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Rola białek wiążących FK506 w regulacji aktywności
czynników transkrypcyjnych w komórkach T

FK506 – binding proteins in the regulation
of transcription factors activity in T cells
Izabela Kochel i Leon Strządała

Zakład Immunologii Nowotworów, Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN im. L. Hirszfelda
we Wrocławiu

Streszczenie
W limfocytach T bia∏ka FKBP, zwane równie˝ immunofilinami, pe∏nià ró˝norodne funkcje, z któ-
rych najwa˝niejszà jest udzia∏ w regulacji transkrypcji genów cytokin, g∏ównie na poziomie trans-
portu jàdrowo-cytoplazmatycznego czynników transkrypcyjnych. Immunofilina FKBP12 jest me-
diatorem immunosupresyjnego dzia∏ania FK506. Kompleks FKBP-FK506 blokuje import jàdrowy
NFAT oraz tworzenie heterodimeru AP-1, przez hamowanie zale˝nej od wapnia fosfatazy kalcy-
neuryny oraz szlaku sygna∏owego JNK/p38. Zahamowanie obu tych szlaków uniemo˝liwia eks-
presj´ IL-2 i aktywacj´ limfocytu T. Z kolei FKBP51 i FKBP52 sà naturalnymi komponentami
kompleksu receptora glukokortykoidów i bezpoÊrednimi regulatorami jego aktywnoÊci. Po zwià-
zaniu ligandu przez receptor, FKBP51, utrzymujàcy receptor w cytoplazmie, zast´powany jest
przez FKBP52, który z kolei umo˝liwia translokacj´ ca∏ego kompleksu do jàdra. W ten sposób
bia∏ka FKBP biorà udzia∏ w regulacji odpowiedzi immunologicznej przez glukokortykoidy.

Słowa kluczowe: immunofiliny • białka wiążące FK506 • kalcyneuryna • czynniki transkrypcyjne • import jądrowy •
eksport jądrowy

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.
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nuclear export
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Wstęp

Znane obecnie szlaki sygna∏owe, kontrolujàce zarówno
proliferacj´, jak i apoptoz´ komórek T, prowadzà do ak-
tywacji czynników transkrypcyjnych, wÊród których istot-
nà rol´ odgrywajà NFκB, NFAT i Nur77 – wszystkie
w mniejszym lub wi´kszym stopniu kontrolowane przez
zale˝nà od wapnia fosfataz´, kalcyneuryn´. Dotychczas
aktywnoÊç immunosupresyjnà makrolidu FK506 wiàzano
g∏ównie z jego zdolnoÊcià do hamowania kalcyneuryny.
Niedawno pojawi∏y si´ jednak dane wskazujàce na istnie-
nie niezale˝nego od kalcyneuryny miejsca dzia∏ania
FK506, a tak˝e opisywane sà inne poza immunosupresjà,
sposoby dzia∏ania tego zwiàzku. Celem niniejszego arty-
ku∏u jest omówienie aktualnych poglàdów na temat bia-
∏ek wià˝àcych FK506, ze szczególnym zwróceniem uwagi
na ich rol´ w modulowaniu szlaków sygna∏owych kontro-
lujàcych aktywnoÊç czynników transkrypcyjnych zaanga-
˝owanych w procesach proliferacji i apoptozy komórek T.

Immunofilina FKBP

Terminem immunofiliny okreÊlane sà bia∏ka wià˝àce
zwiàzki immunosupresyjne, z których najbardziej znany-
mi sà: cyklosporyna A, FK506 i rapamycyna. Immunofili-
ny wykazujà aktywnoÊç izomerazowà oraz chaperonowà.

W wielu ∏aƒcuchach bia∏kowych wykorzystywane sà wyjàt-
kowe mo˝liwoÊci zmian konformacyjnych reszty prolino-
wej. Dana konfiguracja (cis lub trans) mo˝e byç energe-
tycznie najkorzystniejsza w okreÊlonym miejscu ∏aƒcucha
polipeptydowego. Izomeryzacja cis-trans wiàzaƒ X-Pro
(X – dowolny aminokwas) mo˝e determinowaç tempo
osiàgania konformacji natywnej bia∏ka [47]. Spontaniczna
izomeryzacja jest jednak powolna. Enzymatyczne przyspie-
szenie tego procesu (ponad 300 razy) mo˝e byç konieczne
do osiàgni´cia konformacji natywnej zanim wkroczy pro-
ces wspó∏zawodniczàcy, taki jak agregacja lub proteoliza
[17]. Rol´ t´ pe∏nià izomerazy peptydyloprolylowe, nazy-
wane równie˝ rotamazami, do których nale˝à bia∏ka wià˝à-
ce FK506 oraz cyklofiliny. Enzymy te u∏atwiajà ponadto
dzia∏anie izomeraz mostków disiarczkowych. Prawdopo-

dobnie ∏aƒcuchy z odpowiednimi izomerami prolylowymi
sà lepszymi substratami dla tych izomeraz [47]. FKBP i cy-
klofiliny ró˝nià si´ swoistoÊcià substratowà, dzi´ki czemu
in vivo mogà pe∏niç ró˝ne role fizjologiczne [21].

