Adres do korespondencji

Katarzyna Nuc,
Katedra Biochemii
i Biotechnologii,
Akademia Rolnicza

im. Augusta Cieszkowskiego,

ul. Wolyriska 33,
Poznan.

biotechnologia

3 (58) 135-152 2002

PRACE PRZEGLADOWE

Struktura i funkcja cyklofllin

Katarzyna Nuc, Ryszard Stomski

Katedra Biochemii i Biotechnologii, Akademia Rolnicza im. Augusta
Cieszkowskiego, Poznan

Structure and Function of Cyclophilins
Summary

Cyclophilins (CyPs) constitute a large class of highly conserved, ubiquitous
PPlases (EC 5.2.1.8) that together with FK560 binding proteins (FKBP) and parvulins
belong to a superfamily of immunophilins. These three classes of proteins are
easily distinguishable by their selective interactions with immunosuppressive
drugs. Cyclophilins are targets for cyclosporin A (CsA), parvulins bind juglone
(5-hydroxy-1.4-naphthoquinone) and FKBP, they are inhibited either by FK560
drug or by rapamycin. Despite the lack of structural similarity, all these proteins
have been shown to act as peptidylprolyl cis-trans isomerases. In all cases, bind-
ing of the drug inhibits their PPlase activity. Distinct isoforms of cyclophilins
have been localized in the cytoplasm, nucleus, mitochondria, chloroplasts and
endoplasmic reticulum.

Key words:

cyclophilins, immunophilins, immunosupression.

1. Wstep

Cyklofiliny (CyP)* nalezg do rodziny immunofilin, biatek wpty-
wajacych na proces odpowiedzi immunologicznej komorki. Ba-
dajac zastosowanie réznych zwigzkéw immunosupresyjnych
w transplantologii wykazano, ze wewnatrzkomérkowym recep-
torem dla cyklosporyny A (CsA) jest cyklofilina. Kompleks
CyPA/CsA wplywa na proces aktywacji limfocytéw T poprzez blo-

* CyP - cyklofilina, biatko oddziatujace z CsA; CsA - cyklosporyna A, pep-
tyd izolowany z grzyba Tolypocladium infantum, posiada wtasciwos$ci immunosu-
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kowanie aktywnosci fosfatazy kalcyneuryny (1). W konsekwencji niemozliwa jest de-
fosforylacja, a co za tym idzie, wejscie do jadra cytoplazmatycznej podjednostki,
specyficznego dla aktywnych limfocytow T, czynnika transkrypcyjnego NF-ATc regu-
lujacego ekspresje interleukiny IL-2 (2).

jako immunofiliny klasyfikowane sa réwniez biatka oddziatujace z FK506 (FKBP)
(3) oraz parwuliny (4). Mimo réznej budowy wymienione biatka, posiadaja aktyw-
no$¢ enzymatyczng izomerazy peptydytoprolilowej, ktéra moze by¢ blokowana po-
przez oddziatywanie ze specyficznymi immunosupresorami. Cyklofiliny sg blokowa-
ne przez cyklosporyne A (CsA) (5), biatko FKBP przez FK560 lub rapamycyne (6) nato-
miast parwuliny przez 5-hydroksy-l ,4-naftochinon (7). Biatka te w okreslonych wa-
runkach moga wzajemnie sie zastepowac. W komodrkach Saccharomyces cerevisiae
ekspresji ulega osiem roznych cyklofilin oraz cztery biatka FKBP (8). Zadna z tych
izomeraz nie jest niezbedna do zycia drozdzy. Natomiast usuniecie jedynego genu
kodujgcego parwuline £ss/ drozdzy jest mutacjg letalng (essI™).

Najlepiej scharakteryzowanymi przedstawicielami parwulin sg Essi (Saccharomy-
ces cerevisiae), Dodo (Drosophila melanogaster) oraz Pin (Homo sapiens). Charaktery-
stycznymi elementami budowy tych biatek jest obecnos¢ tzw. domeny WW w N-kon-
cowym regionie oraz domeny izomerazy w regionie C-korncowym. Poprzez domene
WW parwuliny oddziatujg z biatkami zawierajgcymi reszty proliny poprzedzone
ufosforylowanymi resztami seryny lub treoniny (9). Bialko Essi petni funkcje regula-
tora transkrypcji. Poprzez izomeryzacje odpowiednich wigzan Xaa-Pro (gdzie Xaa
oznacza dowolny aminokwas) w domenie CTD (C-terminal heptapeptide repeat doma-
in), Essi zmienia jej konformacje, przez co wptywa na mozliwos¢ oddziatywania po-
limerazy RNA 1l z licznymi biatkami odpowiedzialnymi za regulacje inicjacji, elonga-
cji i terminacji transkrypciji (rys. 1). Przylaczanie biatka Essi do domeny CTD jest re-
gulowane przez procesy fosforylacji i defosforylacji reszt seryny lub treoniny, pro-
wadzonych odpowiednio przez kinaze CTD oraz fosfataze CTD (10). Zaobserwowa-
no, ze nadekspresja genu CPRI kodujgcego cytolazmatyczng forme cyklofiliny CyPI
powoduje zniesienie letalnego charakteru essH” (11). Mimo braku potrzebnej do od-
dzialywania z CTD domeny WW, CPRI jest zdolna przeja¢ funkcje Essi jako regula-
tora transkrypcji poprzez izomeryzacje okreslonych wigzan domeny.

