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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W limfocytach T biatka FKBP, zwane réwniez immunofilinami, pelnig r6znorodne funkcje, z kto-
rych najwazniejsza jest udzial w regulacji transkrypcji genéw cytokin, gtéwnie na poziomie trans-
portu jadrowo-cytoplazmatycznego czynnikéw transkrypcyjnych. Immunofilina FKBP12 jest me-
diatorem immunosupresyjnego dzialania FK506. Kompleks FKBP-FK506 blokuje import jadrowy
NFAT oraz tworzenie heterodimeru AP-1, przez hamowanie zaleznej od wapnia fosfatazy kalcy-
neuryny oraz szlaku sygnatowego JNK/p38. Zahamowanie obu tych szlakéw uniemozliwia eks-
presje IL-2 i aktywacj¢ limfocytu T. Z kolei FKBP51 i FKBP52 sg naturalnymi komponentami
kompleksu receptora glukokortykoidow i bezposrednimi regulatorami jego aktywnosci. Po zwia-
zaniu ligandu przez receptor, FKBP51, utrzymujacy receptor w cytoplazmie, zastepowany jest
przez FKBP52, ktéry z kolei umozliwia translokacje calego kompleksu do jadra. W ten sposob
biatka FKBP biorg udzial w regulacji odpowiedzi immunologicznej przez glukokortykoidy.

immunofiliny ¢ biatka wigzace FK506 ° kalcyneuryna ¢ czynniki transkrypcyjne * import jadrowy ¢
eksport jadrowy
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Summary

Members of the FKBP family play various functions within the cell. For T cell biology essential
is their involvement in the regulation of cytokine genes transcription, mainly at the level of nuc-
leocytoplasmic transport of transcription factors. FKBP12 is the mediator of immunosuppressi-
ve action of FK506. When complexed with the drug, FKBP blocks nuclear import of NFAT and
formation of AP-1 heterodimer, due to inhibition of calcium-dependent phosphatase calcineurin
and JNK/p38 pathways. Suppression of these two, and possibly some other signaling pathways
leads to prevention of IL-2 expression and T cell activation. FKBP51 and FKBP52 are natural
components of glucocorticoid receptor complex and direct regulators of its activity. Upon ligand
binding FKBP51, maintaining receptor in the cytoplasm, is exchanged by FKBP52, which allows
translocation of the complex to the nucleus. Thereby FKBPs take a part in the regulation of im-
mune response by glucocorticoids.

immunophilins ¢ FK506-binding proteins ¢ calcineurin ¢ transcription factors  nuclearimport
nuclear export
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Znane obecnie szlaki sygnatowe, kontrolujace zarowno
proliferacje, jak i apoptoze¢ komoérek T, prowadza do ak-
tywacji czynnikéw transkrypceyjnych, wsrod ktérych istot-
na rolg odgrywaja NFkB, NFAT i Nur77 — wszystkie
w mniejszym lub wiekszym stopniu kontrolowane przez
zalezng od wapnia fosfataze, kalcyneuryng. Dotychczas
aktywnos$¢ immunosupresyjng makrolidu FK506 wigzano
gtéwnie z jego zdolnoscig do hamowania kalcyneuryny.
Niedawno pojawily si¢ jednak dane wskazujace na istnie-
nie niezaleznego od kalcyneuryny miejsca dzialania
FK506, a takze opisywane sg inne poza immunosupresja,
sposoby dzialania tego zwigzku. Celem niniejszego arty-
kutu jest oméwienie aktualnych pogladéw na temat bia-
tek wigzacych FK506, ze szczegdlnym zwrdoceniem uwagi
na ich rol¢ w modulowaniu szlakéw sygnatowych kontro-
lujacych aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych zaanga-
zowanych w procesach proliferacji i apoptozy komoérek T.

IMmuNoOFILINA FKBP

Terminem immunofiliny okreslane sg biatka wigzace
zwigzki immunosupresyjne, z ktérych najbardziej znany-
mi sg: cyklosporyna A, FK506 i rapamycyna. Immunofili-
ny wykazujg aktywnos¢ izomerazowg oraz chaperonows.