Izomeryzacja cis-trans w pewnych przypadkach mo˝e rów-
nie˝ regulowaç aktywnoÊç biologicznà sfa∏dowanych ju˝
bia∏ek, jak to si´ dzieje w przypadku kinazy Itk (interleu-
kin-2 tyrosine kinase), bioràcej udzia∏ w szlakach sygna∏o-
wych, prowadzàcych do aktywacji limfocytów T. Nale˝y
podkreÊliç, ˝e konformacyjna zmiana w domenie SH2 (Src
homology-2) Itk, katalizowana przez cyklofilin´ A (CypA),
reguluje zdolnoÊç kinazy do rozpoznawania substratu, co
w konsekwencji mo˝e prowadziç do zablokowania sygna∏u
od TCR. Itk jest substratem swoistym dla CypA, nie jest
natomiast rozpoznawana przez FKBP [9].

Oprócz przyspieszania procesu fa∏dowania bia∏ek wyka-
zano równie˝ inne funkcje FKBP, spoÊród których naj-
wa˝niejsze to:
• Regulacja subkomórkowej lokalizacji i aktywnoÊci

transaktywacyjnej czynników transkrypcyjnych istot-
nych dla czynnoÊci limfocytów T. Odgrywajà tu rol´
zw∏aszcza immunofiliny FKBP 12 oraz 51 i 52, co zo-
stanie szerzej omówione w dalszej cz´Êci.

• Negatywna regulacja szlaku sygna∏owego TGF-β.
TGF-β (tumor growth factor β) jest cytokinà o dzia∏a-
niu hamujàcym proliferacj´ limfocytów T. FKBP wià˝e
si´ z cytoplazmatycznà cz´Êcià wolnego od ligandu re-
ceptora TGF-β typu I, nie dopuszczajàc do jej fosforyla-
cji przez receptor typu II (o konstytutywnej aktywnosci
kinazowej). Natomiast przy∏àczenie TGF-β do recepto-
ra prowadzi do oddysocjowania FKBP12, co umo˝liwia
aktywacj´ szlaku sygna∏owego. Interakcje FKBP12-
TGFβR blokowane sà przez FK506, co wzmocnia ak-
tywnoÊç TGF-β w obecnoÊci makrolidu. Mo˝e to stano-
wiç dodatkowy aspekt immunosupresyjnych w∏aÊciwo-
Êci FK506 [8,61].

• Antyapoptotyczna funkcja FKBP38.
Niedawno wykazano, ˝e izoforma ta hamuje apoptoz´
przez oddzia∏ywanie z antyapoptotycznymi bia∏kami za-
pobiegajàcymi zmianom przepuszczalnoÊci b∏ony mito-
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chondrialnej, które prowadzi∏yby do uwolnienia cyto-
chromu c i zapoczàtkowania szlaku prowadzàcego do
Êmierci komórki. FKBP38 zakotwicza Bcl-2 i Bcl-xL

w b∏onie mitochondrium, umo˝liwiajàc im dzia∏anie. Lo-
kalizacja mitochondrialna tych bia∏ek jest bowiem nie-
zb´dna do ich aktywnoÊci ochronnej [50].

W kontekÊcie antyapoptotycznej roli bia∏ek FKBP intere-
sujàce sà dane na temat proapoptotycznej aktywnoÊci
FK506 w astrocytach [42,65], obwodowych limfocytach
T [36], czy przywracanie przez FK506 wra˝liwoÊci komó-
rek ch∏oniaków grasiczych na apoptoz´ indukowanà jo-
nami wapnia [24].

Budowa białek FKBP

Najlepiej poznanym, a zarazem najpowszechniej wyst´pu-
jàcym bia∏kiem wià˝àcym FK506 jest FKBP12 (FKBP
o masie 12 kDa) [20,51], choç opisano równie˝ inne bia∏-
ka z tej rodziny, np. FKBP12.6 [49], FKBP13 [23],
FKBP52 [39], FKBP38 [50], FKBP51 [64], FKBP25 [19].
FKBP12 jest rozpuszczalnym, cytosolowym receptorem
dwóch stosowanych w klinice immunosupresorów, FK506
i rapamycyny. G∏ównymi elementami budowy tego bia∏ka
sà: pi´ciopasmowa, antyrównoleg∏a struktura pofa∏dowa-
nej kartki (harmonijki β) i pojedyncza krótka helisa α,
tworzàca rdzeƒ hydrofobowy. Helisa jest przy∏àczona do
piàtego i drugiego pasma harmonijki odpowiednio przez 9-
i 5-aminokwasowe p´tle. Wzajemne u∏o˝enie obu struktur
jest stabilizowane przez si∏y van der Waalsa. W p∏ytkim
wydrà˝eniu mi´dzy helisà i harmonijkà znajduje si´ cen-
trum aktywne oraz miejsce wiàzania ligandu [56]. Kieszeƒ
wià˝àca ligand jest podobna w innych bia∏kach z tej rodzi-
ny, szczególnie konserwatywne sà aminokwasy aromatycz-
ne Trp59, Tyr82 i Phe99. Zwiàzanie immunosupresora po-
woduje nieznacznà reorganizacj´ tego regionu oraz zaha-
mowanie aktywnoÊci enzymatycznej rotamazy [35].

