujac ich stany przejscio-
we i zapobiegaja tworzeniu nieprawidlowych struktur, natomiast izomerazy prowadza izo-
meryzacje wiazan dwusiarczkowych (PDI) i peptydyloprolilowych (PPI). Praca ta w calo-
$ci poswiecona jest charakterystyce cyklofilin, nalezacych do rodziny PPI ze szczeg6lnym
uwzglednieniem ich funkcji w procesach zwiazanych z regulacja i patogeneza.

IZOMERAZY PEPTYDYLOPROLILOWE

Wiekszos¢ wiazan peptydowych w polipeptydach, wystepuje w konfigura-
qji trans. Taka konfiguracja jest energetycznie bardziej korzystna ze wzgledu na
ewentualng zawade przestrzenna faricuchéw bocznych nastepujacych po sobie
reszt aminokwasowych. Wyjatek stanowi wigzanie peptydowe Xaa-Pro (Xaa
oznacza dowolny aminokwas), ktére moze wystepowac zaré6wno w konfiguracji
trans jak i cis. R6znica swobodnej energii miedzy konfiguracja trans i cis dla ukfa-
du Xaa-Pro wynosi zaledwie 0,5 kcal/mol, w przeciwieristwie do pozostatych
wigzan peptydowych gdzie wynosi ona okoto 2,6 kcal/mol [1]. Konfiguracje cis
wigzania peptydowego Xaa-nonPro (gdzie nonPro oznacza, Ze nie jest to reszta
proliny) stwierdzono w strukturze zaledwie 0,03% biatek i wykazano, ze izome-
ry te sa wazne dla ich aktywnosci [2].

Niektore izomerazy peptydyloprolilowe zaliczane sa do rodziny biatek okre-
slanych jako immunofiliny, czyli bialek wptywajacych na proces odpowiedzi
immunologicznej komorki. Jako immunofiliny klasyfikowane sa: biatka oddzia-
tujace z FK506 czyli FKBP (ang. FK506 binding protein) i cyklofiliny, natomiast
parwuliny, ktére réwniez posiadaja aktywnos¢ izomerazowa nie wykazuja wia-
Sciwosci immunosupresyjnej [3]. Wymienione powyzej biatka réznig sie pod
wzgledem struktury, a ich aktywnos$¢ izomerazowa moze by¢ blokowana po-
przez oddzialywanie ze specyficznymi zwigzkami nazywanymi czesto immu-
nosupresorami. Cyklofiliny sa blokowane przez cyklosporyne A (CsA) biatko
FKBP przez FK506 (tacrolimus) lub rapamycyne, a parwuliny przez 5-hydrok-
sy-1,4-naftochinon.

Zainteresowanie immunofilinami wzrosto przy okazji wyjasniania proceséw
zwiazanych z modulowaniem szlakéw, kontrolujacych zaréwno proliferacje, jak
i apoptoze limfocytéw T. Szlaki te zwigzane sa z aktywacja bialek takich jak
NFxB, NF-AT i Nur77, ktére sg specyficznymi czynnikami transkrypcyjnymi a
ich funkcjonalnos$¢ kontrolowana jest przez kalcyneuryne. W sposéb posredni
wymienione czynniki transkrypcyjne aktywuja ekspresje okreslonych genéw w
limfocytach T w wyniku zewnatrzkomoérkowej stymulacji. Szczegolne zainte-
resowanie wzbudzita mozliwosé zablokowania aktywacji limfocytéw T w od-
powiedzi na przeprowadzony przeszczep. Wykazano, ze kompleks CypA/CsA
wplywa na proces aktywagji limfocytéw T poprzez inaktywacje kalcyneuryny
blokujac jej aktywnos¢ fosfatazy [4]. W konsekwencji niemozliwa jest defos-
forylacja, a co za tym idzie eksport do jadra cytoplazmatycznej podjednostki,
specyficznego dla aktywnych limfocytéw T, czynnika transkrypcyjnego NF-ATc
regulujacego ekspresje interleukiny IL-2.
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Izomeryzacja cis/trans wiazania peptydowego Xaa-Pro
zachodzi bardzo wolno i podczas faldowania biatek jest
etapem ograniczajacym jego szybkos$é, np. zablokowanie
aktywnosci izomerazowej cyklofiliny przez oddzialywa-
nie z cyklosporyng A (CsA) znacznie opéznia dojrzewanie
kolagenu. Zaktada sie, ze okoto 10% wiazan Xaa-Pro w ko-
moérce moze by¢ w konfiguraciji cis. Spontaniczna izomery-
zacja tych wigzan jest powolna, jednakze proces ten moze
by¢ przyspieszony (okoto 300 razy) przez izomerazy pepty-
dyloprolilowe zaréwno in vivo jak i in vitro. Enzymatyczne
przyspieszenie faldowania polipeptydow jest konieczne ze
wzgledu na mozliwo$¢ wlaczenia przez komoérke, konku-
rencyjnych mechanizméw rozpoznajacych Zle ufaldowane
biatka (np. kontrola jakosci ufaldowania) co wiaze sie z ich
degradacja [5]. Wplyw wystepowania wigzan peptydowych
Xaa-Pro zar6wno w konfiguracji trans jak i cis, na czas fatldo-
wania bialek jest obserwowany nie tylko w przypadku krét-
kich polipeptydéw ale réwniez podczas renaturacji RNazy
A, ktéra posiada cztery reszty proliny w swojej strukturze.
Dla biatek posiadajacych w swojej strukturze pierwszorze-
dowej reszty proliny, ilos¢ ,stanéw” przejSciowych moz-
na okreéli¢c wzorem 2", gdzie n oznacza liczbe prolin [6].
Izomeryzacja cis-trans wigzania peptydowego Xaa-Pro, w
pewnych przypadkach moze regulowac¢ aktywnos¢ bio-
logiczna ufaldowanych bialek. Przyktadami sa: kinaza Itk
(ang. interleukin-2 tyrosine kinase), bioraca udzial w szlakach
sygnatowych, prowadzacych do aktywacji limfocytow T
oraz domena CTD najwiekszej podjednostki polimerazy
RNA II. Konformacyjna zmiana w domenie SH2 kinazy Itk,
katalizowana przez cyklofiling A (CypA), reguluje zdolnos¢
kinazy do rozpoznawania substratu, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do zablokowania sygnatu od receptora
limfocytu T (TCR) [7]. Domena CTD najwigkszej podjed-
nostki polimerazy RNA 1II, zbudowana jest z wielu powto-
rzen siedmiu reszt aminokwasowych o sekwencji zgodnej
YSPTSPS (u drozdzy wystepuje 25 a u czlowieka 52 po-
wtorzen). W zaleznosci od fosforylacji odpowiednich reszt
aminokwasowych (Ser, Thr i Tyr) oraz izomeryzacji wigzan
peptydowych pomiedzy resztami proliny a poprzedzajacy-
mi je resztami seryny, kompleks powigzany z domena CTD,
oddzialuje z innymi biatkami modulujacymi kolejne etapy
procesu transkrypgji.