presyjne; FKBP - biatko oddzialujagce z FK 560; FK 506 - zwigzek otrzymywany z fermentujacych ho-
dowli Streptomyces tsukubaensis, ma budowe antybiotyku makrolidowego, posiada wtasciwosci immuno-
supresyjne; CTD - domena najwigkszej podjednostki polimerazy RNA Il, zajmujgca jej karboksylowy
rejon; CBD - rejon cyklofilin zawierajacy centrum aktywne izomerazy oraz miejsce oddziatywania
z CsA; Fisp - biatko szoku termicznego, chaperon; NLS - sekwencja aminokwasowa kierujgca dane
biatko do jgdra komérkowego.
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Rys. 1. Na schemacie przedstawiono mechanizm regulacji transkrypcji. Wystepujaca w kompleksie
inicjacyjnym polimeraza RNA Il posiada nieufosforylowana domene CTD. Kinaza CTD fosforyluje odpo-
wiednie reszty seryny lub treoniny przez co stajg sie substratem dla izomerazy Essl badz CPRI. W wyni-
ku izomeryzacji odpowiednich wigzan peptydowych konformacja domeny CTD ulega zmianie powo-
dujac odtaczenie biatek kompleksu inicjacyjnego natomiast przylaczajg sie biatka odpowiedzialne za
elongacje, a nastepnie terminacje transkrypciji.

Cyklofiliny nie stanowig jednolitej grupy biatek. Ich cechg charakterystycznag jest
obecnos¢ domeny wigzacej CsA {cyclosporine A binding domain - CBD), bedacej jed-
noczesnie centrum aktywnym izomerazy, otoczonej sekwencjami odpowiedzialny-
mi za lokalizacje danej izoformy w odpowiednim przedziale komérkowym (tab. 1).
Jako pierwszg scharakteryzowano cyklofiline cytoplazmatyczng i nadano jej nazwe
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CyPA. W konsekwencji nastepnym odkrywanym formom cyklofiliny nadawano kolej-
no nazwy CyPB (zlokalizowana w retikulum endoplazmatycznym ER), CyPC (zlokali-
zowana w systemie sekrecyjnym) oraz CyPD (zlokalizowana w mitochondriach).
W 1994 r, Luan ze wzgledu na mate réznice w budowie zrezygnowat z wyrdzniania
oddzielnie CyPB i CyPC i zaproponowat nazewnictwo dla tej grupy biatek CyPB/C (12).

Zestawienie podstawowych form cyklofllin

Forma
- Przyktady

cyklofiliny

CyPA CPRI - Saccharomyces cerevisiae
®)
ROCI - Arabidopsis thaliana (59)
CyPA - Homo sapiens (30)

CyPB/C CPR2 - Saccharomyces cerevisiae
®
CyPB - Homo sapiens (70)
CyPB - Viciafaba (12)
ROC4 - Arabidopsis thaliana (59)

CyPD CPR3 - Saccharomyces cerevisiae
®)
HCyP22 — Homo sapiens (69)
CyPD - Rattus norvegicus (63)

biatka HCyp33 - Homo sapiens (68)

ztozone

zawierajace

domene CyP  NK-TR — Homo sapiens (67)

Nup 358 - Homo sapiens (17)

TLP - Spinacia oleracea (16)
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Lokalizacja

cytopiazma

retikulum
endopla-

zmatyczne

system  se-
krecyjny ko-
morki

chloroplasty

mitochon-
dria

jadro

jadro

cytoplazma-
tyczna stro-
na poru ja-
drowego

chloroplasty

Tabela 1

Budowa

18 kDa, podstawowa forma cyklofiliny, central-
ny rejon okoto 110 aminokwasoéw zawiera cen-
trum aktywne oraz miejsce oddziatywania z CsA
tzw. domena CBD (CsA binding domain)

21 kDa - 33 kDa, na aminowym korcu znaj-
duje sie sekwencja kierujaca do ER natomiast
na koncu karboksylowym sygnat pozostania
w ER, wewnatrz znajduje sie podstawowa do-
mena cyklofiliny CBD

formy przedostajgce sie do systemu sekrecyj-
nego komorki nie posiadajg na swoim koncu
karboksylowym sygnatu pozostania w ER
forma chloroplastowa posiada na swoim N-kon-
cu sekwencje kierujaca do chloroplastow

22 kDa, oprécz podstawowej domeny cyklofili-
ny CBD forma ta posiada na swoim N-koncu
sekw'encje kierujgca do mitochondriéw