Ligandy FKBP

FK506 i rapamycyna, ligandy bia∏ek FKBP, sà naturalnymi
produktami promieniowców Streptomyces, ˝yjàcych w gle-
bie. Sà to antybiotyki makrolidowe o zbli˝onej budowie
i silnej aktywnoÊci przeciwgrzybiczej (wobec dro˝d˝y
i grzybów patogennych). Ich naturalnà rolà jest hamowa-
nie wzrostu konkurencyjnych organizmów. Oba zwiàzki
wià˝à si´ z tym samym miejscem na FKBP12, a powsta∏e
kompleksy pe∏nià rol´ inhibitorów konserwatywnych enzy-
mów o istotnym znaczeniu dla biologii komórki: kalcyneu-
ryny (FKBP-FK506) lub kinazy TOR (FKBP-rapamycyna)
[2]. SwoistoÊç tych interakcji jest zdeterminowana przez
Êcis∏à geometri´ przestrzennà powsta∏ych kompleksów [6].

FK-506 (takrolimus) otrzymano z fermentujàcej hodowli
kolonii Streptomyces tsukubaensis, organizmu znalezione-
go w próbkach gleby pobranych z rejonu Tsukuba w pó∏-
nocnej Japonii. Kompleks FKBP-FK506 wià˝e si´ z kalcy-
neurynà w pobli˝u jej centrum aktywnego, w nast´pstwie
czego interferuje z jej dost´pem do substratów. W ten spo-
sób FK506 wp∏ywa na liczne procesy biochemiczne w ró˝-
nych komórkach [16]. Jednak zwiàzek ten znany jest g∏ów-
nie z hamujàcego dzia∏ania na aktywacj´ i ró˝nicowanie
limfocytów T. W ludzkich, aktywowanych limfocytach

T krwi obwodowej, selektywnie i gwa∏townie hamuje aku-
mulacj´ mRNA IL-2, a tak˝e innych genów wczesnej fazy
aktywacji limfocytów T, tzn. IL-3, IL-4, GM-CSF, TNF-α,
IFN-γ i c-myc [54].

FK506 wià˝e si´ w p∏ytkim wydrà˝eniu mi´dzy helisà
α i harmonijkà β FKBP12 za poÊrednictwem pi´ciu wià-
zaƒ wodorowych. Z punktu widzenia aktywnoÊci enzymu
istotne jest wiàzanie amidowe w FK506. W wolnym
FK506 wiàzanie to jest w pozycji cis, a w zwiàzanym
w pozycji trans. Mo˝na wi´c stwierdziç, ˝e immunosu-
presor „naÊladuje“ naturalne substraty rotamazy. Jednak
w przeciwieƒstwie do nich pozostaje trwale zwiàzany
z enzymem, blokujàc jego centrum aktywne [56].

Rapamycyn´ (sirolimus) uzyskano z hodowli Streptomy-
ces hygroscopicus znalezionego w próbkach gleby pobra-
nych na Wyspie Wielkanocnej [48]. Kompleks rapamycy-
na-FKBP12 wià˝e si´ z cytosolowà kinazà serynowo-tre-
oninowà TOR (target of rapamycin), która reguluje
wzrost komórki, syntez´ bia∏ek i apoptoz´ w odpowiedzi
na mitogeny i czynniki wzrostowe. Zahamowanie aktyw-
noÊci TOR prowadzi do zatrzymania cyklu komórkowego
w fazie G1 [59]. Kinaza ta reguluje odpowiedê limfocy-
tów T na IL-2 [26]. Rapamycyna nie wp∏ywajàc na wy-
dzielanie IL-2 jak i innych limfokin, ani na ekspresj´ jej
receptora zapobiega aktywacji i proliferacji limfocytów
T w obecnoÊci egzogennej IL-2 [48].

Nale˝y zwróciç uwag´, ˝e cel komórkowy obu immuno-
supresorów jest ten sam (FKBP12). Wyst´puje wi´c po-
mi´dzy nimi zjawisko wspó∏zawodnictwa, obserwowane
in vitro. W efekcie rapamycyna mo˝e dzia∏aç antagoni-
stycznie do FK506 [32]. Oba antybiotyki blokujà przeka-
zywanie sygna∏u w komórce ju˝ w st´˝eniu 1 nM [6].