Wsréd bialek prowadzacych izomeryzacje wigzan pep-
tydowych Xaa-Pro, wazng grupe stanowia cyklofiliny. Ich
cechg charakterystyczna jest obecno$¢ wysoce zachowaw-
czej domeny CBD wiazacej cyklosporyne A (ang. cyclospo-
rine A binding domain), zbudowanej z okoto 120 reszt ami-
nokwasowych, ktéra jest jednoczesnie centrum aktywnym
izomerazy. Struktura ta jest czesto okre$lana jako domena
cyklofilinowa.

Cyklofiliny wystepuja w komoérkach wszystkich bada-
nych organizmoéw, a ich rézne formy zostaty zlokalizowane
w cytoplazmie, jadrze komérkowym, mitochondriach, chlo-
roplastach, retikulum endoplazmatycznym jak réwniez w
przestrzeni periplazmatycznej bakterii. Pomimo, ze pier-
wotnie cyklofilinom przypisywano gléwnie role izomeraz
dziatajacych podczas faldowania bialek, to obecnie coraz
wiecej informacji mamy na temat udzialu réznych form
cyklofilin w wiekszych kompleksach biatkowych, ktére
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wplywajg posrednio badz bezposrednio, na ekspresje ge-
néw zaréwno na poziomie transkrypcji jak i translaciji.

ZNACZENIE CYKLOFILIN PODCZAS
INFEKCJI WIRUSOWYCH

Genomy wirusowe sa mocno ograniczone ze wzgledu
na swoja objeto$¢, co wynika z minimalizmu obcigzenia i
maksymalizacji wykorzystania. Dlatego strategia infekcji
danego wirusa zaklada wykorzystywanie bialek zainfeko-
wanego gospodarza (bezposrednio badZz po odpowiedniej
modyfikacji) dla swoich celéw zwigzanych z infekcja a w
konsekwencji namnazaniem wlasnego genomu.

Cyklofilina CypA czlowieka pelni znaczaca role na wielu
etapach podczas infekcji prowadzonej przez niektére wi-
rusy np. HIV-1 (ang. Human immunodeficiency virus), wirus
grypy (ang. influenza A virus) czy zéttaczki typu Bi C (HCV,
ang. hepatitis C virus; HBV, Hepatitis B virus). Cyklofiliny
czesto sa wlaczane do otoczki biatkowej wiruséw w kom-
pleksie z biatkiem kapsydu (np. HIV, wirus grypy).

W latach dziewiecdziesiatych poprzedniego wieku Lu-
ban wraz ze wspodtpracownikami, prowadzili badania nad
identyfikacja bialek ktére sg istotne podczas infekcji wi-
rusem HIV. Wirus HIV nalezy do rodzaju lentiwiruséw z
rodziny retrowiruséw, ktérego genom stanowia dwie iden-
tyczne czasteczki RNA. Stosujac drozdzowy system dwu-
hybrydowy, badacze zidentyfikowali cyklofiline CypA,
jako biatko oddziatujace z poliproteina Gag kapsydu wiru-
sa HIV-1 [8]. Dalsze badania pokazaly, ze CypA wlaczana
jest do kapsydu wirusa, poprzez oddzialywanie z resztami
aminokwasowymi Gly89 i Pro90 poliproteiny Gag [9]. Mu-
tacja cypA w rejonie jej oddzialywania z biatkiem kapsydu
powoduje znaczne zaburzenie replikacji wirusa. Taki sam
efekt uzyskano kiedy infekowano wirusem HIV-1 linie ko-
moérkowa limfocytéw T w ktérych dokonano nokautu genu
kodujacego CypA. Kompleks Gag/CypA ma istotne zna-
czenie na wczesnym etapie cyklu wirusa, zanim dojdzie do
odwrotnej transkrypcji jego genomu RNA. Prawdopodob-
nie obecnos¢ CypA jest konieczna do destabilizacji oddzia-
tywan miedzy biatkami plaszcza w celu uwolnienia RNA.
Istnieja przypuszczenia, ze dolaczona do bialka kapsydu
cyklofilina, eksponowana na jego powierzchni, moze bra¢
udzial w procesie rozpoznawania limfocytéw T przez wi-
rusa. Przeciwciala skierowane na ten eksponowany region
blokuja przylaczanie wirusa HIV-1 do komoérki [10]. Ponad-
to badania in vitro wykazaly, ze dwa inne wirusowe biatka
(Vpr i p6) oddzialuja z CypA, jednakze ich udzial w cyklu
rozwojowym wirusa nie jest do korica wyjasniony, a od-
dzialywanie w warunkach in vivo musi by¢ potwierdzone
[11]. Wykazano réwniez, ze CD147, blonowe biatko limfo-
cytéow czlowieka, jest glownym receptorem dla CypA po-
wigzanej z kapsydem wirusa co moze wplywac na wczesne

etapy infekgji [12,13].

Innym biatkiem komorki gospodarza, ktére pelni istot-
ne funkcje podczas infekcji wirusem HIV-1, jest Nup358.
Nup358 jest nukleoporyna o masie czasteczkowej 358 kDa
ijest to najwieksze, poznane dotychczas, bialko posiadajace
domene CBD. Oprécz domeny CBD zlokalizowanej w jego
karboksylowym regionie, w Nup358 znajduja sie (liczac od
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N-korica): motyw zamka leucynowego, czterokrotnie po-
wtérzone miejsce oddziatywania z GTPaza Ran (RanBP,
ang. ran binding protein) otoczone powtdrzeniami reszt ami-
nokwasowych FXFG albo FG. Tuz za pierwsza domena
RanBP znajduje sie motyw o$miu palcéw cynkowych typu
Cys2-Cys2 [13]. Biatko Nup358 jest czescia sktadowa struk-
tur tzw. wypustek poru jadrowego skierowanych w strone
cytoplazmatyczna. Wykazano, ze biatko kapsydu wirusa
HIV-1 oddziatuje z domena CBD nukleoporyny Nup358 i
moze mie¢ to wplyw na proces importu do jadra komor-
kowego kompleksu preintegracyjnego PIC (ang. preintegra-
tion complexes). Podobnie jak w przypadku oddziatywania
CypA z poliproteing Gag, miejscem rozpoznawanym przez
Nup358 jest rejon Gly89 i Pro90 biatka kapsydu [14,15]. Za-
klada sig, ze Nup358 asystuje w transporcie genomu wirusa
do poru jadrowego. W procesie tym bierze réwniez udziat
biatko motoryczne, kinezyna KIF5B, ktére wspomaga re-
lokacje Nup358 z poru jadrowego i jego oddzialywanie z
poliproteing Gag. W kontakcie z Nup358, RNA wirusa
uwalniany jest z kapsydu, nastepnie dochodzi do odwrot-
nej transkrypcji a po utworzeniu formy dwuniciowej, wi-
rusowy dsDNA przedostaje sie do jadra komérkowego [14,
16]. Dziatanie kinezyny KIF5B jest indukowane w wyniku
infekcji wirusem HIV-1, natomiast mutacja genu kodujace-
go to bialko powoduje ograniczenie importu wirusowego
dsDNA do jadra komérkowego.