W wielu tancuchach bialkowych wykorzystywane sa wyjat-
kowe mozliwosci zmian konformacyjnych reszty prolino-
wej. Dana konfiguracja (cis lub trans) moze by¢ energe-
tycznie najkorzystniejsza w okreslonym miejscu lancucha
polipeptydowego. Izomeryzacja cis-trans wigzan X-Pro
(X - dowolny aminokwas) moze determinowaé tempo
osiagania konformacji natywnej biatka [47]. Spontaniczna
izomeryzacja jest jednak powolna. Enzymatyczne przyspie-
szenie tego procesu (ponad 300 razy) moze by¢ konieczne
do osiagnigcia konformacji natywnej zanim wkroczy pro-
ces wspolzawodniczacy, taki jak agregacja lub proteoliza
[17]. Rolg te petnig izomerazy peptydyloprolylowe, nazy-
wane rowniez rotamazami, do ktérych naleza biatka wigza-
ce FK506 oraz cyklofiliny. Enzymy te ulatwiaja ponadto
dziatanie izomeraz mostkéw disiarczkowych. Prawdopo-

dobnie tancuchy z odpowiednimi izomerami prolylowymi
sg lepszymi substratami dla tych izomeraz [47]. FKBP i cy-
Kklofiliny r6znig si¢ swoistoscig substratowa, dzigki czemu
in vivo mogg pelnic rézne role fizjologiczne [21].

Izomeryzacja cis-trans w pewnych przypadkach moze réw-
niez regulowac aktywnos¢ biologiczng sfaldowanych juz
biatek, jak to sie¢ dzieje w przypadku kinazy Itk (interleu-
kin-2 tyrosine kinase), bioracej udzial w szlakach sygnato-
wych, prowadzacych do aktywacji limfocytow T. Nalezy
podkresli¢, ze konformacyjna zmiana w domenie SH2 (Src
homology-2) Itk, katalizowana przez cyklofiling A (CypA),
reguluje zdolno$¢ kinazy do rozpoznawania substratu, co
w konsekwencji moze prowadzi¢ do zablokowania sygnatu
od TCR. Itk jest substratem swoistym dla CypA, nie jest
natomiast rozpoznawana przez FKBP [9].

Oprocz przyspieszania procesu faldowania bialek wyka-
zano réwniez inne funkcje FKBP, sposrod ktérych naj-
wazniejsze to:

* Regulacja subkomoérkowej lokalizacji i aktywnosci
transaktywacyjnej czynnikoéw transkrypcyjnych istot-
nych dla czynnosci limfocytow T. Odgrywaja tu role
zwlaszcza immunofiliny FKBP 12 oraz 51 i 52, co zo-
stanie szerzej oméwione w dalszej czgsci.

» Negatywna regulacja szlaku sygnatowego TGF-f.

TGF-B (tumor growth factor B) jest cytoking o dziala-

niu hamujacym proliferacje limfocytow T. FKBP wigze

si¢ z cytoplazmatyczng czesciag wolnego od ligandu re-
ceptora TGF-B typu I, nie dopuszczajac do jej fosforyla-
cji przez receptor typu II (o konstytutywnej aktywnosci
kinazowej). Natomiast przytaczenie TGF-$ do recepto-
ra prowadzi do oddysocjowania FKBP12, co umozliwia
aktywacje szlaku sygnatowego. Interakcje FKBP12-

TGFpBR blokowane sg przez FK506, co wzmocnia ak-

tywnos¢ TGF-p w obecnosci makrolidu. Moze to stano-

wi¢ dodatkowy aspekt immunosupresyjnych wtasciwo-

sci FK506 [8,61].

Antyapoptotyczna funkcja FKBP38.

Niedawno wykazano, ze izoforma ta hamuje apoptoze

przez oddzialywanie z antyapoptotycznymi biatkami za-

pobiegajagcymi zmianom przepuszczalnosci bfony mito-

119



Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; tom 58: 118-127

chondrialnej, ktére prowadzityby do uwolnienia cyto-
chromu c i zapoczatkowania szlaku prowadzacego do
$mierci komérki. FKBP38 zakotwicza Bcl-2 i Bel-x|

w blonie mitochondrium, umozliwiajac im dziatanie. Lo-
kalizacja mitochondrialna tych biatek jest bowiem nie-
zbedna do ich aktywnosci ochronnej [50].

W kontekscie antyapoptotycznej roli biatek FKBP intere-
sujace sg dane na temat proapoptotycznej aktywnosci
FK506 w astrocytach [42,65], obwodowych limfocytach
T [36], czy przywracanie przez FK506 wrazliwosci komo-
rek chloniakéw grasiczych na apoptoze indukowang jo-
nami wapnia [24].