33,4 kDa, na N-koncu biatka znajduje sie do-
mena wigzaca z RNA, na C-korcu znajduje sig
domena CBD
89 kDa, na N-koncu znajduje sie domena
CBD, C-koricowy rejon zajmuja sekwencje bo-
gate w reszty argininy i seryny tzw. domena RS
358 kDa, biatko zbudowane jest w kolejnosci
liczac od N-korica: domena zamka leucynowego,
domena Ran, domena zawierajgca powtdrze-
nia FXRG oraz FG, motyw palca cynkowego CyS2
— Cys2 powtdérzony osiem razy oraz na C-koncu
biatka zlokalizowana jest domena CBD
49 kDa, liczac od konca N, kolejno umiejsco-
wione sa: sekwencja kierujgca do chloropla-
stéw, domena suwaka leucynowego, domena
mogaca potencjalnie oddziatywac z fosfatazami

oraz domena CBD
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Cyklofiliny wystepuja w komdrkach wszystkich badanych organizméw, a jej réz-
ne izoformy zostaly zlokalizowane w poszczegoéinych przedziatach komoérkowych:
cytoplazmie (13), mitochondriach (14), chloroplastach (12) i retikulum endoplazma-
tycznym (15). Masa czasteczkowa cyklofilin wynosi 18-24 kDa, scharakteryzowano
réwniez formy wysokoczasteczkowe, np. CyP40 (16) czy biatko TLP (chloroplastowa
forma cyklofiliny). Cyklofilina moze by¢ czescig wiekszych biatek takich Jak Nup358
(biatko poru jadrowego) czy NK-TR (receptor na powierzchni limfocytow T i komo-
rek NK). Nup358 obok motywu o$miu palcéw cynkowych oraz zamka leucynowego,
zawiera w karboksylowym regionie domene cyklofiliny (17). Natomiast w NK-TR do-
mena cyklofilinowa zlokalizowana jest w koncu aminowym biatka. W obu przypad-
kach zachowana jest aktywnos¢ enzymatyczna izomerazy (18). Mimo réznej lokali-
zacji komorkowej, cyklofiliny charakteryzujg sie wysoce konserwatywng budowg
domeny CBD (rys. 2).

Wigzanie peptydowe Xaa-Pro moze wystepowaé zaréwno w konformacji cis jak
i trans (okoto 6% wystepuje jako izomer cis) (19) (rys. 3). Przypuszcza sie, ze na rybo-
somie tworzone sg wytacznie wigzania trans, ktore nastepnie w zaleznosci od po-
trzeb przetwarzane sg do konformaciji cis (20). Etap izomeryzacji cis/trans nalezy do
najwolniej przebiegajacych w procesie faldowania biatek in vitro i moze by¢ przy-
spieszony do 300 razy w obecnosci cyklofiliny (21). Cyklofiliny moga uczestniczy¢
w procesie faldowania nie tylko jako izomerazy, ale takze jako chaperony. Drozdzo-
we cyklofiliny Cpr6 i Cpr7 tworza aktywne kompleksy z biatkami z rodziny Hsp90
(22). CyP40 funkcjonuje w kompleksie z innymi chaperonami Hsp90, Hsp70 oraz
Hsp40 regulujac dojrzewanie receptorow hormonéw steroidowych (23). Inna cyklo-
filina zwana USA-CyP (w 68% identyczna do CyPA cziowieka) bierze udziat w tworze-
niu kompleksu odpowiedzialnego za dojrzewanie RNA (24). Niektére formy cyklofi-
lin (np. CyPA i CyPB cziowieka) wykazujg aktywnos¢ nukleazy (25) zalezng od jondw
wapnia. CsA blokuje aktywnos¢ izomerazowa cyklofiliny, natomiast nie ma wptywu
na jej aktywnos$¢ nukleazowa, co moze sugerowac, ze biatko posiada dwa n ezalez-
ne centra aktywne.

cis C alpha
trans
C alpha C alpha
D c
C alpha
Proline

Rys. 3. Izomeryzacja wigzania pepiydowego
X-Pro.
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Ekspresja poszczegolnych izoform cyklofiliny jest zr6znicowana. Niektore cyklo-
filiny ulegaja ekspresji konstytutywnie (cytoplazmatyczna cyklofilina y*ralj/ic/ops/s tha-
liana], dla innych mozna wykaza¢ podwyzszony poziom mRNA w warunkach stresu
{Zea mays), jeszcze inne ulegajg ekspresji tylko w okreslonych tkankach (NinaA -
homolog cyklofiliny wystepujacy w komorkach fotoreceptorowych) czy organellach
(chloroplastowa forma cyklofiliny A. thaliana).

Tylko nieliczne substraty dla cyklofiliny udato sie dotychczas zidentyfikowac.
W przypadku oddzialywania z rodopsyng ! (21) i reduktazy dihydrofolianu myszy
(dihydrofolate reductase - DHFR) (14) wykazano, ze w kompleksach tych cyklofilina
dziata jako izomeraza. Natomiast w przypadku poliproteiny Gag (wirus H1V 1) (26)
oraz endonukleazy VirD2 (Agrobacterium tumefaciens) (27) funkcja cyklofiliny nie jest
do konica wyjasniona. In vivo cyklofilina moze dziata¢ nie tylko jako izomeraza, lecz
takze wspomagac transport oraz skladanie niektdrych bialek (28). Tak jak wykazano
u Neurospora crassa w mitochondriach, cyklofiliny obok Hsp70 i Hsp60 nalezg do
kompleksu odpowiedzialnego za fatdowanie sie biatek (29).