Genom wirusa grypy zbudowany jest z czasteczki jedno-
niciowego RNA. Istotng funkcje podczas infekcji odgrywa
biatko M1 ktére odpowiada za rozmontowanie kapsydu,
eksport z jadra vVRNP, skladanie nowych czasteczek wirusa,
uruchomienie w kompleksie z caspazg-8 proceséw apopto-
zy oraz wydostanie sie czgsteczek potomnych wirusa z za-
infekowanej komorki [17]. Badania prowadzone na komor-
kach infekowanych wirusem , ptasiej grypy” HIN2 wyka-
zaly, ze gen ChCypA kodujacy cytoplazmatyczng cyklofiline
ulega w nich podwyzszonej ekspresji, a jego nadekspresja
prowadzi do hamowania infekgji [18, 19]. Ptasia ChCypA
oddzialujac bezposrednio z bialkiem M1, blokuje replikacje
wirusa i przyspiesza degradacje M1 przez proteasom na
drodze UPS (ang. ubiquitin proteasome system) [20].

Jak wida¢ funkcja komérkowej cyklofiliny CypA pod-
czas cyklu rozwojowego dwoéch réznych wirusé6w RNA jest
inna. W przypadku wirusa HIV (nalezacy do rodziny Retro-
viridae) CypA funkcjonuje jako izomeraza i jest niezbedna
do rozwoju wirusa, natomiast w przypadku wirusa grypy
(nalezacy do rodziny Orthomyxoviridae) CypA funkcjonuje
jako inhibitor infekcji niezaleznie od jej aktywnosci izome-
razowej [19].

CYKLOFILINY BAKTERYJNE

Analiza genoméw réznych bakterii wykazata obecnosé
genéw kodujacych wszystkie trzy rodzaje izomeraz pep-
tydyloprolilowych, natomiast nie u wszystkich badanych
gatunkéw scharakteryzowano komplet izomeraz. W przy-
padku Archaebacteria jedynie u Halobacterium cutirubrum
oraz Methanobacterium themoautotrophicum wykryto geny
kodujace cyklofiliny natomiast u wiekszosci znaleziono
geny kodujace biatka FKBP [21]. Genom modelowej bakte-
rii Gram-ujemnej Escherichia coli szczep K-12 zawiera cztery
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geny kodujace FKBP, trzy kodujace parwuliny oraz dwa
dla cyklofilin (ppiA i ppiB), natomiast genom Bacillus subtilis
(modelowa bakteria Gram-dodatnia) koduje jedna cyklofi-
line (odpowiednik ppiB) i dwie parwuliny, nie stwierdzono
gendéw kodujacych biatka FKBP. U bakterii E. coli izomera-
zy sa powiazane z btona komérkowa albo moga znajdowac
sie we frakcji cytoplazmatycznej jak réwniez w przestrzeni
periplazmatycznej [22]. Funkcjonowanie w przestrzeni pe-
riplazmatycznej komorek E. coli wielu izomeraz (zaréwno
cyklofiliny jak i biatka FKBP) wskazuje na to, ze u bakterii
Gram-ujemnych periplazma jest waznym ,przedziatem”,
gdzie dochodzi do faldowania biatek, ktére sa wydzielane
z komorki [23,24]. Sekwencja aminokwasowa obu cyklofilin
E. coli, PpiA (forma cytoplazmatyczna) i PpiB (forma znaj-
dujgca sie¢ w przestrzeni periplazmatycznej) jest identyczna
na poziomie 50% natomiast w stosunku do innych cyklofi-
liny np. CypA czlowieka zaledwie w 25%. Okreslono struk-
ture przestrzenna PpiA E. coli polaczonej z tripeptydem
APA (sukcynylo-Ala-Pro-Ala-p-nitroanilid) przy rozdziel-
czosci 1,8 A [25]. Na podstawie tej analizy wywnioskowano
ze w oddzialywanie zaangazowane sa reszty aminokwaso-
we umieszczone wewnatrz hydrofobowej kieszeni miedzy
dwoma przeciwbieznymi taricuchami tworzgcymi struktu-
re kartki B (Phe48, Met49, Phe107, Leu108, Tyr120 i Phe99).
Struktura trzeciorzedowa PpiA E. coli w ogdlnym zarysie
jest podobna do CypA H. sapiens (osiem taficuchéw tworza-
cych przeciwlegle kartki § ograniczonych z obu stron dwie-
ma helisami a). Réznice natomiast dotycza petli L1, L3 i L4
oraz rejonu laczacego helise al i element karki 3. Utworzo-
ny model struktury ujawnil réwniez zawade przestrzenna,
dodatkowa (w stosunku do tozsamego rejonu w CypA H.
sapiens) polarna reszte aminokwasowa GIn89 ktéra utrud-
nia PpiA E. coli oddziatywanie z CsA (okoto 1000 razy stab-
sze w poréwnaniu z CypA H. sapiens). Podobne wtasciwo-
$ci wykazuje AvCypA Azotobacter vinelandii. A. vinelandi to
diazotroficzne, wolnozyjace bakterie Gram-ujemne, ktére
zwigzany azot atmosferyczny przeksztalcaja do amoniaku.
Genom A. vinelandi koduje dwie cyklofiliny: cytoplazma-
tyczng AvCypA i periplazmatyczng AvCypB. Wykazano,
ze struktura AvCypA jest bardzo podobna do tej okreslonej
dla PpiA E. coli.