Bupowa BIAtEK FKBP

Najlepiej poznanym, a zarazem najpowszechniej wystepu-
jacym biatkiem wigzacym FK506 jest FKBP12 (FKBP
o masie 12 kDa) [20,51], cho¢ opisano rowniez inne bial-
ka z tej rodziny, np. FKBP12.6 [49], FKBP13 [23],
FKBP52 [39], FKBP38 [50], FKBP51 [64], FKBP25 [19].
FKBP12 jest rozpuszczalnym, cytosolowym receptorem
dwoch stosowanych w klinice immunosupresoréw, FK506
i rapamycyny. Gtéwnymi elementami budowy tego biatka
sa: pigciopasmowa, antyréwnoleglta struktura pofatdowa-
nej kartki (harmonijki f) i pojedyncza krétka helisa o,
tworzaca rdzen hydrofobowy. Helisa jest przytaczona do
piatego i drugiego pasma harmonijki odpowiednio przez 9-
i 5-aminokwasowe petle. Wzajemne ulozenie obu struktur
jest stabilizowane przez sily van der Waalsa. W plytkim
wydragzeniu miedzy helisg i harmonijkg znajduje sie cen-
trum aktywne oraz miejsce wigzania ligandu [56]. Kieszen
wigzaca ligand jest podobna w innych biatkach z tej rodzi-
ny, szczegblnie konserwatywne sa aminokwasy aromatycz-
ne Trp59, Tyr82 i Phe99. Zwigzanie immunosupresora po-
woduje nieznaczng reorganizacj¢ tego regionu oraz zaha-
mowanie aktywnosci enzymatycznej rotamazy [35].

Licanpy FKBP

FK506 i rapamycyna, ligandy biatek FKBP, sg naturalnymi
produktami promieniowcoéw Streptomyces, zyjacych w gle-
bie. Sg to antybiotyki makrolidowe o zblizonej budowie
i silnej aktywnosci przeciwgrzybiczej (wobec drozdzy
i grzybéw patogennych). Ich naturalng rolg jest hamowa-
nie wzrostu konkurencyjnych organizméw. Oba zwiazki
wigzg si¢ z tym samym miejscem na FKBP12, a powstale
kompleksy pelnig role inhibitor6w konserwatywnych enzy-
mow o istotnym znaczeniu dla biologii komoérki: kalcyneu-
ryny (FKBP-FK506) lub kinazy TOR (FKBP-rapamycyna)
[2]. Swoistos¢ tych interakeji jest zdeterminowana przez
Scislg geometrie przestrzenng powstatych komplekséw [6].

FK-506 (takrolimus) otrzymano z fermentujacej hodowli
kolonii Streptomyces tsukubaensis, organizmu znalezione-
go w probkach gleby pobranych z rejonu Tsukuba w pot-
nocnej Japonii. Kompleks FKBP-FK506 wigze si¢ z kalcy-
neuryng w poblizu jej centrum aktywnego, w nastepstwie
czego interferuje z jej dostepem do substratéw. W ten spo-
s6b FK506 wplywa na liczne procesy biochemiczne w r6z-
nych komérkach [16]. Jednak zwigzek ten znany jest gtow-
nie z hamujacego dzialania na aktywacje i réznicowanie
limfocytow T. W ludzkich, aktywowanych limfocytach

T krwi obwodowej, selektywnie i gwaitownie hamuje aku-
mulacje mRNA IL-2, a takze innych genéw wczesnej fazy
aktywacji limfocytéw T, tzn. IL-3, IL-4, GM-CSF, TNF-q,
IEN-y i c-myc [54].

FK506 wiaze si¢ w plytkim wydrazeniu mig¢dzy helisg
o i harmonijkg p FKBP12 za posrednictwem pieciu wig-
zan wodorowych. Z punktu widzenia aktywnosci enzymu
istotne jest wigzanie amidowe w FK506. W wolnym
FK506 wigzanie to jest w pozycji cis, a w zwigzanym
w pozycji trans. Mozna wigc stwierdzi¢, ze immunosu-
presor ,nasladuje“ naturalne substraty rotamazy. Jednak
w przeciwienstwie do nich pozostaje trwale zwigzany
z enzymem, blokujac jego centrum aktywne [56].

Rapamycyne (sirolimus) uzyskano z hodowli Streptomy-
ces hygroscopicus znalezionego w probkach gleby pobra-
nych na Wyspie Wielkanocnej [48]. Kompleks rapamycy-
na-FKBP12 wigze si¢ z cytosolowq kinazg serynowo-tre-
oninowg TOR (target of rapamycin), ktéra reguluje
wzrost komorki, synteze bialek i apoptoze w odpowiedzi
na mitogeny i czynniki wzrostowe. Zahamowanie aktyw-
nosci TOR prowadzi do zatrzymania cyklu komoérkowego
w fazie G1 [59]. Kinaza ta reguluje odpowiedz limfocy-
tow T na IL-2 [26]. Rapamycyna nie wplywajac na wy-
dzielanie IL-2 jak i innych limfokin, ani na ekspresje jej
receptora zapobiega aktywacji i proliferacji limfocytow
T w obecnosci egzogennej IL-2 [48].

Nalezy zwroci¢ uwage, ze cel komérkowy obu immuno-
supresorow jest ten sam (FKBP12). Wystepuje wiec po-
miedzy nimi zjawisko wspotzawodnictwa, obserwowane
in vitro. W efekcie rapamycyna moze dziala¢ antagoni-
stycznie do FK506 [32]. Oba antybiotyki blokuja przeka-
zywanie sygnatu w komorce juz w stezeniu 1 nM [6].