2. Struktura cyklofilin i mechanizmy ich dziatania

tatwos¢ poznawania sekwencji DNA oraz rozwiniecie technik zwigzanych z ,pro-
dukcjg” biatek w systemie prokariotycznym, np. w komérkach E. coli, utatwia pozna-
wanie struktury trzeciorzedowej biatek. Cyklofiliny posiadajg wysoce zachowawcza
centralng cze$¢ CBD, w ktorej zlokalizowane sg centrum katalityczne izomerazy
i miejsce wigzania CsA. Region ten otoczony jest specyficznymi, dla danej formy,
domenami badz sekwencjami transportujacymi. Poréwnanie cyklofilin A, B i C z lim-
focytow T H. sapiens na poziomie struktury pierwszorzedowej, wykazuje okoto 65%
podobienistwa, natomiast centralna czes¢ jest zachowawcza w 80%. Na strukture
drugorzedowa biatka sktadajg sie trzy helisy a, osiem fancuchéw (3 oraz sze$¢ skre-
tow typu (3 (rys. 4A). Struktura trzeciorzedowa cyklofiliny (CyPA) uktada sie w sptasz-
czony cylinder. Ltancuchy p utozone sg antyréwnolegle natomiast helisy a (H2 i H3)
ograniczajg od dotu i gory cylinder utworzony przez taricuchy P (rys. 4B). Obydwa
konce bialka znajdujg sie blisko siebie i umiejscowione sg po przeciwnej stronie
miejsca oddziatywania z CsA. Wewnatrz cylindra znajduja sie reszty aminokwasowe:
Val-6, Phe-8, Val-20, Phe-22, teu-24, Phe-36, teu-39, Tyr-48, Phe-53, lle-56, teu-98,
Met-I00, Phe-112, lle-114 i Phe-129, tworzace zwarty, hydrofobowy rdzen. Wiasnie
te reszty aminokwasowe sg wysoce zachowawcze na przestrzeni poréwnanych se-
kwencji réznych cyklofilin. Centrum aktywne utworzone w hydrofobowym rdzeniu
ma ksztalt kieszeni o rozmiarach 15 x 20 A i glebokosci okoto 10 A (30). Poniewaz
zaréwno CsA jak i substrat wigzg sie z cyklofiling w tym samym regionie, wiekszos¢
reszt aminokwasowych, hydrofobowej kieszeni, zaangazowana jest w obu typach
oddzialywan. Na podstawie danych uzyskanych z analizy NMR oraz badan rentgeno-
graficznych krysztatu kompleksu CyPA z CsA, okreslono reszty aminokwasowe ma-
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Rys. 4. A. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych cyklofilin A, B i C H. sapiens. Czcionka (zarng na
turkusowym tle zaznaczono aminokwasy Scisle konserwatywne, czcionka czerwona zaznaczoro amino-
kwasy wystepujace w co najmniej dwoch z poréwnanych sekwenciji. Nad sekwencja zaznaczom struktu-
re drugorzedowa, jaka przyjmuje tancuch polipeptydowy w danym rejonie: a - helisa a, P - fan-
cuch p. Numery sekwencji, pod jakimi wystepuja w bazie danych EMBL7GenBank/DDBJ: CyP A - P05092,
CyP B - P23284, CyP C - P45877. B. Przestrzenny obraz struktury cyklofiliny A. Obraz uzykaiiy na
podstawie danych uzyskanych z analizy zdje¢ dyfrakcji promieni rentgenowskich krystalicziej CyP A
z limfocytéw T H. sapiens. Zaznaczono struktury drugorzedowe odpowiednio A - helisa a, B - tancuch
p. Numer PDB 2CPL. C. Nalozenie dwéch przestrzennych obrazéw CyPA H. sapiens i CyP3 C. elejans. Pro-
stokgtem ograniczono rejon réznicujgcy oba biatka. Kolorem czerwonym zaznaczono dodatkcwg petle
Gly45-His54, wystepujaca w strukturze CyP3 (40).

jace istotne znaczenie dla tego typu oddziatywan, sa to: Arg-55, Phe-60, det-61,
GIn-63, Gly-72, Ala-101, Asn-102, Ala-103, GIn-111, Phe-113, Trp-121, Leu-122 i lis-126
(31). Natomiast CsA (rys, 5.) oddziatuje z CyPA za posrednictwem BMT-I,ABA-2,
SAR-3, MLE-9, MLE-IO i MVA-11, W tym kompleksie, cyklosporyna A funkrjonuje
prawdopodobnie jako kompetencyjny inhibitor, gdyz catkowicie blokuje aktAvnos¢
enzymatyczng izomerazy enzymu (32). Wprowadzenie mutacji w strukturze pierw-
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Rys. 5. Przestrzenny obraz struktury cyklosporyny A (CsA). Numeracja i petne nazwy, wystepujgcych
w CsA aminokwaséw: BMT-1 ((4R)-4-[(E)-2-butenyl]-4,N-dimetyl-L-treonina), ABA-2 ((5-hydroksy)norwali-
na), SAR-3 (sarkozyna), MLE-4 (N-metyleucyna), VAL-5 (valina), MLE-6, ALA-7 (alanina), DAL-8 (D-alanina),
MLE-9, MLE-10, MVA-11 (N-metylwalina).