Cyklofiliny niektérych bakterii patogennych, pelnig
istotng funkcje w ich wirulencji. Badania na patogennych
bakteriach Brucella abortus (Gram-ujemne bakterie, wywo-
tujace chorobe zakazna, bruceloze) wykazaly podwyzszony
poziom ekspresji bakteryjnych genéw kodujacych CypA i
CypB, wewnatrz zainfekowanych komérek w poréwnaniu
z bakteriami hodowanymi w warunkach in vitro. Bakterie te
nie wytwarzajg typowych dla patogenéw czynnikéw wiru-
lencji, takich jak egzotoksyny czy enzymy cytolityczne. Ich
zdolnos¢ do przetrwania w zainfekowanej komorce wynika
glownie z umiejetnosci unikania mechanizméw obronnych.
Przygotowano podwdjnego mutanta delecyjnego AcypAB i
stwierdzono, Ze ten wariant rozwija sie prawidlowo podczas
hodowli w warunkach sprzyjajacych natomiast znacznie go-
rzej przystosowuje sie do warunkow niekorzystnych takich
jak: obniZenie temperatury, stres oksydacyjny, zmiany pH
srodowiska czy dodanie detergentu. Zauwazono rowniez,
ze mutant AcypAB wykazuje mniejsza aktywnos¢ wirulencji
wobec myszy (linia BALB/c) oraz nizszg zdolnos¢ do prze-
trwania i namnazania si¢ wewnatrz zainfekowanych komo-
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rek ludzkich (HeLa), niz szczep dziki [26]. Mimo, ze mutant
AcypAB jest w stanie z powodzeniem zainfekowac komoérke
to nie potrafi si¢ w niej utrzymac i przejs¢ do formy zdolnej
do replikacji. Wynika stad, ze efekt mutacji AcypAB ujawnia
si¢ dopiero w warunkach stresowych jakimi sa niekorzystne
warunki hodowli czy konieczno$¢ przetrwania bakterii w
zainfekowanej komorce broniac sie przed jej mechanizma-
mi obronnymi. CypA B. abortus wykazuje duze podobien-
stwo dla typowych bakteryjnych (Gram-ujemnych) cyklofi-
lin o lokalizacji w przestrzeni periplazmatycznej, natomiast
CypB wykazuje wigeksze podobiefistwo do form eukario-
tycznych (obecnosé istotnej dla oddziatywania z CsA reszty
Trp125) i znajduje sie raczej w cytoplazmie bakteryjnej. Su-
geruje sie, ze cyklofiliny B. abortus pelnia istotna funkcje na
etapie potaczenia sie BCV (ang. Brucella-containing vacuole) z
blonami siateczki srédplazmatycznej co pozwala bakteriom
przejs¢ do stadium zdolnego do replikaciji.

Niektore bakterie wydalaja swoja wlasna cyklofiline pod-
czas infekgji. Komoérki Mycobacterium tuberculosis produkuja
dwa rodzaje cyklofilin PpiA i PpiB, z czego forma A swoja
struktura bardzo przypomina CypA czlowieka. Dodatkowo
PpiA na aminowym koncu posiada sekwencje sygnatowa
umozliwiajaca sekrecje biatka z komérek bakterii [27]. Duze
podobienistwo strukturalne miedzy wymienionymi biatka-
mi moze sugerowad, ze PpiA moze przeja¢ funkcje CypA
jako efektora podczas rozwoju infekgji.

U bakterii Flavobacterium johnsonii i Treponema dentico-
la jak réwniez u wielu pierwotniakéw scharakteryzowano
biatka, ktére w swojej strukturze zawieraja zaréwno do-
mene CBD jak i FKBP, nazwano je FCBP (ang. FK506 and
cyclosporin-binding protein) [28]. Wykazano, ze obie domeny
s funkcjonalnymi izomerazami, ktérych aktywnos¢ jest
blokowana przez specyficzne im inhibitory bez wplywu na
dziatanie drugiej domeny.

CYKLOFILINY WYSTEPUJACE U PIERWOTNIAKOW

Najwiecej informacji dotyczacych cyklofilin u Protozoa
pochodzi z badan przeprowadzonych na pierwotniakach
pasozytniczych. Zainteresowanie ta grupa biatek wzrosto
po odkryciu, ze cyklosporyna (CsA) wykazuje aktywnosc¢
przeciwpasozytnicza z czego mogto wynikag, ze cyklofiliny
pelnig istotna role podczas infekcji [29]. Wiekszos¢ izomeraz
peptydyloprolylowych wystepujacych u pierwotniakéw to
cyklofiliny. Pierwsze cyklofiliny scharakteryzowane u Pla-
smodium falciparum i Toxoplasma gondii [30]. Analiza in silico
sekwencji DNA genomoéw niektérych pierwotniakéow wy-
kazala duza liczbe genéw kodujacych réznigce sie struktura
domenowga cyklofiliny, dla rodzaju Cryptosporidium - 9 na-
tomiast Toxoplasma - 14. Sklonowano 11 biatek z domenami
CBP, ktoére znaleziono w genomie P. falciparum. Tylko dwa
ze sklonowanych bialek wykazywaly aktywnosé izome-
razowa wobec substratu (Ala-Leu-Pro-Phe-p-nitroanilid),
natomiast wszystkie braly aktywny udzial w fatdowaniu
polipeptydéw co zostato przetestowane z zastosowaniem
bialek modelowych w tego rodzaju analizach czyli synta-
zy cytrynianowej oraz transferazy siarkowej tiosiarczanu.
Brak aktywnosci izomerazowej u wiekszosci cyklofilin P.
falciparum wynika z braku kluczowych reszt aminokwaso-
wych w strukturach ich domeny CBD, ktére sa niezbedne
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do oddzialywania z potencjalnym substratem. Natomiast
zachowanie ich aktywnosci jako czaperony zwigzane jest
prawdopodobnie z koniecznoscia , ratowania” bialek P. fal-
ciparum po infekcji erytrocytéw w warunkach stresowych,
np. podwyzszonej temperatury gospodarza. Cyklofiliny
wystepujace u P. falciparum tak samo jak u innych organi-
zméw  eukariotycznych moga funkcjonowaé w réznych
przedzialach komérkowych (cytoplazma, mitochondrium,
jadro komorkowe) i wykazuja duze zréznicowanie pod
wzgledem struktury i wielkosci (od 125 aa do 747 aa).
Scharakteryzowano biatka zaréwno jednodomenowe (np.
PfCypA, PfCypB, PfCyp23, P{Cyp25) jak i wielodomenowe,
ktore oprocz domeny CBP posiadaja domeny: U-box i pa-
lec cynkowy (PfCyp72), WD40 (PfCyp87), RRM (PfCyp14).
Dla wigkszosci z tych cyklofilin przewidziano lokalizacje w
jadrze komoérkowym a ich kompozycja domenowa wskazu-
je na udzial w dojrzewaniu RNA. Wykazano podwyzszo-
ny poziom ekspresji gendw Pfcyp19A i Pfeypl9B w stadium
pierécienia pasozyta podczas jego schizogonicznego po-
dziatu w erytrocytach. Na tym etapie pasozyty sa wrazliwe
na dziatanie cyklosporyny. U T. gondi zaobserwowano cie-
kawy mechanizm, ktéry wplywa na funkcjonowanie zainfe-
kowanego organizmu. Pierwotniak wplywa na przeciwza-
palna sygnalizacje komorek gospodarza w taki sposéb, aby
zmaksymalizowa¢ mnozenie i rozprzestrzenianie si¢ paso-
zytéw, utrzymujac jednoczesnie przezycie gospodarza [31].
T. gondi poprzez wydzielanie cyklofiliny TgCyp18 powodu-
je aktywacje receptora chemokin CCR5 (receptor 5 chemo-
kin typu cysteina-cysteina) w komérkach dendrytycznych i
makrofagach co w konsekwencji zwieksza ekspresje interfe-
ronu (IFN) -y, zalezna od interleukiny (IL) -12. Zjawisko to
jest kluczowe dla przezycia ostrej toksoplazmozy.