ENDOGENNE LIGANDY FKBP

FAP48 (FKBP-associated protein) — bialko o masie 48
kDa - jest niedawno poznanym kandydatem do roli endo-
gennego ligandu FKBP12 i FKBP52 [28]. Autorzy suge-
ruja, ze FAP48 w asocjacji z FKBP bierze udziat w akty-
wacji limfocytéow T, zwiekszajac synteze interleukiny 2,
przy czym wolny FAP48 nie wykazuje takiego dzialania.
Kompleksy FKBP-FAP48 sg rozbijane przez FK506 i ra-
pamycyneg, co prowadzi do zwigkszenia komérkowej puli
niezwigzanego FAP48 oraz zahamowania wzmacniajace-
go dzialania na syntezg¢ IL-2. Moze to stanowi¢ kolejny
aspekt wlasciwosci immunosupresyjnych tych makroli-
déw. Efekt nadmiernej ekspresji FAP48 w komorkach
Jurkat jest podobny do efektu dziatania FK506 lub rapa-
mycyny — proliferacja zostaje zahamowana.

Kalcyneuryna

Jak juz wspomniano wyzej, znanym celem kompleksu
FKBP/FK506 jest kalcyneuryna [32]. Kalcyneuryna jest
fosfataza serynowo-treoninowa, aktywowang przez wapn
i kalmoduling, zaangazowana w regulacje odpowiedzi im-
munologicznej. Enzym ten wystepuje jako heterodimer
ztozony z podjednostki katalitycznej, zwanej kalcyneury-
na A (CnA), oraz regulatorowej, czyli kalcyneuryny
B (CnB). Podjednostka A (okoto 60 kDa) zawiera N-
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Ryc. 1. Uproszczony schemat przedstawiajacy wapniowe szlaki sygnatowe zapoczatkowane rozpoznaniem antygenu przez kompleks TCR/CD3.

Liniami przerywanymi zaznaczono obecno$¢ etapow posrednich

koncowa domeng katalityczna, centralne domeny wigzace
kalcyneuryng B i kalmoduling oraz C-koncowa domeng
autoinhibitorowg. W poblizu centrum katalitycznego
znajduja si¢ miejsca wigzania kompleksé6w immunofili-
na/immunosupresor (CyP/CsA, FKBP/FK506). Kalcy-
neuryna B (okolo 20 kDa) ma budowe zblizong do kal-
moduliny i zawiera cztery miejsca wigzania wapnia [3].

Kalcyneuryna jest niezbednym elementem szlaku sygnato-
wego prowadzacego do aktywacji limfocytéow T. W wyniku
rozpoznania antygenu przez kompleks receptora limfocy-

tow T (TCR/CD3), dochodzi migdzy innymi do aktywacji
fosfolipazy C, ktéra hydrolizuje difosforan fostatydyloino-
zytolu (PIP,) z utworzeniem wtérnych przekaznikéw sy-
gnalu: diacyloglicerolu (DAG), bedacego aktywatorem ki-
nazy biatkowej C (PKC), oraz trifosforanu inozytolu (IP,),
uwalniajacego z siateczki Srédplazmatycznej jony wapnia.
Te z kolei sa wigzane przez kalmoduling i CnB, co prowa-
dzi do utworzenia kompleksu kalcyneuryna/kalmoduli-
na/Ca?* i usuniegcia domeny autoinhibitorowej z centrum
katalitycznego enzymu. W ten sposéb dochodzi do osia-
gnigcia pelnej aktywnosci fosfatazy [27] (ryc. 1).
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Tabela 1. Gtowne substraty kalcyneuryny w limfocytach T

Substrat Funkcja Whptyw kalcyneuryny Efekt koficowy
Receptory IPs w btonie RE [11] Regulacja uwalniania Ca** Hamujacy Optymalizacja uwalniania Ca>* do cytoplazmy
Kinaza zalezna od cykliny 4 [4] Punkt kontrolny GO/G1 Hamujacy Hamowanie proliferacji
BAD [60] Proapoptotyczna Aktywujacy Blokowanie ochronnego dziafania Bcl-xL
JNK* [62] Aktywacja c-jun Aktywujacy Transkrypcja zalezna od c-jun
IKK* [55] Przeznaczenie IkB do proteolizy Aktywujacy Transkrypcja zalezna od NFxB
Elk-1 [53] Czynnik transkrypcyjny Hamujacy Zahamowanie transkrypciji genow c-fos i erg-1
MEF2 [7] Czynnik transkrypcyjny Aktywujacy Ekspresja Nur77, gtownego mediatora apoptozy komérek T
NFAT [22,41,63,66] Czynnik transkrypcyjny Aktywujacy Transkrypcja genéw cytokin i proapoptotycznego FasL
* synergistycznie z PKC

Wiele biatek istotnych z punktu widzenia biologii komor-
ki jest wigzanych i defosforylowanych przez kalcyneury-
ne¢. Tabela 1 przedstawia najwazniejsze z bialek wystepu-
jacych w limfocytach T, ktérych funkcja modulowana jest
przez te fosfataze.