Endogenne ligandy FKBP

FAP48 (FKBP-associated protein) – bia∏ko o masie 48
kDa – jest niedawno poznanym kandydatem do roli endo-
gennego ligandu FKBP12 i FKBP52 [28]. Autorzy suge-
rujà, ˝e FAP48 w asocjacji z FKBP bierze udzia∏ w akty-
wacji limfocytów T, zwi´kszajàc syntez´ interleukiny 2,
przy czym wolny FAP48 nie wykazuje takiego dzia∏ania.
Kompleksy FKBP-FAP48 sà rozbijane przez FK506 i ra-
pamycyn´, co prowadzi do zwi´kszenia komórkowej puli
niezwiàzanego FAP48 oraz zahamowania wzmacniajàce-
go dzia∏ania na syntez´ IL-2. Mo˝e to stanowiç kolejny
aspekt w∏aÊciwoÊci immunosupresyjnych tych makroli-
dów. Efekt nadmiernej ekspresji FAP48 w komórkach
Jurkat jest podobny do efektu dzia∏ania FK506 lub rapa-
mycyny – proliferacja zostaje zahamowana.

Kalcyneuryna

Jak ju˝ wspomniano wy˝ej, znanym celem kompleksu
FKBP/FK506 jest kalcyneuryna [32]. Kalcyneuryna jest
fosfatazà serynowo-treoninowà, aktywowanà przez wapƒ
i kalmodulin´, zaanga˝owanà w regulacj´ odpowiedzi im-
munologicznej. Enzym ten wyst´puje jako heterodimer
z∏o˝ony z podjednostki katalitycznej, zwanej kalcyneury-
nà A (CnA), oraz regulatorowej, czyli kalcyneuryny
B (CnB). Podjednostka A (oko∏o 60 kDa) zawiera N-
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koƒcowà domen´ katalitycznà, centralne domeny wià˝àce
kalcyneuryn´ B i kalmodulin´ oraz C-koƒcowà domen´
autoinhibitorowà. W pobli˝u centrum katalitycznego
znajdujà si´ miejsca wiàzania kompleksów immunofili-
na/immunosupresor (CyP/CsA, FKBP/FK506). Kalcy-
neuryna B (oko∏o 20 kDa) ma budow´ zbli˝onà do kal-
moduliny i zawiera cztery miejsca wiàzania wapnia [3].

Kalcyneuryna jest niezb´dnym elementem szlaku sygna∏o-
wego prowadzàcego do aktywacji limfocytów T. W wyniku
rozpoznania antygenu przez kompleks receptora limfocy-

tów T (TCR/CD3), dochodzi mi´dzy innymi do aktywacji
fosfolipazy C, która hydrolizuje difosforan fosfatydyloino-
zytolu (PIP2) z utworzeniem wtórnych przekaêników sy-
gna∏u: diacyloglicerolu (DAG), b´dàcego aktywatorem ki-
nazy bia∏kowej C (PKC), oraz trifosforanu inozytolu (IP3),
uwalniajàcego z siateczki Êródplazmatycznej jony wapnia.
Te z kolei sà wiàzane przez kalmodulin´ i CnB, co prowa-
dzi do utworzenia kompleksu kalcyneuryna/kalmoduli-
na/Ca2+ i usuni´cia domeny autoinhibitorowej z centrum
katalitycznego enzymu. W ten sposób dochodzi do osià-
gni´cia pe∏nej aktywnoÊci fosfatazy [27] (ryc. 1).

Ryc. 1. Uproszczony schemat przedstawiajàcy wapniowe szlaki sygna∏owe zapoczàtkowane rozpoznaniem antygenu przez kompleks TCR/CD3.
Liniami przerywanymi zaznaczono obecnoÊç etapów poÊrednich
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Wiele bia∏ek istotnych z punktu widzenia biologii komór-
ki jest wiàzanych i defosforylowanych przez kalcyneury-
n´. Tabela 1 przedstawia najwa˝niejsze z bia∏ek wyst´pu-
jàcych w limfocytach T, których funkcja modulowana jest
przez t´ fosfataz´.

Transport jądrowy czynników transkrypcyjnych

Zanim przejdziemy do omówienia g∏ównego substratu
dla kalcyneuryny w szlaku sygna∏owym TCR, jakim jest
czynnik transkrypcyjny NFAT, przedstawimy w skrócie
dane na temat transportu jàdrowego.

Istotnym aspektem regulacji aktywnoÊci czynników trans-
krypcyjnych jest ich subkomórkowa lokalizacja. W stanie
spoczynku wiele z nich znajduje si´ w cytoplazmie, co
uniemo˝liwia im wiàzanie DNA bez aktywacji odpowied-
niego szlaku sygna∏owego. Aby czynnik transkrypcyjny
móg∏ pe∏niç swojà funkcj´, musi zawieraç dwa rodzaje se-
kwencji sygna∏owych: NLS (nuclear localization signal)
i NES (nuclear export signal), warunkujàcych odpowied-
nio translokacj´ do jàdra i powrót do cytoplazmy [46].