szorzedowej CyPA Trp-121 Phe, powoduje siedemnastokrotne zmniejszenie wraz-
liwosci enzymatycznej CyPA na CsA (33). Trp-121 i His-126 tworza wigzania wodo-
rowe z resztami aminokwasowymi CsA odpowiednio, MLE-9 i MVA-11. Wymiana
His-92 Tyr znosi aktywno$¢ enzymatyczng izomerazy biatka i zdolnos¢ oddzia-
tywania z CsA. Mutacja ta prawdopodobnie powoduje zmiane konformaciji Trp-121
i His-126, uniemozliwiajgc utworzenie trwalych komplekséw CyPA/CsA jak
i CyPA/substrat (34).

Analiza dyfrakcyjna krysztatéw, CyPA zwigzanej z réznymi dipeptydami: Ala-Pro,
Ser-Pro, Gly-Pro i His-Pro (35,36) wykazata duze podobienstwo wszystkich czterech
kompleksow. W czasteczce CyPA w oddziatywaniu udziat biorg reszty aminokwaso-
we: Arg-55, Phe-60, Met-61, GIn-63, Ala-101, Asn-102, Phe-113, Leu-122 i His-126.
tancuch boczny proliny dwupeptydu wchodzi do hydrofobowej kieszeni biatka.
N-koricowy atom azotu substratu tworzy wigzania wodorowe z karbonylowym ato-
mem tlenu Asn-102 i dwiema czasteczkami wody. Natomiast atom tlenu grupy kar-
bonylowej tworzy wigzania wodorowe z fancuchami bocznymi Arg-55, GIn-63 i dwie-
ma czasteczkami wody. Mutacja Arg-55 Ala powoduje stukrotny spadek aktyw-
nosci enzymatycznej izomerazy enzymu (37). Dodatkowo kompleks stabilizowany
jest oddziatywaniami van der Waatsa. Srednie odchylenie atoméw Ca cyklofiliny A,
miedzy wymienionymi kompleksami, waha sie od 0,09 do 0,14 A, natomiast biorac
pod uwage odchylenie wszystkich atoméw CyPA, to réznica wynosi od 0,21 do 0,26
A (36).
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Z analizy rentgenograficznej krysztatu kompleksu CyPA z substratem AAPF (suk-
cynylo-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilid), wynika, ze w oddzialywanie zaangazowane sg
nastepujace reszty aminokwasowe: Arg-55, lle-57, Phe-60, Met-61, GIn-63, Ala-101,
Asn-102, GIn-111, Phe-113, Trp-121, Leu-122 i His-126. Wigzania wodorowe utwo-
rzone sg miedzy atomem azotu Ala-2 substratu a atomem tlenu Asn-102 cykJofiliny,
atomem tlenu Pro-3 a grupa NHI Arg-55, atomem tlenu Pro-3 a grupg NH2 Arg-55
oraz atomem tlenu Phe-4 a NHI Trp-121. Dodatkowo kompleks stabilizowany jest
przez wigzanie wodorowe utworzone przez fancuch boczny Arg-148 z grupa ni-
trowa aniliny, natomiast sukcynylowa grupa substratu tworzy dwa wigzania wodo-
rowe z czgsteczkami wody znajdujgcymi sie w centrum katalitycznym enzymu.
Poréwnujac strukture krysztalu CyPA z krysztalami komplekséw CyPA/dipeptyd,
CyPA/tetrapeptyd i CyPA/CsA, mozna zaobserwowac brak znacznych zmian w cen-
trum aktywnym enzymu. Natomiast w ogoélnej strukturze CyPA w regionach 69-81
i 140-154, lezacych poza miejscem oddzialywania zaobserwowano pewne odchyle-
nia (36). Wynika stad, ze konformacja CyPA moze ulec drobnym zmianom umozli-
wiajgcym dopasowanie do odpowiedniego ligandu.

W zaproponowanym mechanizmie izomeryzacji dipeptydu zaklada sie, ze stan
przejsciowy wiazania peptydowego Xaa-Pro ma charakter mniej polarny niz stany
podstawowe substratu i produktu reakcji. Pierwszym etapem jest odwodnienie wigza-
nia amidowego substratu poprzez wigzanie z enzymem, nastepnie hydrofilowe od-
dziatywanie miedzy czasteczkg wody w centrum aktywnym a zwigzanym substratem
wymusza izomeryzacje wigzania (35). Natomiast w mechanizmie izomeryzaciji tetra-
peptydu zaktada sie, ze Kkatalityczng funkcje petlni reszta Arg-55. Mutacja
Arg-55  Ala powoduje stukrotny spadek aktywnosci enzymatycznej CyPA. Podwdj-
ny charakter wigzania peptydowego Ala-Pro substratu AAPF, ostabiony jest poprzez
utworzenie wigzania wodorowego miedzy tancuchem bocznym Arg-55 a imidowym
atomem azotu, umozliwiajgc w ten sposéb izomeryzacje (38). Cyklofllina nalezy do
enzymoéw o niewielkiej sprawnosci (39), zwieksza szybko$¢ reakcji w stosunku do
izomeryzacji nieenzymatycznej zaledwie pieciokrotnie.