TRANSPORT JADROWY CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

Zanim przejdziemy do oméwienia glownego substratu
dla kalcyneuryny w szlaku sygnatowym TCR, jakim jest
czynnik transkrypcyjny NFAT, przedstawimy w skrocie
dane na temat transportu jadrowego.

Istotnym aspektem regulacji aktywnosci czynnikéw trans-
krypcyjnych jest ich subkomérkowa lokalizacja. W stanie
spoczynku wiele z nich znajduje si¢ w cytoplazmie, co
uniemozliwia im wigzanie DNA bez aktywacji odpowied-
niego szlaku sygnatowego. Aby czynnik transkrypcyjny
moglt pelni¢ swoja funkcje, musi zawiera¢ dwa rodzaje se-
kwencji sygnatowych: NLS (nuclear localization signal)
i NES (nuclear export signal), warunkujacych odpowied-
nio translokacje do jadra i powr6t do cytoplazmy [46].

Klasyczny NLS jest krotka sekwencjg bogata w aminokwa-

sy zasadowe (lizyne i argining), np. KRx(10-12)KRRK

[18], PKKKRKV [37]. W procesie translokacji do jadra

biatka zawierajacego klasyczny NLS mozna wyrézni¢ na-

stepujace etapy:

1) rozpoznanie NLS przez swoisty receptor — kompleks
importyn jadrowych /B, zwanych réwniez karioferry-
nami. Rozpoznajgca NLS importyna o jest wigzana
przez b, ktéra nastepnie kieruje tak powstaly kom-
pleks do poru biony jadrowej;

2) przetransportowanie biatka do cytoplazmatycznej po-
wierzchni jadrowego kompleksu porowego (nuclear
pore complex — NPC), ktory jest selektywnie przepusz-
czalny dla biatek zwigzanych przez karioferryny;

3) translokacja przez kanal centralny NPC, z udzialem
GTP-azy Ran;

4) uwolnienie transportowanego biatka (cargo) od impor-
tyn po jadrowej stronie poru [14,37].

Czynniki transkrypcyjne w odpowiednim momencie po-
winny znalez¢ si¢ z powrotem w cytoplazmie. Umozliwia
to sekwencja sygnatowa bogata w lizyny (NES), rozpo-
znawana przez eksportyne jadrowa Crm1l [37]. W ten
spos6b terminacji ulega transaktywacyjne dziatanie czyn-

nika transkrypcyjnego, a ten osigga stan gotowosci do re-
akcji na nastepny sygnal.

NFAT

Najwazniejszym dla procesu aktywacji limfocytéow T sub-
stratem kalcyneuryny jest NFAT (nuclear factor of activa-
ted T cells). Do rodziny NFAT nalezy pie¢ czynnikéw
transkrypcyjnych: NFAT1 (NFATp, NFATc2), NFAT2
(NFATc, NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATX,
NFATc3), oraz NFAT5 [30]. W ukladzie odpornoscio-
wym ekspresji ulegaja NFAT1 i 2 (glownie w obwodo-
wych narzadach limfatycznych) oraz NFAT4 (gléwnie
w grasicy) [1,33]. Aktywuja one transkrypcje wielu ge-
néw istotnych dla rozwoju odpowiedzi immunologicznej,
kodujgcych cytokiny (interleukiny 2, 3, 4, 5, 10, 13, IEN-
y, TNF-a, GM-CSF) [30,33], receptory powierzchniowe
(CD69, CD40L) [3], czy regulatory apoptozy — Bcl-2 [38]
i FasL [30]. Wszystkie pi¢¢ biatek z rodziny NFAT jest
zbudowanych podobnie: domena regulatorowa, odpowie-
dzialna za regulacje subkomoérkowej lokalizacji biatka,
wraz z domeng wigzacg DNA, oskrzydlone sg przez dwie
domeny transaktywacyjne (N’- i C’-koncowg). Domena
regulatorowa zawiera sekwencje sygnalowe warunkujace
lokalizacje jadrowa (NLS) oraz eksport jadrowy (NES);
ta ostatnia czeSciowo pokrywa si¢ z miejscem wigzania
kalcyneuryny. Pomigdzy nimi lezy region bogaty w seryny
(serine — rich region, SRR), ktéry w komorkach spoczyn-
kowych jest silnie ufosforylowany [1, 22].