U T. gondi scharakteryzowano podobnie jak u niekt6-
rych bakterii biatko zawierajace zaréwno domene CBP jak
i FKBP (FCBP), jego dwie domeny izomerazowe sg rozdzie-
lone trzykrotnie powtérzona domena TRP.

FUNKCJE CYKLOFILIN W KOMORKACH ZWIERZECYCH

W  poprzednich rozdzialach opisano eukariotyczne
cyklofiliny funkcjonujace podczas obrony przed wirusa-
mi i bakteriami. Jednakze znaczenie tych biatek oraz ich
réznorodnos$é pod wzgledem wystepowania jest znacznie
bardziej rozszerzona niz tylko ochrona przeciw patogenom.

Jak juz wczesniej wspomniano, cyklofiliny biora udziat
w modulowaniu szlakéw sygnalowych, kontrolujacych
zaréwno proliferacje, jak i apoptoze limfocytow T. Pierw-
sze badania nad cyklofilinami prowadzono analizujac
zastosowanie réznych zwigzkéw immunosupresyjnych
w transplantologii. Wykazano woéwczas, ze wewnatrzko-
moérkowym receptorem dla cyklosporyny A (CsA) (jeden
z immunocytostatykéw) jest cytoplazmatyczna cyklofilina
CypA. Kompleks CypA/CsA wplywa na proces aktywacji
limfocytéw T poprzez blokowanie aktywnosci fosfatazy
kalcyneuryny.

Cyklofiliny scharakteryzowane u czlowieka mozna po-
dzieli¢ na 16 grup biatek r6znigcych sie strukturalnie, jednak-
Ze najbardziej liczna jest grupa CypA, ktéra stanowi od 0,1
do 0,6% wszystkich biatek wystepujacych w komoérce [32].
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Poczatkowo sadzono, Ze CypA funkcjonuje tylko wewnatrz
komoérki, jednakze dzisiaj wiadomo, ze moze ona funkcjono-
wac réwniez jako zewnatrzkomoérkowy przekaznik petnigcy
istotna role w wielu jednostkach chorobowych. Cyklofilina
CypA moze podlega¢ sekrecji z komérek zwierzecych, jako
SOXF (ang. secreted oxidative stress-induced factor), pod wply-
wem takich bodZcéw jak: stres oksydacyjny, niedotlenienie
czy zakazenie [33]. Sekrecja CypA stymuluje aktywacje ki-
nazy typu ERK (ang. extracellular signal-requlated kinases) i
posrednio wzrost komoérek miesni gtadkich naczyn (VSMC,
ang. vascular smooth muscle cell) oraz apoptoze komorek $rod-
blonka. Komérki VSMC wydzielaja CypA poprzez pecherzy-
ki na drodze sekrecji z udzialem GTPazy Rho oraz miozyny
II [34]. Stwierdzono podwyzszony poziom ekspresji genu
CypA w przebiegu takich choréb jak: tetniak aorty brzusznej,
przerost serca, niedokrwienie mieénia sercowego, choroba
naczyn wlosowatych czy miazdzyca tetnic. W ostatnim z wy-
mienionych przyktadéw CypA stymuluje pobieranie przez
komorki naczyn LDL (ang. low-density lipoprotein) wptywajac
na poziom receptora LDL, jednoczeénie powoduje obnizenie
poziomu syntazy tlenku azotu. To spostrzezenie spowodo-
walo, Ze analiza stezenia CypA stala sie dobrym markerem
przy diagnozowaniu niektérych choréb. Opierano sie na spo-
strzezeniu, ze w niektérych jednostkach chorobowych zaob-
serwowano podwyzszone stezenie CypA w surowicy krwiw
poréwnaniu ze zdrowymi osobnikami [35]. Podobne zalez-
nosci zauwazono w chorobach cukrzycy typu drugiego [36].

Mowiac o dolegliwosciach, jakie dotykaja czlowieka nie
spos6b pominaé choroby nowotworowe. Wiele wskazuje na
to, ze CypA jest kluczowym czynnikiem determinujacym
ztosliwa transformacje komorek i przerzuty niektérych ko-
moérek nowotworowych. Wykazano, ze podwyzszona eks-
presja CypA w wielu komérkach rakowych stymuluje ich
namnazanie oraz rozprzestrzenianie, blokuje réwniez roz-
woj proceséw apoptozy jak réwniez powoduje odpornosé
komorek na chemioterapie [37]. Wszystkie te spostrzezenia
spowodowaly duze zainteresowanie inhibitorami cyklofilin,
badania te jednak napotkaly na pewne problemy zwigzane
z koniecznoscig rozréznienia cyklofiliny wewnatrzkomor-
kowej od tej podlegajacej sekrecji. Najbardziej obiecujacym
kierunkiem badan, jest szukanie zwigzkéw wytaczajacych
tylko i wytacznie funkcje danej cyklofiliny [38].

Analiza wielodomenowej cyklofiliny Cyp40 wykazala,
ze moze ona funkcjonowac jako biatko opiekuricze. W re-
gionie aminowym biatka zlokalizowana jest domena CBP,
natomiast w karboksylowym znajduja sie trzy domeny TPR
(ang. tetratricopeptide repeats). Cyp40 wchodzi w komplek-
sy z Hsp70 albo Hsp90 poprzez domene TPR. Tak utwo-
rzone kompleksy asystuja podczas faldowania receptoréw
hormonéw steroidowych, oddzialujac z nimi utrzymuja
je w formie nieaktywnej. Pojawienie si¢ hormonéw stero-
idowych powoduje uaktywnienie receptora. Wéwczas do-
chodzi do dokoriczenia faldowania, dzieki czemu receptor
nabywa zdolnos¢ oddzialywania z DNA i moze funkcjono-
wag, jako czynnik transkrypcyjny [39].

CYCKLOFILINY GRZYBOW

Grzyby, tradycyjnie dzielimy na jednokomoérkowe (droz-
dze) i grzyby strzepkowe. Podzial ten jest jednak bardzo
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nieprecyzyjny, poniewaz wiele gatunkéw w zaleznosci od
warunkoéw srodowiskowych moze wystepowac zaréwno w
postaci pojedynczych komorek jak i strzepek formujgcych
grzybnie. W komorkach Sacchaaromyces cerevisie, bedacym
organizmem modelowym, zidentyfikowano sekwencje ko-
dujace: 8 cyklofilin, ktérym nadano oznaczenie Cpr (ang.
Cyclosporin A-sensitive proline rotamase) 4 biatka oddziatujace
z FK506 i tylko jedna parvuline [40].