Poznano réwniez strukture trzeciorzedowa cyklofiliny B z H. sapiens (40). Struk-
tury cyklofilin form A i B na podstawie ich krysztatéw sg podobne, réznice pojawiajg
sie na obu koncach biatek oraz w petlach miedzy resztami aminokwasowymi Arg-19
do Asp-24 (odpowiednio w strukturze CyPA sg to A-11 do P-16) i Thr-153 do
Lys-163 (Phe-145 do Lys-154). R6znice w drugiej z wymienionych petli majg wplyw
na efektywnos¢ hamowania przez kompleks CyP/CsA enzymatycznej aktywnosSci
fosfatazy kalcyneuryny. Kompleks CyPB/CsA hamuje aktywnosc¢ kalcyneuryny (Ki<21
nM) z czternastokrotnie lepsza wydajnoscig niz kompleks CyPA/CsA (Ki=336 nM)
(41). Poniewaz CyPA i CyPB wykazujg prawie identyczng strukture trzeciorzedowag
miejsca oddziatywania z CsA to réznice wynikajg raczej ze struktury pierwszorze-
dowej obu bialek. Znaczenie moga tu mie¢ reszty aminokwasowe wchodzace
w kontakt z kalcyneuryna, sg to Arg-69, Lys-125 i Arg-148. Mutacja wprowadzona
do CyPA, zmieniajgca Arg-148 na Glu (zmutowane biatko oznaczono R148EcypA) po-
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woduje dwudziestokrotne zwiekszenie efektywnosci hamowania aktywnosci kal-
cyneuryny.

W cytoplazmatycznych formach cyklofilin roslinnych, w CyP40 z H. sapiens i Bos
tauriis oraz u wiekszosci cyklofilin (7 na 11) z Caenorhabditis elegans (42) wystepuje
dodatkowa sekwencja, o dlugosci od 7 do 8 reszt aminokwasowych. Wykonano ana-
lize rentgenograficzng krysztatlu CyP-3 z C. elegans przy rozdzielczosci 1,8 A. CyP-3
i CyPA na poziomie struktury pierwszorzedowej biatka sa w 67% identyczne, a w 11%
podobne (43). Na poziomie struktury trzeciorzedowej biatka wykazujg ogéine podo-
bienstwa, tzn. posiadaja osiem, utozonych antyrownotegle kartek P ograniczonych
dwiema helisami a. Konserwatywne reszty aminokwasowe potrzebne do oddzia-
tywania z CsA sg zachowane. CyP-3 rézni sie od zwierzecej CyPA obecnoscig dodat-
kowej sekwencji o dtugosci 7 reszt (48 Lys-Ser-Gly-Lys-Pro-Leu-His 54), tworzgcych
wystajaca pette zlokalizowana ponad centrum aktywnym (rys. 4C). Petla utrzymywa-
na jest przez wigzania wodorowe utworzone miedzy Glu-83 a Lys-48 i Ser-49. Funk-
cja petli nie jest do konca wyjasniona, by¢ moze oddziatuje z innymi biatkami. O du-
zej istotnosci dodatkowej sekwencji moze $Swiadczy¢ wysoka zachowawczos$¢ se-
kwencji aminokwaséw wchodzacych w sklad petli na przestrzeni wiekszosci biatek
poréwnywanych pod tym wzgledem. Reszta histydyny (Flis-54) wystepujgca w petli
moze razem z dwiema resztami cysteiny (Cys-40 i Cys-168), wystepujacymi poza
petla w formie zredukowanej, koordynowac jony metalu, np. Zn+2. Zaréwno Flis-54
jak i Cys-40 i Cys-168 wsrod biatek posiadajgcych dodatkowa sekwencje charaktery-
zujg sie wysokim konserwatyzmem wystepowania. Jednakze istnieje mozliwos¢, ze
w okreslonych warunkach, np. stresu oksydacyjnego, opisane reszty cysteiny, wy-
stepujgce w odlegtosci 5,38 A, moga tworzy¢ mostki dwusiarczkowe. Utworzenie
mostka dwusiarczkowego powoduje zmiany w konformaciji biatka, co moze byc¢ jed-
nym z elementéw kaskady przekazywania sygnatu w warunkach stresu. Pewne witas-
ciwosci mogace wyplywacé ze struktury biatka, jego dodatkowej petli, zostaly po-
twierdzone w stosunku do niektérych roslinnych i drozdzowych cyklofilin.