REGULACIA LOKALIZAC)I SUBKOMORKOWEJ NFAT - IMPORT
/EXPORT JADROWY

Import jadrowy NFAT

Reszty fosfoserynowe SRR oddzialuja z resztami zasado-
wych aminokwasow tworzacych NLS, uniemozliwiajac
rozpoznanie sekwencji przez kompleks importyn o/p.
Unieruchomiony w ten sposéb w cytoplazmie monomer
nie moze pelni¢ funkcji czynnika transkrypcyjnego.
Wzrost cytoplazmatycznego poziomu jonéw wapnia pro-
wadzi do aktywacji kalcyneuryny oraz do zwigkszenia jej
powinowactwa do NFAT. Fosfataza wiaze si¢ z domeng
regulatorowg NFAT zaslaniajac sekwencje NES. Bliskos¢
regionu bogatego w seryny umozliwia fosfatazie defosfo-
rylacje reszt serynowych, co prowadzi do odslonigcia
NLS i rozpoznania przez karioferryny. W ten sposéb kal-
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Ryc. 2. Import jadrowy NFAT (objasnienia w tekscie); Cn — kalcyneuryna; NES-NLS — NFAT; P — reszta fosforanowa/importyna

cyneuryna umozliwia import jadrowy i inicjacje trans-
krypcji gen6w docelowych dla NFAT [22,66] (rycina 2).

Kalcyneuryna pozostaje w kompleksie z NFAT tak dlugo,
jak dlugo podwyzszony jest wewnatrzkomérkowy poziom
jonéw wapnia. Zastaniajac NES czynnika transkrypcyjne-
go, kalcyneuryna zapobiega jego przedwczesnemu eks-
portowi do cytoplazmy. Czas trwania zaleznej od NFAT
transkrypcji genow jest Scisle regulowany czasem trwania
sygnalu wapniowego [41,66].

Eksport jadrowy NFAT

Obecny w jadrze czynnik NFAT jest potencjalnym sub-
stratem wielu kinaz, takich jak JNK, p38, ERK, CKI i II
(kinazy kazeinowe), GSK3. Przez caly czas dochodzi do
refosforylacji w obrebie SRR, czego nastepstwem byloby
ponowne zaslonigcie sekwencji lokalizacji jadrowej. Prze-
ciwdziala temu stala obecnos$¢ kalcyneuryny w poblizu
fosforylowanego regionu oraz jej aktywnos¢ fosfatazowa.
Aktywnos¢ NFAT jest wiec wynikiem stanu dynamicznej
rownowagi miedzy aktywnoscig kinaz jadrowych, a ak-
tywnoscia fosfatazowa kalcyneuryny [41,66].

Obnizenie wewnatrzkomérkowego poziomu jondw wap-
nia prowadzi do ostabienia interakcji kalcyneuryna -
NFAT, jak réwniez do zahamowania aktywnosci fosfata-
zy, przez co enzym nie moze dluzej utrzymywac¢ SRR

w stanie nieufosforylowanym [41]. W efekcie dochodzi
do ponownego zastonigcia sekwencji NLS przez SRR
oraz oddysocjowania kalcyneuryny od NFAT. Odslonigta
sekwencja NES zostaje rozpoznana przez eksportyne ja-
drowg Crml, ktéra transportuje czynnik transkrypcyjny
do cytoplazmy [66] (rycina 3).

CsA i FK506 hamuja transkrypcje zalezng od NFAT. Z jed-
nej strony uniemozliwiaja defosforylacje czynnika trans-
krypcyjnego przez fosfataze, z drugiej — dzieki blokowaniu
oddziatywania NFAT/kalcyneuryna - umozliwiajg eksport
jadrowy czynnika transkrypcyjnego do cytoplazmy [30].

W podsumowaniu nalezy powiedzie¢, ze kalcyneuryna
wigze si¢ z domeng regulatorowg NFAT zaslaniajac se-
kwencje NES i — przez defosforylacje reszt serynowych —
odstaniajgc NLS, co prowadzi do potaczenia NFAT
z kompleksem karioferryn. W ten sposéb kalcyneuryna
umozliwia import jadrowy i inicjacje transkrypcji genéw
docelowych dla NFAT. Znanym celem kompleksu
FKBP/FK506 jest kalcyneuryna. W poblizu centrum kata-
litycznego fosfatazy znajdujg si¢ miejsca wigzania kom-
plekséw immunofilina/immunosupresor (CyP/CsA,
FKBP/FK506). Przez blokowanie oddziatywania NFAT/kal-
cyneuryna wspomniane kompleksy nie dopuszczaja do
importu jadrowego oraz umozliwiaja eksport jadrowy
czynnika transkrypcyjnego do cytoplazmy i zakonczenie
aktywnosci transaktywacyjnej NFAT.
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Ryc. 4. Schemat dziatania komplekséw immunofilina-immunosupresor
na dwa szlaki sygnatowe zalezne od TCR (wg [34], zmodyfiko-
wano)