Klasyczny NLS jest krótkà sekwencjà bogatà w aminokwa-
sy zasadowe (lizyn´ i arginin´), np. KRx(10-12)KRRK
[18], PKKKRKV [37]. W procesie translokacji do jàdra
bia∏ka zawierajàcego klasyczny NLS mo˝na wyró˝niç na-
st´pujàce etapy:
1) rozpoznanie NLS przez swoisty receptor – kompleks

importyn jàdrowych α/β, zwanych równie˝ karioferry-
nami. Rozpoznajàca NLS importyna α jest wiàzana
przez b, która nast´pnie kieruje tak powsta∏y kom-
pleks do poru b∏ony jàdrowej;

2) przetransportowanie bia∏ka do cytoplazmatycznej po-
wierzchni jàdrowego kompleksu porowego (nuclear
pore complex – NPC), który jest selektywnie przepusz-
czalny dla bia∏ek zwiàzanych przez karioferryny;

3) translokacja przez kana∏ centralny NPC, z udzia∏em
GTP-azy Ran;

4) uwolnienie transportowanego bia∏ka (cargo) od impor-
tyn po jàdrowej stronie poru [14,37].

Czynniki transkrypcyjne w odpowiednim momencie po-
winny znaleêç si´ z powrotem w cytoplazmie. Umo˝liwia
to sekwencja sygna∏owa bogata w lizyny (NES), rozpo-
znawana przez eksportyn´ jàdrowà Crm1 [37]. W ten
sposób terminacji ulega transaktywacyjne dzia∏anie czyn-

nika transkrypcyjnego, a ten osiàga stan gotowoÊci do re-
akcji na nast´pny sygna∏.

NFAT

Najwa˝niejszym dla procesu aktywacji limfocytów T sub-
stratem kalcyneuryny jest NFAT (nuclear factor of activa-
ted T cells). Do rodziny NFAT nale˝y pi´ç czynników
transkrypcyjnych: NFAT1 (NFATp, NFATc2), NFAT2
(NFATc, NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx,
NFATc3), oraz NFAT5 [30]. W uk∏adzie odpornoÊcio-
wym ekspresji ulegajà NFAT1 i 2 (g∏ównie w obwodo-
wych narzàdach limfatycznych) oraz NFAT4 (g∏ównie
w grasicy) [1,33]. Aktywujà one transkrypcj´ wielu ge-
nów istotnych dla rozwoju odpowiedzi immunologicznej,
kodujàcych cytokiny (interleukiny 2, 3, 4, 5, 10, 13, IFN-
γ, TNF-α, GM-CSF) [30,33], receptory powierzchniowe
(CD69, CD40L) [3], czy regulatory apoptozy – Bcl-2 [38]
i FasL [30]. Wszystkie pi´ç bia∏ek z rodziny NFAT jest
zbudowanych podobnie: domena regulatorowa, odpowie-
dzialna za regulacj´ subkomórkowej lokalizacji bia∏ka,
wraz z domenà wià˝àcà DNA, oskrzydlone sà przez dwie
domeny transaktywacyjne (N’- i C’-koƒcowà). Domena
regulatorowa zawiera sekwencje sygna∏owe warunkujàce
lokalizacj´ jàdrowà (NLS) oraz eksport jàdrowy (NES);
ta ostatnia cz´Êciowo pokrywa si´ z miejscem wiàzania
kalcyneuryny. Pomi´dzy nimi le˝y region bogaty w seryny
(serine – rich region, SRR), który w komórkach spoczyn-
kowych jest silnie ufosforylowany [1, 22].

Regulacja lokalizacji subkomórkowej NFAT – import
/export jądrowy

Import jàdrowy NFAT

Reszty fosfoserynowe SRR oddzia∏ujà z resztami zasado-
wych aminokwasów tworzàcych NLS, uniemo˝liwiajàc
rozpoznanie sekwencji przez kompleks importyn α/β.
Unieruchomiony w ten sposób w cytoplazmie monomer
nie mo˝e pe∏niç funkcji czynnika transkrypcyjnego.
Wzrost cytoplazmatycznego poziomu jonów wapnia pro-
wadzi do aktywacji kalcyneuryny oraz do zwi´kszenia jej
powinowactwa do NFAT. Fosfataza wià˝e si´ z domenà
regulatorowà NFAT zas∏aniajàc sekwencje NES. BliskoÊç
regionu bogatego w seryny umo˝liwia fosfatazie defosfo-
rylacj´ reszt serynowych, co prowadzi do ods∏oni´cia
NLS i rozpoznania przez karioferryny. W ten sposób kal-

FunkcjaSubstrat Wp∏yw kalcyneuryny Efekt koƒcowy

Receptory IP3 w b∏onie RE [11]
Kinaza zale˝na od cykliny 4 [4]
BAD [60]
JNK* [62]
IKK* [55]
Elk-1 [53]
MEF2 [7]
NFAT [22,41,63,66]

Regulacja uwalniania Ca2+

Punkt kontrolny G0/G1
Proapoptotyczna
Aktywacja c-jun

Przeznaczenie IκB do proteolizy
Czynnik transkrypcyjny
Czynnik transkrypcyjny
Czynnik transkrypcyjny

Hamujàcy
Hamujàcy

Aktywujàcy
Aktywujàcy
Aktywujàcy 
Hamujàcy

Aktywujàcy
Aktywujàcy

Optymalizacja uwalniania Ca2+ do cytoplazmy
Hamowanie proliferacji

Blokowanie ochronnego dzia∏ania Bcl-xL
Transkrypcja zale˝na od c-jun
Transkrypcja zale˝na od NFκB

Zahamowanie transkrypcji genów c-fos i erg-1

Ekspresja Nur77, g∏ównego mediatora apoptozy komórek T
Transkrypcja genów cytokin i proapoptotycznego FasL

Tabela 1. G∏ówne substraty kalcyneuryny w limfocytach T

* synergistycznie z PKC
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cyneuryna umo˝liwia import jàdrowy i inicjacj´ trans-
krypcji genów docelowych dla NFAT [22,66] (rycina 2).