3. Cytoplazmatyczna forma cyklofiliny

w cytoplazmie komoérkowej wystepuje gtdwnie CyPA (rozdz. 2). Cechg charakte-
rystyczng tego biatka jest brak jakichkolwiek sekwencji liderowych. Poznano wiele
sekwencji cDNA oraz nieliczne geny cytoplazmatycznych cyklofilin. Sekwencja DNA
kodujgca CyPA nie jest podzielona intronami (44-46). Cytoplazmatyczne cyklofiliny
czesto reprezentowane sg przez rodziny genéw, np, w Oryza saliva (47), Solanum tu-
berosum (48), A. thaliana (49) i w Lupinus luteus (46), Ulegaja ekspresji we wszystkich
badanych pod tym wzgledem organizmach i ich tkankach. Obserwuje sie podwyz-
szony poziom mRNA CyPA w tkankach szybko rosngcych i rozwijajacych sie (44,49).
Niektére geny roslinnych CyPA ulegaja wzmozonej ekspresji w odpowiedzi na wa-
runki stresowe (12). Nie wszystkie reaguja na te same czynniki stresowe. Ekspresja
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CyPA z S. tuberosum wzmaga sie w wyniku skaleczenia czy infekcji grzybowej (48),
natomiast w fasoli reaguje na obnizong temperature czy dziatanie na rosliny solami
metali ciezkich (50). Zaobserwowano réwniez znaczne podwyzszenie poziomu mRNA
cyklofilin w merystemach brodawek korzeniowych L luteus (46).

Dotychczas udato sie zidentyfikowaé tylko nieliczne biatka, z ktérymi CyPA od-
dziatuje, jak np. poliproteina Gag wirusa H1V-1 (51). Poliproteina Gag jest produk-
tem ekspresji genu gag kodujacego wiele bialek istotnych dla cyklu wirusa. Po trans-
lacji prekursor jest odcinany przez specyficzne protezy wirusowe dajac kohcowe
produkty (52). W przeprowadzonych bardzo szczegdétowych badaniach wykazano,
ze CyPA cziowieka jest wigczana do wirionu wirusa (53). CyPA faczy sie z Gag, a kon-
kretnie z biatkiem kapsydu CA, w trakcie sktadania wirionu. W wyniku rearanzacji
CyPA jest eksponowana na powierzchni wirusowego kapsydu (54). Zamiana
Pro-222 <~ Ala, powoduje utrate mozliwosci wlgczania cyklofitiny do wirionu oraz
obniza infekcyjno$¢ wirusa (15). Kompleks Gag/CyPA jest niezbedny we wczesnym
etapie cyklu wirusa, zanim dojdzie do odwrotnej transkrypcji jego RNA i moze by¢
rozbity poprzez traktowanie komadrek cyklosporynga A. Prawdopodobnie obecnosé
CyPA jest konieczna do destabilizacji oddziatywarn miedzy biatkami ptaszcza w celu
uwolnienia RNA. Niektérzy badacze zakladajg, ze CyPA dziata jeszcze wczesniej, na
etapie przylaczania wirusa do receptorow na powierzchni komorki. Przeciwciata
przeciw CyPA blokuja przytagczanie wirusa (55). Prawdopodobnie znajdujgce sie na
powierzchni komarki receptory rozpoznawane sg przez eksponowang na powierzch-
ni kapsydu CyPA, co pozwala na adsorpcje wirusa i oddziatywanie gpl20 z recepto-
rem CD4, w konsekwencji dochodzi do wejscia wirusa do komorki (56). Poprzez
analogie z innymi biatkami wigzgcymi heparyne oraz wprowadzajgc mutacje punk-
towe, zlokalizowano w strukturze pierwszorzedowej CyPA sekwencje podstawowg
dla tego typu oddziatywania. Sg to reszty aminokwasowe zgromadzone w karboksy-
lowym regionie cyklofitiny: 148-Arg-Asn-Gly-Lys-Thr-Ser-Lys-Lys-I 55. Z analizy krysz-
tatlu wynika, ze region ten jest eksponowany na powierzchni biatka.