Najwiecej doniesieri na temat cyklofilin obecnych w
drozdzach dotyczy biatka Cprl, ktére jest homologiem
CypA cztowieka. Cyklofilina Cprl S. cerevisie to bialtko
zlokalizowane w cytoplazmie i jadrze komérkowym, zbu-
dowane z pojedynczej domeny cyklofilinowej nadajacej jej
aktywnosc¢ izomerazy peptydyloprolilowej [41]. Wykazano
udzial Cprl w procesie sporulacji. Sporulacja drozdzy jest
ztozonym procesem réznicowania komérek indukowanym
przez niedobodr azotu i wegla. Wspomniane warunki éro-
dowiskowe aktywuja skoordynowana kaskade zmian w
ekspresji genéw prowadzaca do powstania haploidalnych
zarodnikéw odpornych na niekorzystne warunki srodowi-
ska. Regulacja tego procesu zalezna jest od aktywnosci genu
IMET1 (ang. inducer of meiosis) [42]. Poza regulacja oparta na
oddzialtywaniu czynnikéw transkrypcyjnych z regionem
promotorowym genu IME1 (czynniki MATa i MATa), kon-
trola jego ekspresji wynika réwniez z modulacji dostepnosci
chromatyny dla elementéw regulujacych synteze mRNA.
Jednym z elementéw odpowiedzialnych za represje gtéow-
nego induktora procesu sporulacji w komoérkach drozdzy
jest kompleks Set3C, w ktérego sktad wchodza biatka Set3,
Sntl, YIL112w, Sif2, Cprl i dwie deacetylazy histonowe
Hos2, Hstl. W regulacji ekspresji genu IME1 bierze udzial
jedynie deacetylaza Hos2, ktérej brak w komoérkach pro-
wadzi do zniesienia represji genéw odpowiedzialnych za
inicjacje procesu mejozy i sporulacji [43]. Stwierdzono, ze
Cprl nie tylko oddziatuje z elementami kompleksu Set3C
zawierajacym deacetylaze Hos2 ale réwniez bierze udzial
w deacetylacji histonéw katalizowanej przez biatko Rpd3
co wskazuje na funkcjonalne powigzania pomiedzy cyklo-
filing a deacetylazami takimi jak Hos2 i Rpd3 [44]. Delecja
genoéw kodujacych biatka Set3 i Hos2 wchodzacych w skiad
kompleksu powoduje przyspieszenie procesu sporulacji
co wskazuje na udzial Set3C w procesie regulacji ekspresji
genu IME1. Z kolei delecja genu kodujacego Cprl powo-
duje spowolnienie procesu zarodnikowania jednakze nie
prowadzi do jego zatrzymania, co wskazuje na to, ze Cprl
stanowi elementu niezbednego w kontroli ekspresji genéw
specyficznych dla zarodnikowania. Ponad to wprowadze-
nie do komérki drozdzy, pozbawionej sekwencji kodujacej
biatko Cprl, konstrukcji genowej zawierajacej sekwencje
kodujaca cyklofilne A z substytucja reszty argininy za resz-
te alaniny w 53 pozycji taricucha biatkowego, znajdujacej sie
w obrebie miejsca aktywnego izomerazy peptydyloprolilo-
wej, nie spowodowato przywrécenia pierwotnego poziomu
sporulacji S. cerevisie co wskazuje na istotnos¢ aktywnosci
izomerazowej cyklofiliny Crpl [43]. Na podstawie po-
wyzszych zaleznosci mozna przypuszczac ze biatko Cprl,
bedace elementem kompleksu Set3C moze regulowac jego
aktywnos¢ poprzez katalizowanie reakcji izomeryzacji, po-
wodujac zmiany konformacyjne biatek kompleksu, co moze
wplywac na site jego oddzialywan z chromatyna lub innymi
czynnikami [41].
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Cprl drozdzy S. cerevisie bierze udzial w nabywaniu to-
lerancji na szkodliwe warunki srodowiska. Wzrost ekspre-
sjii genu Cprl zaobserwowano w odpowiedzi na czynniki
powodujace powstawanie stresu oksydacyjnego i genero-
wanie reaktywnych form tlenu (ROS), takie jak szok ciepl-
ny, obecnos¢ nadtlenku wodoru (H,0,), chlorku kadmu
(CdCl,), nadtlenek tert-butylu (t-BOOH) i chlorku kobaltu
(CoCl,). Spadek zawartoéci cyklofiliny A drozdzy zaobser-
wowano pod wplywem siarczanu (VI) miedzi (CuSO,) oraz
siarczanu dodecylu sodu (SDS). Nadekspresja Cprl znacz-
nie zwieksza zywotnosé drozdzy w warunkach stresu gene-
rowanego przez wspomniane czynniki co wskazuje, ze cy-
klofiliny moga petni¢ podobne funkcje do biatek Hsp, ktére
ulegaja wzmozonej ekspresji w warunkach stresowych. Po-
nadto Cprl bierze udzial w uruchomieniu mechanizméw
obronnych takich jak ekspresja enzyméw o aktywnosci
oksyreduktazy np. peroksydaza treoninowa, dehydroge-
naza aldehydu 3-fosfoglicerynianowa i dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa oraz biatek opiekuriczych Hsp104,
Hsp90, Hsp60 i Hsp42, ktérych zadaniem jest utrzymanie
stanéw przejéciowych niepoprawnie ufatdowanych biatek
i kontrola nad uzyskaniem przez nie struktury natywnej
[45]. Ponad to wzrost ekspresji Cprl stwierdzono réwniez
w ekstremalnej temperaturze i w obecnoéci chlorku sodu
oraz kwasu sorbinowego. Badania majace na celu porow-
nanie wrazliwosci komoérek drozdzy szczepow KNUS377Y
i KNU5377Y cprlA wykazaly, ze delecja genu kodujacego
cyklofiline Cprl powoduje obnizenie tolerancji na czyn-
niki stresowe, towarzyszace procesowi fermentacji, takie
jak wysoka temperatura (45°C), dwutlenek wodoru (20-30
mM), etanol (16%), kwas siarkowy (5 mM), i kwas mleko-
wy (0,4-0,8%). Zaleznosci te wskazuja na role cyklofilin w
odpowiedzi na stresy srodowiskowe powodowane réznymi
czynnikami. Przyczyna tego moze by¢ zdolnosé¢ cyklofilin
do pelnienia podobnych funkgji jak biatka opiekuricze Hsp
oraz czesto obserwowane wspoéldziatanie pomiedzy czape-
ronami a cyklofilinami. Oddzialtywanie to umozliwia utrzy-
manie stanéw przejsciowych w trakcie faldowania biatek co
w warunkach stresowych umozliwia uzyskanie konfigura-
¢ji natywnej [46]

Biatka posiadajace zdolnoé¢ do katalizowania reakcji
izomeryzacji wigzan peptydowych a szczegélnie homolog
cyklofiliny A (Cypl) pelnia ré6znego rodzaju funkcje w wi-
rulencji grzybéw i procesie infekcji. U Magnaporthe oryzae
Cypl reguluje generowanie wysokiego turgoru w komor-
kach appressorium, biosynteze lipidéw i rozwéj spor. Rosli-
ny infekowane przez mutanty M. oryzae pozbawione genu
cypl wykazywaly mniejsze nasilenie zmian chorobowych w
poréwnaniu z infekcja przez typ dziki. Ponadto grzyby z
tego gatunku pozbawione genu cypl charakteryzowaly sie
ostabiona zdolnoscia do penetrowania warstwy kutyku-
li rosliny-gospodarza. Mutanty Acypl wykazuja znacznie
spowolnione formowanie konidiéw w poréwnaniu do typu
dzikiego. Podobnie w przypadku B. cinerea wyciszenie bepl,
bedacego homologiem cypl M. oryzae, powoduje oslabie-
nie objawéw chorobowych. Jednak nie wptywa na rozwdj
grzybni i formowanie oraz dojrzewanie konidiéw [47].