Kalcyneuryna pozostaje w kompleksie z NFAT tak d∏ugo,
jak d∏ugo podwy˝szony jest wewnàtrzkomórkowy poziom
jonów wapnia. Zas∏aniajàc NES czynnika transkrypcyjne-
go, kalcyneuryna zapobiega jego przedwczesnemu eks-
portowi do cytoplazmy. Czas trwania zale˝nej od NFAT
transkrypcji genów jest ÊciÊle regulowany czasem trwania
sygna∏u wapniowego [41,66].

Eksport jàdrowy NFAT

Obecny w jàdrze czynnik NFAT jest potencjalnym sub-
stratem wielu kinaz, takich jak JNK, p38, ERK, CKI i II
(kinazy kazeinowe), GSK3. Przez ca∏y czas dochodzi do
refosforylacji w obr´bie SRR, czego nast´pstwem by∏oby
ponowne zas∏oni´cie sekwencji lokalizacji jàdrowej. Prze-
ciwdzia∏a temu sta∏a obecnoÊç kalcyneuryny w pobli˝u
fosforylowanego regionu oraz jej aktywnoÊç fosfatazowa.
AktywnoÊç NFAT jest wi´c wynikiem stanu dynamicznej
równowagi mi´dzy aktywnoÊcià kinaz jàdrowych, a ak-
tywnoÊcià fosfatazowà kalcyneuryny [41,66].

Obni˝enie wewnàtrzkomórkowego poziomu jonów wap-
nia prowadzi do os∏abienia interakcji kalcyneuryna –
NFAT, jak równie˝ do zahamowania aktywnoÊci fosfata-
zy, przez co enzym nie mo˝e d∏u˝ej utrzymywaç SRR

w stanie nieufosforylowanym [41]. W efekcie dochodzi
do ponownego zas∏oni´cia sekwencji NLS przez SRR
oraz oddysocjowania kalcyneuryny od NFAT. Ods∏oni´ta
sekwencja NES zostaje rozpoznana przez eksportyn´ jà-
drowà Crm1, która transportuje czynnik transkrypcyjny
do cytoplazmy [66] (rycina 3).

CsA i FK506 hamujà transkrypcj´ zale˝nà od NFAT. Z jed-
nej strony uniemo˝liwiajà defosforylacj´ czynnika trans-
krypcyjnego przez fosfataz´, z drugiej – dzi´ki blokowaniu
oddzia∏ywania NFAT/kalcyneuryna - umo˝liwiajà eksport
jàdrowy czynnika transkrypcyjnego do cytoplazmy [30].

W podsumowaniu nale˝y powiedzieç, ˝e kalcyneuryna
wià˝e si´ z domenà regulatorowà NFAT zas∏aniajàc se-
kwencje NES i – przez defosforylacj´ reszt serynowych –
ods∏aniajàc NLS, co prowadzi do po∏àczenia NFAT
z kompleksem karioferryn. W ten sposób kalcyneuryna
umo˝liwia import jàdrowy i inicjacj´ transkrypcji genów
docelowych dla NFAT. Znanym celem kompleksu
FKBP/FK506 jest kalcyneuryna. W pobli˝u centrum kata-
litycznego fosfatazy znajdujà si´ miejsca wiàzania kom-
pleksów immunofilina/immunosupresor (CyP/CsA,
FKBP/FK506). Przez blokowanie oddzia∏ywania NFAT/kal-
cyneuryna wspomniane kompleksy nie dopuszczajà do
importu jàdrowego oraz umo˝liwiajà eksport jàdrowy
czynnika transkrypcyjnego do cytoplazmy i zakoƒczenie
aktywnoÊci transaktywacyjnej NFAT.

Ryc. 2. Import jàdrowy NFAT (objaÊnienia w tekÊcie); Cn – kalcyneuryna; NES-NLS – NFAT; P – reszta fosforanowa/importyna
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Kalcyneuryna jako endogenny ligand FKBP

Poczàtkowo uwa˝ano, ˝e bia∏ka wià˝àce FK506 oddzia∏ujà
z kalcyneurynà tylko w wyniku przy∏àczenia makrolidu.
Stwierdzono jednak niezale˝ne od FK506 tworzenie kom-

pleksów FKBP-Cn w dwuhybrydowym systemie dro˝d˝o-
wym (FKBP12-Cn) [12] oraz w mysich limfocytach
T (FKBP51-Cn) [31]. Istotà dzia∏ania makrolidów mo˝e
wi´c byç silne wzmacnianie tych istniejàcych, fizjologicz-
nych oddzia∏ywaƒ. Analogiczna sytuacja wyst´puje w przy-
padku CypA-Cn. Nie mo˝na wykluczyç, ˝e jednà z fizjologi-
cznych funkcji immunofilin jest modulacja aktywnoÊci kal-
cyneuryny in vivo [12]. Innymi s∏owy, obok FAP48, kalcy-
neuryna mo˝e byç kolejnym endogennym ligandem FKBP.