Kalcyneuryna jako endogenny ligand FKBP
Poczatkowo uwazano, ze biatka wigzace FK506 oddziatujg

z kalcyneuryng tylko w wyniku przylaczenia makrolidu.
Stwierdzono jednak niezalezne od FK506 tworzenie kom-

plekséw FKBP-Cn w dwuhybrydowym systemie drozdzo-
wym (FKBP12-Cn) [12] oraz w mysich limfocytach
T (FKBP51-Cn) [31]. Istotg dzialania makrolidéw moze
wigc byc¢ silne wzmacnianie tych istniejacych, fizjologicz-
nych oddzialywan. Analogiczna sytuacja wystepuje w przy-
padku CypA-Cn. Nie mozna wykluczy¢, ze jedna z fizjologi-
cznych funkcji immunofilin jest modulacja aktywnosci kal-
cyneuryny in vivo [12]. Innymi stowy, obok FAP48, kalcy-
neuryna moze by¢ kolejnym endogennym ligandem FKBP.

Co interesujace, w przeciwienstwie do pozostatych (zna-
nych dzis) bialek z tej rodziny, FKBP38 nie wykazuje ak-
tywnosci enzymatycznej, ani nie wigze immunosupreso-
réow (dzigki réznicy w sekwencji aminokwasowej domeny
N-koncowej). Wiagze jednak kalcyneuryne, a jego nad-
ekspresja blokuje import jadrowy NFAT indukowany jo-
noforem wapnia. Wskazuje to, iz omawiana izoforma pel-
ni¢ moze role endogennego inhibitora fosfatazy w warun-
kach fizjologicznych. Kompleksy FKBP-FK506 moglyby
za$ imitowac jego strukture i funkcje [50].

INTERAKCJE FK506/FKBP z KINAZAMI MAP (JNK 1 P38)

Niedawno uzyskano dane wskazujace na istnienie in-
nych, poza kalcyneuryna, szlakéw wrazliwych na FK506
i CsA [34].

Aktywacja NFAT oraz NFkB jest warunkiem niezbed-
nym, ale niewystarczajacym do zainicjowania ekspresji
IL-2 w limfocytach T. Konieczny jest rowniez udzial AP-
1, heterodimerycznego czynnika transkrypcyjnego utwo-
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52 — FKBP52

rzonego przez biatko Jun oraz biatko z rodziny albo Fos,
albo ATF [25]. Opr6cz wigzania elementéw odpowiedzi
na AP-1 w promotorze genu IL-2, dimer ten stabilizuje
wigzanie NFAT z DNA. W limfocytach T przez zintegro-
wane sygnaly od TCR i CD28 aktywowane sg kinaza p38
i JNK (c-Jun N-terminal kinase), nalezace do kinaz MAP
i aktywujace szereg czynnikéw transkrypcyjnych kluczo-
wych dla aktywacji limfocytow T [52]. Do substratow
JNK naleza komponenty dimeréw AP-1 [25].

O blokowaniu aktywnosci JNK przez CsA informowano
juz dziesig¢ lat temu [52]. FK506 wykazuje dziatanie
analogiczne. Jednak dokladny mechanizm tego zjawiska
znany jest od niedawna. Wykazano, ze kompleks FKBP-
FK506, oprocz szlaku kalcyneuryna/NFAT, blokuje réw-
niez szlaki JNK i p38 powyzej kinazy MAPK (mitogen-
activated protein kinase), czyli MAPKKK (MKKK). Efekt
hamowania JNK i p38 przez FKBP-FK506 wydaje si¢
specyficznym dla komérek limfoidalnych [34] (rycina 4).

INTERAKCJE FKBP Z RECEPTOREM DLA GLUKOKORTYKOIDOW

Znanymi modulatorami funkcji limfocytow T sa gluko-
kortykoidy, oddziatujace na komoérke za posrednictwem
wewnatrzkomoérkowego receptora, pelnigcego role zalez-
nego od ligandu czynnika transkrypcyjnego. Hormony te
powodujg wygaszanie odpowiedzi immunologicznej doj-
rzalych limfocytéw T i makrofagéw. Liczne doniesienia

wskazuja, iz glukokortykoidy wplywaja tez na szlaki sy-
gnalowe istotne w procesie selekcji tymocytow w grasicy
[10,57], jednak ich wplyw na dojrzewanie tych komoérek
jest przedmiotem kontrowersji, ze wzgledu na zastosowa-
nie r6znych modeli do§wiadczalnych.