Zdecydowana wiekszoé¢ badan nad funkcja cyklofilin u
grzyboéw wskazuje na ich szczegdlne znaczenie w odpowie-
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dzi na stresy abiotyczne, szczegdlnie czynniki powodujace
stres oksydacyjny. Stwierdzono réwniez ich udzial w regu-
lacji procesu mejozy I sporulacji oraz replikacji RNA wiru-
sow. Ponadto cyklofiliny stanowia wazny element warun-
kujacy zdolnoé¢ grzybow patogennnych do infekowania
gospodarzy. U wielu gatunkéw zaobserwowano spadek
wirulencji na skutek delecji lub wyciszenia genéw kodujg-
cych cyklofiliny. Brak badanych biatek nie wplywa jednak
na parametry wzrostowe grzybéw strzepkowych jak réw-
niez, w wiekszosci przypadkéw, na formowanie, wzrost i
rozwoj spor.

FUNKCJE CYKLOFILIN W KOMORKACH ROSLINNYCH

Znaczna cze$¢ biatek biorgcych udzial w odpowiedzi ko-
morki rodlinnej na infekcje patogenem oraz te ktore ulegaja
ekspresji podczas rozwoju ukladu symbiotycznego charak-
teryzuje sie duza zawartoscia reszt proliny. Rosliny charak-
teryzuja sie duza réznorodnoscia form bialek posiadajacych
domene cyklofilinowa. W genomie Arabidopsis thaliana scha-
rakteryzowano 35 genéw kodujacych biatka z domeng CBD,
u Oryza sativa 28, u Lotu japonicus 14 i az 62 u Glycine max.

Najlepiej poznana pod wzgledem funkcji jest cyklofilina
TLP40 szpinaku (odpowiednik u A. thaliana AtCyp38), kt6-
ra zlokalizowana jest w tylakoidach chloroplastéw i bierze
udzial w biogenezie plastydéw. Wykazano, ze biatko TLP40
jest niezbedne do skladania i dojrzewania podjednostek fo-
tosystemu PSII [48]. Mutanty insercyjne A. thaliana z uszko-
dzonym genem AtCyp38 charakteryzuja sie ograniczonym
wzrostem, oraz zmniejszona zawartos¢ chlorofilu w suchej
masie w poréwnaniu do dzikiej formy. Analiza proteomicz-
na blon tylakoidalnych, wskazaly na uszkodzenie PSIL
Inna cyklofilina zlokalizowana w stromie chloroplastow
AtCyp20-3 (nazywana réwniez u A. thaliana ROC4) wia-
zana jest z odpowiedzig na stres oksydacyjny i osmotycz-
ny. Przypuszcza sie, Ze biatko to w warunkach stresowych
moze oddzialtywaé z chloroplastowa chloroplastowymi
biatkami peroksyredoksyna oraz tioredoksyna Trx-m. Cy-
klofilina AtCyp20-3 w swojej strukturze ma cztery reszty
cysteiny (Cys54-Cys171 i Cys129-Cys176), ktére w warun-
kach utleniajacych tworze mostki disiarczkowe. Ukierun-
kowane mutacje punktowe, zmieniajace reszty Cys na Ser,
spowodowaly zmiany w konformagcji biatka jak réwniez
znaczne zmniejszenie aktywnosci izomerazowej [49].

Cyklofiling, ktéra uczestniczy w transporcie jadrowym
u roslin jest Cyp40. Badajac proces dojrzewania miRNA u
A. thaliana, scharakteryzowano kompleks skladajacy sie z
Cyp40, Hsp90, dupleksu RNA i AGO1. Oddziatywanie to
jest niezbedne do zbudowania kompleksu RISC (z ang. RNA
induced silencing complexes), lecz ma charakter przejsciowy,
poniewaz dojrzale formy RISC nie sa potaczone z Cyp40.
Domena cyklofilinowa biatka Cyp40 pelni istotng funkcje
w skladaniu kompleksu, poniewaz jej usuniecie powoduje
wspoloczyszczanie Hsp90 z AGO1, jednakze bez dupleksu
RNA [50].

Biatko AtCyp59 jest przedstawicielem cyklofilin wielodo-
menowych u A. thaliana. Oprécz domeny CBP umieszczonej
na koricu aminowym, biatko to ma motywy RRM oraz palca
cynkowego, natomiast koniec karboksylowy jest bogaty w
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powtdrzenia reszt aminokwasowych RS/RD [51]. Podobne
biatka wystepuja u innych organizméw (np. Ret u Schizo-
saccharomyces pombe), jednakze motyw palca cynkowego jest
charakterystyczny tylko dla roslin. AtCyp59 ma lokaliza-
gje jadrowsq i oddziatluje z domena CTD najwiekszej pod-
jednostki polimerazy RNA II oraz jadrowymi biatkami SR
(ang. serine-arginine rich proteins) co wskazuje na udziat tego
biatka w procesie dojrzewania pre-mRNA. Za pomoca do-
meny RRM AtCyp59 moze oddzialywac z RNA, natomiast
domena bogata w powtérzenia RS/RD odpowiedzialna jest
za oddzialywanie z biatkami SR. Za pomocg metody SELEX
(ang. systematic evolution of ligands by expotential enrichment)
okreslono motyw RNA G[U/CIN[G/A]CC[A/G], z ktérym
preferencyjnie oddziatuje AtCyp59 [52]. Uzyskany wynik
zweryfikowano in vitro za pomoca techniki EMSA (ang.
electrophoretic mobility shift assay) oraz in vivo poprzez immu-
noprecypitacje, stosujac 17 wariantéw sekwencji zgodnej.