Co interesujàce, w przeciwieƒstwie do pozosta∏ych (zna-
nych dziÊ) bia∏ek z tej rodziny, FKBP38 nie wykazuje ak-
tywnoÊci enzymatycznej, ani nie wià˝e immunosupreso-
rów (dzi´ki ró˝nicy w sekwencji aminokwasowej domeny
N-koƒcowej). Wià˝e jednak kalcyneuryn´, a jego nad-
ekspresja blokuje import jàdrowy NFAT indukowany jo-
noforem wapnia. Wskazuje to, i˝ omawiana izoforma pe∏-
niç mo˝e rol´ endogennego inhibitora fosfatazy w warun-
kach fizjologicznych. Kompleksy FKBP-FK506 mog∏yby
zaÊ imitowaç jego struktur´ i funkcj´ [50].

Interakcje FK5O6/FKBP z kinazami MAP (JNK i p38)

Niedawno uzyskano dane wskazujàce na istnienie in-
nych, poza kalcyneurynà, szlaków wra˝liwych na FK506
i CsA [34].

Aktywacja NFAT oraz NFκB jest warunkiem niezb´d-
nym, ale niewystarczajàcym do zainicjowania ekspresji
IL-2 w limfocytach T. Konieczny jest równie˝ udzia∏ AP-
1, heterodimerycznego czynnika transkrypcyjnego utwo-

jàdro

cytosol

Ryc. 3. Eksport jàdrowy NFAT (objaÊnienia w tekÊcie); Cn – kalcyneuryna; NES-NLS – NFAT; P – reszta fosforanowa; Crm1 – eksportyna jàdrowa

TCR+CD28

Ca2+

kalcuneryna

NFAT

FK506+FKBP X

MKKK

MKK

JNK p38

EKSPRESJA GENÓW

Ryc. 4. Schemat dzia∏ania kompleksów immunofilina-immunosupresor
na dwa szlaki sygna∏owe zale˝ne od TCR (wg [34], zmodyfiko-
wano)
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rzonego przez bia∏ko Jun oraz bia∏ko z rodziny albo Fos,
albo ATF [25]. Oprócz wiàzania elementów odpowiedzi
na AP-1 w promotorze genu IL-2, dimer ten stabilizuje
wiàzanie NFAT z DNA. W limfocytach T przez zintegro-
wane sygna∏y od TCR i CD28 aktywowane sà kinaza p38
i JNK (c-Jun N-terminal kinase), nale˝àce do kinaz MAP
i aktywujàce szereg czynników transkrypcyjnych kluczo-
wych dla aktywacji limfocytów T [52]. Do substratów
JNK nale˝à komponenty dimerów AP-1 [25].

O blokowaniu aktywnoÊci JNK przez CsA informowano
ju˝ dziesi´ç lat temu [52]. FK506 wykazuje dzia∏anie
analogiczne. Jednak dok∏adny mechanizm tego zjawiska
znany jest od niedawna. Wykazano, ˝e kompleks FKBP-
FK506, oprócz szlaku kalcyneuryna/NFAT, blokuje rów-
nie˝ szlaki JNK i p38 powy˝ej kinazy MAPK (mitogen-
activated protein kinase), czyli MAPKKK (MKKK). Efekt
hamowania JNK i p38 przez FKBP-FK506 wydaje si´
specyficznym dla komórek limfoidalnych [34] (rycina 4).

Interakcje FKBP z receptorem dla glukokortykoidów

Znanymi modulatorami funkcji limfocytów T sà gluko-
kortykoidy, oddzia∏ujàce na komórk´ za poÊrednictwem
wewnàtrzkomórkowego receptora, pe∏niàcego rol´ zale˝-
nego od ligandu czynnika transkrypcyjnego. Hormony te
powodujà wygaszanie odpowiedzi immunologicznej doj-
rza∏ych limfocytów T i makrofagów. Liczne doniesienia

wskazujà, i˝ glukokortykoidy wp∏ywajà te˝ na szlaki sy-
gna∏owe istotne w procesie selekcji tymocytów w grasicy
[10,57], jednak ich wp∏yw na dojrzewanie tych komórek
jest przedmiotem kontrowersji, ze wzgl´du na zastosowa-
nie ró˝nych modeli doÊwiadczalnych.