Dwa biatka z rodziny FKBP (o masie czasteczkowej 51
i 59 kDa) biorg udziat w odpowiedzi komoérki na hormon
glukokortykoidowy. Domena N-koncowa FKBP52 (po-
przednio FKBP59) przypomina budowa FKBP12; zawie-
ra centrum katalityczne izomerazy peptydyloprolylowe;j
(PPI-azy) i miejsce wigzania FK506 oraz rapamycyny.
Domena C-koncowa odpowiada za aktywno$¢ chapero-
nowg bialka oraz wigzanie C-konicowego regionu Hsp90
[40]. Podobnie jest zbudowane FKBP51, wykazujace re-
latywnie wigksze powinowactwo do Hsp90, za co odpo-
wiadajg odmienne u obu immunofilin C-konicowe reszty
aminokwasowe [13].

Receptor glukokortykoidow w stanie nieaktywnym tworzy
cytoplazmatyczny kompleks z dwiema czasteczkami Hsp90
i jedng czasteczka biatka pomocniczego, ktérego funkcje
petni m. in. FKBP51. W wyniku zwigzania ligandu przez re-
ceptor dochodzi do zastgpienia FKBP51 przez FKBP52,
z nastepujacym przylaczeniem do domeny katalitycznej ro-
tamazy bialka transportowego, dyneiny. Naste¢puje translo-
kacja tak powstatego kompleksu do jadra, gdzie ulega on dy-
socjacji z utworzeniem postaci GR zdolnej do dimeryzacji i
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wigzania DNA. To swego rodzaju ,,przelaczenie“ zwigzanej
immunofiliny jest pierwszym i jednoczes$nie niezbgdnym eta-
pem szlaku sygnatowego glukokortykoidéw [15] (rycina 5).

Dzigki swej aktywnosci izomerazowej FKBP52 prowadzi
do zmiany konformacyjnej w domenie GR wigzacej li-
gand, przez co zwieksza powinowactwo receptora wzgle-
dem hormonu, wzmacniajac ekspresje genow zaleznych
od glukokortykoidéw [43]. FKBP51 dziata antagonistycz-
nie, konkurujac o dostep do kompleksu GR-Hsp90 [45].
Izoforma ta jest produktem jednego z gendéw docelowych
dla GR, regulujac jego aktywnos$¢ na zasadzie ujemnego
sprzezenia zwrotnego [58]. Obserwowana u naczelnych
Nowego Swiata opornosé¢ na kortyzol koreluje z konsty-
tutywna u tych zwierzat nadekspresjag FKBP51 [44].

Zwiazanie FK506 lub rapamycyny przez FKBP51 oraz
FKBP52 prowadzi do zahamowania aktywnos$ci enzyma-
tycznej izomeraz, cho¢ wymaga to wyzszych stezen anty-
biotyku, niz w przypadku FKBP12 [31]. Kompleks
FKBP51-FK506 hamuje kalcyneuryne [5], natomiast
FKBP52-FK506 nie wykazuje wlasciwo$ci immunosupre-
syjnych [29].

PISMIENNICTWO

PoDpsSuMOWANIE

Podsumowujac nalezy powiedzie¢, ze w rozwoju swoistej
odpowiedzi odpornosciowej wiasciwg reakcje na obecnosc
obcego antygenu zapewnia w limfocytach T przekazywa-
nie sygnatu od receptora TCR do jadra komoérki. Zadanie
to spelnia w duzej mierze kalcyneuryna przez regulacje
aktywacji i subkomorkowej lokalizacji NFAT oraz innych
czynnikéw transkrypcyjnych, regulujac tym samym eks-
presje genéw istotnych w aktywacji limfocytow T. Biatka
FKBP po zwigzaniu ligandow blokujg funkcje kalcyneury-
ny. Ostatnie dane wskazujg na nowe, swoiste cele w ko-
morkach limfoidalych dla komplekséw FK506/FKBP oraz
rol¢ biatek FKBP w transporcie jadrowym. Zgodnie z ni-
mi, makrolidy hamujg oprocz zaleznej od kalcyneuryny
aktywacji NFAT, takze aktywacje kinaz JNK i p38 oraz
wplywaja na translokacj¢ i aktywacje receptora dla gluko-
kortykoidéw. Oznacza to ich wplyw na ekspresje genow:

* kontrolowanych przez kalcyneuryne (tabela 1),

» aktywowanych przez kinazy aktywowane mitogenem

JNK i p38,
* kontrolowanych przez receptor dla glukokortykoidéw.

Prawdopodobnie obecno$¢ w limfocytach T co najmniej
kilku réznych szlakéw sygnatowych hamowanych przez
FK506 i CsA czyni z tych lekéw tak efektywne inhibitory
swoistej odpowiedzi odpornosciowej.
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