Kolejnym biatkiem o lokalizacji jadrowej Cyp71 A. tha-
liana, ktéra bierze udzial w regulacji na poziomie aktywacji
chromatyny. Aminowy region AtCyp71 zbudowany jest 4
powtérzenn motywu WD40, natomiast na karboksylowym
konicu znajduje sie domena CBP. Mutanty insercyjne A. tha-
liana z uszkodzonym genem Cyp71, wykazuja istotne zmia-
ny fenotypowe (zaklécenie rozwoju organéw bocznych, de-
formacja rozety) w stosunku do formy dzikiej. Zmiany mor-
fologiczne mutanta wskazywatly na posrednie uposledzenie
funkcjonalnosdci genéw regulujacych apikalny rozwdj ro-
slin. Poprzez immunoprecypitacje chromatyny (ChIP, ang.
chromatin immunoprecipitation) wykazano, ze AtCyp71 od-
dziatuje z histonami H3 w regionach genéw KNATI1 i STM
(kodujacych czynniki transkrypcyjne kontrolujace rozwdj
organdéw bocznych). Metylacja Lys27 histonéw H3 (H3K27)
w regionach genéw KNATI i STM powoduje ich wyciszanie
w organach bocznych roélin [53]. Uwaza sie, ze AtCyp71
poprzez oddziatywanie z histonami H3 wptywa na ich po-
translacyjna modyfikacje. W mutancie cyp71-1 oba geny zo-
staty zaktywowane, co zmienito przebieg wzrostu rosliny,
wskazujac na to, ze metylacja histonu H3 w pozycji Lys27
zostata zakl6cona.

Ekspresja genéw kodujacych poszczegélne typy cyklofi-
lin u roélin jest zr6znicowana. Niektére cyklofiliny ulegaja
ekspresji w sposéb konstytutywny dla innych mozna wy-
kaza¢ podwyzszony poziom mRNA w warunkach stresu
biotycznego badz abiotycznego, jeszcze inne ulegaja eks-
presji tylko w okreslonych tkankach [54]. Zaobserwowano
podwyzszony poziom mRNA dla CypA w tkankach szyb-
ko rosnacych i rozwijajacych sie. Ekspresja CypA u Solanum
tuberosum wzmaga sie w wyniku skaleczenia czy infekcji
grzybowej, natomiast u fasoli reaguje na obnizona tempe-
rature czy dzialanie na rosliny solami metali ciezkich [55].

U A. thaliana scharakteryzowano dwie cyklofiliny: cy-
toplazmatyczna AtCypl9 oraz jadrowa AtCyp57, ktérych
ekspresja jest indukowana w wyniku infekcji Pseudomonas
syringae. Mutanty atcyp19 oraz atcyp57 z uszkodzonymi ge-
nami kodujacymi wyzej wymienione biatka, wykazuja pod-
wyzszona podatnos¢ na infekcje P. syringae, natomiast na-
dekspresja AtCypl9 powoduje zwiekszenie odpornosci na
infekcje [56]. Nadekspresja AtCyp19 prowadzi do nagroma-
dzenia sie reaktywnych form tlenu, co w konsekwencji po-
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woduje modyfikacje $ciany komérkowej indukcje produkgji
kwasu salicylowego oraz ekspresje genéw w odpowiedzi
na atak patogena uruchamiajac kaskade kinazy MAP (ang.
mitogen-activated protein kinase). Natomiast nadekspresja
AtCyp57 powoduje nagromadzenie w $cianie komorkowej
kalozy, czynigc ja mniej przepuszczalng dla bakteryjnego
patogenu.

Innym biatkiem, ktére uczestniczy w odpowiedzi obron-
nej na infekcje P. syringae jest AtCypl8-3 (ROC1). Biatko
to oddzialuje z proteaza cysteinowa AvrRpt2, ktéra nale-
zy do biatek efektorowych bakterii [57]. Biatka efektorowe
sa wydzielane przez bakterie bezposrednio do komorki
gospodarza, w wyniku czego rosliny produkuja tzw. biatka
odpornosci R (ang. plant resistance protein), ktére indukuja
odpowiedz obronng komorki. Proteaza AvrRpt2 w formie
nieaktywnej, transportowana jest do zainfekowanej komor-
ki po czym podlega potranslacyjnej modyfikagcji tj. izome-
ryzacji wigzan peptydowych miedzy Gly-Pro z udziatem
cyklofiliny AtCYP18-3. W strukturze AvrRpt2 scharakte-
ryzowano czterokrotnie powtérzona sekwencje Gly-Pro-X-
-Lys (X oznacza dowolng reszte aminokwasowa), z ktéra
oddziatuje AtCyp18-3. Zaklada sie, ze w komorce bakteryj-
nej, nieufaldowana i nieaktywna forma AvrRpt2 zawiera
wigzania peptydowe Gly-Pro w konfiguracji trans, dopiero
po przejsciu do komoérki gospodarza w asyscie cyklofiliny
AtCyp18-3 czes¢ z nich przechodzi do konfiguracji cis. Po
odpowiednim ufatdowaniu dochodzi do autoodciecia ami-
nowego regionu AvrRpt2 (pomiedzy Gly71i Gly72), co uak-
tywnia aktywnos¢ proteazowa AvrRpt2 i umozliwia prote-
olityczne ciecie biatka RIN4, ktére poprzez oddzialywanie
z biatkiem typu R (RPS2) blokuje jego aktywnosé. Konse-
kwencja usuniecia RIN4 jest uwolnienie RPS2 i rozpoczecie
odpowiedzi obronnej roéliny.

Ponadto wiadomo, ze AtCYP18-3 oddziatuje z biatkiem
VirD2 Agrobacterium tumefaciens, co umozliwia wprowadze-
nie do jadra komérki roslinnej oraz wbudowanie do jej ge-
nomu sekwengcji T-DNA [58].

PODSUMOWANIE

Mimo, ze od odkrycia zjawiska przyspieszania izomery-
zacji wigzan Xaa-Pro przez izomerazy peptydyloprolilowe,
mineto ponad 30 lat niewiele wiadomo o specyficznosci sub-
stratowej oraz funkcji in vivo ich poszczegélnych form. Cy-
Kklofiliny reprezentowane sa w analizowanych organizmach
przez wiele form zaréwno jedno- jak i wielodomenowych.
Duzym wyzwaniem dla badaczy jest przyblizenie funkgji i
znaczenia poszczeg6lnych form cyklofilin zaréwno w wa-
runkach optymalnych jak i stresowych czy patogennych.
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Cyclophilins - proteins with many functions
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ABSTRACT

Cyclophilins together with FK-506-binding proteins and parvulins, belong to a group of proteins that have peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
activity. They also belong to proteins that are collectively known as immunophilins. Cyclophilins are found in all cells of all organisms stud-
ied, in both prokaryotes and eukaryotes. The first member of the cyclophilins to be identified in mammals, cyclophilin A, is the major cellular
target for the immunosuppressive drug cyclosporin A. This review discusses recently available data about proteins with cyclophilin domain
(CBD). Recent studies have implicated a diverse array of additional cellular functions for cyclophilins, including roles as chaperones and in

cell signalling as well as in several human diseases.

54

www.postepybiochemii.pl