Dwa bia∏ka z rodziny FKBP (o masie czàsteczkowej 51
i 59 kDa) biorà udzia∏ w odpowiedzi komórki na hormon
glukokortykoidowy. Domena N-koƒcowa FKBP52 (po-
przednio FKBP59) przypomina budowà FKBP12; zawie-
ra centrum katalityczne izomerazy peptydyloprolylowej
(PPI-azy) i miejsce wiàzania FK506 oraz rapamycyny.
Domena C-koƒcowa odpowiada za aktywnoÊç chapero-
nowà bia∏ka oraz wiàzanie C-koƒcowego regionu Hsp90
[40]. Podobnie jest zbudowane FKBP51, wykazujàce re-
latywnie wi´ksze powinowactwo do Hsp90, za co odpo-
wiadajà odmienne u obu immunofilin C-koƒcowe reszty
aminokwasowe [13].

Receptor glukokortykoidów w stanie nieaktywnym tworzy
cytoplazmatyczny kompleks z dwiema czàsteczkami Hsp90
i jednà czàsteczkà bia∏ka pomocniczego, którego funkcj´
pe∏ni m. in. FKBP51. W wyniku zwiàzania ligandu przez re-
ceptor dochodzi do zastàpienia FKBP51 przez FKBP52,
z nast´pujàcym przy∏àczeniem do domeny katalitycznej ro-
tamazy bia∏ka transportowego, dyneiny. Nast´puje translo-
kacja tak powsta∏ego kompleksu do jàdra, gdzie ulega on dy-
socjacji z utworzeniem postaci GR zdolnej do dimeryzacji i

Ryc. 5. Model aktywacji receptora glukokortykoidów (wg [15], zmodyfikowano); GR – receptor glukokortykoidów; Hsp – Hsp90; 51 – FKBP51;
52 – FKBP52
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wiàzania DNA. To swego rodzaju „prze∏àczenie“ zwiàzanej
immunofiliny jest pierwszym i jednoczeÊnie niezb´dnym eta-
pem szlaku sygna∏owego glukokortykoidów [15] (rycina 5).

Dzi´ki swej aktywnoÊci izomerazowej FKBP52 prowadzi
do zmiany konformacyjnej w domenie GR wià˝àcej li-
gand, przez co zwi´ksza powinowactwo receptora wzgl´-
dem hormonu, wzmacniajàc ekspresj´ genów zale˝nych
od glukokortykoidów [43]. FKBP51 dzia∏a antagonistycz-
nie, konkurujàc o dost´p do kompleksu GR-Hsp90 [45].
Izoforma ta jest produktem jednego z genów docelowych
dla GR, regulujàc jego aktywnoÊç na zasadzie ujemnego
sprz´˝enia zwrotnego [58]. Obserwowana u naczelnych
Nowego Âwiata opornoÊç na kortyzol koreluje z konsty-
tutywnà u tych zwierzàt nadekspresjà FKBP51 [44].

Zwiàzanie FK506 lub rapamycyny przez FKBP51 oraz
FKBP52 prowadzi do zahamowania aktywnoÊci enzyma-
tycznej izomeraz, choç wymaga to wy˝szych st´˝eƒ anty-
biotyku, ni˝ w przypadku FKBP12 [31]. Kompleks
FKBP51-FK506 hamuje kalcyneuryn´ [5], natomiast
FKBP52-FK506 nie wykazuje w∏aÊciwoÊci immunosupre-
syjnych [29].

Podsumowanie

Podsumowujàc nale˝y powiedzieç, ˝e w rozwoju swoistej
odpowiedzi odpornoÊciowej w∏aÊciwà reakcj´ na obecnoÊç
obcego antygenu zapewnia w limfocytach T przekazywa-
nie sygna∏u od receptora TCR do jàdra komórki. Zadanie
to spe∏nia w du˝ej mierze kalcyneuryna przez regulacj´
aktywacji i subkomórkowej lokalizacji NFAT oraz innych
czynników transkrypcyjnych, regulujàc tym samym eks-
presj´ genów istotnych w aktywacji limfocytów T. Bia∏ka
FKBP po zwiàzaniu ligandów blokujà funkcj´ kalcyneury-
ny. Ostatnie dane wskazujà na nowe, swoiste cele w ko-
mórkach limfoidalych dla kompleksów FK506/FKBP oraz
rol´ bia∏ek FKBP w transporcie jàdrowym. Zgodnie z ni-
mi, makrolidy hamujà oprócz zale˝nej od kalcyneuryny
aktywacji NFAT, tak˝e aktywacj´ kinaz JNK i p38 oraz
wp∏ywajà na translokacj´ i aktywacj´ receptora dla gluko-
kortykoidów. Oznacza to ich wp∏yw na ekspresj´ genów:
• kontrolowanych przez kalcyneuryn´ (tabela 1),
• aktywowanych przez kinazy aktywowane mitogenem

JNK i p38,
• kontrolowanych przez receptor dla glukokortykoidów.

Prawdopodobnie obecnoÊç w limfocytach T co najmniej
kilku ró˝nych szlaków sygna∏owych hamowanych przez
FK506 i CsA czyni z tych leków tak efektywne inhibitory
swoistej odpowiedzi odpornoÊciowej.
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