Innym biatkiem, z ktérym oddziatuje CyPA jest VirD2 (27). Biatko VirD2 jest en-
doiiLikleazg z bakterii A. tumefaciens bioraca udziat razem VirE2 w procesie wigcza-
nia T-DNA (fragment plazmidu Ti) do genomu gospodarza roslinnego (57). Po infek-
cji rosliny dochodzi do indukcji genéw vir znajdujgcych sie na plazmidzie Ti. VirD2
nacina sekwencje graniczne w plazmidzie Ti, dajgc jednoniciowy fragment T-DNA
i pozostaje z nim w kompleksie. Nastepnie do kompleksu dotacza sie VirE2, ktory
jest biatkiem wigzacym jednoniciowy DNA dla ochrony przed degradacjg, tworzgc
tzw. kompleks T. Oba biatka posiadaja sekwencje lokalizacji jadrowej, ktére wpro-
wadzajg kompleks T do jadra komérkowego. Ze strony roslinnego gospodarza z kom-
pleksem T, a doktadniej z VirD2 oddziatuje CyPA, ktéra rozpoznaje domene w biatku
VirD2 lezagca miedzy NLS a centrum aktywnosci enzymatycznej endonukleazy. War-
to wspomnie¢, ze cyklofilina rowniez posiada aktywnos$¢ nukleazy (25). Cyklospory-
na A powoduje rozpad kompleksu T in vitro, natomiast in vivo traktowanie CsA po-
woduje, ze nie dochodzi do transformaciji roslin bakteriami A. tumefaciens. Rola cy-
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klofiliny W procesie transformacji nie jest wyjasniona, moze funkcjonowac jako cha-
peron, poniewaz biatka VirD2 i VirE2 podczas przedostawania sie przez btony ko-
morkowe podlegaja czesciowemu rozpleceniu. Moze réwniez dziata¢ jako izomera-
za wigzan peptydowych Xaa-Pro, albo moze uzupetnia¢ aktywnos¢ enzymatyczng
nukleazy kompleksu umozliwiajac wejscie T-DNA do genomu gospodarza.
Aktywnos¢ nukleazowa cyklofilin zostata odkryta podczas badania procesu apo-
ptozy w tymocytach szczura. Cechg charakterystyczng apoptozy jest degradacja
DNA. W jej wyniku obserwuje sie dwa rodzaje fragmentéw DNA, o dlugosci okoto
180-200 pz oraz okoto 50 kpz. Wyizolowano biatko NUCI8, charakteryzujace sie du-
zym podobienstwem do znanych sekwencji aminokwasowych cyklofilin, wykazujace
aktywnosc¢ nukleazowa. Przeciwciata przeciw NUCI8 oraz CyPA (z komoérek szczura)
rozpoznajg sie krzyzowo. Poréwnano aktywnosc¢ nukleazowg trzech form cyklofiliny
CyPA (18 kDa), CyPB (21 kDa) i CyPC (22,8 kDa) (25). Wykazano, ze CyPC charaktery-
zuje sie stukrotnie wiekszg wydajnoscig w stosunku do DNA (zaréwno w formie jed-
no-jak i dwuniciowej), niz pozostate cyklofiliny (CyPA i CyPB). Aktywnos$¢ nukleazo-
wa CyPA i CyPB stymulowana jest przez jony wapnia oraz magnezu, natomiast do
aktywowania CyPC wystarczg jony magnezu, jony cynku hamujg aktywnos$¢ nukle-
azowg wszystkich trzech cyklofilin. Zbyt duze stezenie jonéw potasu (>140 mM)
rowniez wptywa hamujgco na aktywnos¢ nukleazowg cyklofilin. Fizjologiczne steze-
nie jonéw potasu w komérce wynosi 140 mM, natomiast w warunkach apoptozy
stezenie to maleje, co moze uaktywnia¢ aktywnos¢ nukleazowa cyklofilin.

4. Chloroplastowe formy g”*klofilin

Mimo ze chloroplasty posiadajg wltasny genom to wiekszos¢ biatek jest kodo-
wana przez genom jadrowy. Po translacji w cytoplazmie biatka transportowane sa
do chloroplastéw. Aby przejs¢ przez btony biatka musza zmieni¢ swoja konforma-
cje (ulegajg czesciowemu rozfatldowaniu). Wewnatrz docelowego przedziatu ko-
morkowego biatka dojrzewajg i ulegajg prawidlowemu fatdowaniu (58). W chloro-
plastach wystepujg dwie formy cyklofiliny. W stromie chloroplastéw zlokalizowa-
no cyklofiline o masie czgsteczkowej 21 kDa, charakteryzujgca sie budowa typowa
dla izoformy CyPB/C (rozdz. 2). Dotychczas scharakteryzowano CyPB/C wystepu-
jace w chloroplastach A. thaliana (59) i Vida faba (12). Oba bialka posiadajg se-
kwencje tranzytowa, zlokalizowang w N-koricowym regionie, charakterystyczng
dla biatek transportowanych do chloroplastéw (60). Region ten jest bogaty w resz-
ty seryny, lizyny i arginy, ma wyraznie charakter zasadowy. Sekwencja tranzytowa
odcinana jest wewnatrz po przejsciu przez btony. Dojrzate biatko wykazuje wyso-
ki stopienn podobienistwa do cytoplazmatycznej formy cyklofiliny z zachowaniem
konserwatywnej domeny CBD. Chloroplastowa CyPB/C stracita w poréwnaniu z ro-
slinnymi cytoplazmatycznymi cyklofilinami odcinek diugosci siedmiu aminokwa-
sow (Gly48-His54).
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Ekspresja genoéw chloroplastowych CyPB/C zaréwno u A. thaliana.]ak i u V. faba
regulowana jest przez Swiatto, jedynie w tkankach zielonych obserwowano mRNA
CyPB/C. Zaobserwowano wzmozong ekspresje genodw chloroplastowej CyPB/C w wa-
runkach stresu temperaturowego (12). W odrdznieniu od genéw cytoplazmatycz-
nych cyklofilin, gen chloroplastowej CyPB/C u A. thaliana (ROC4) podzielony jest sze-
Scioma intronami (49).

Druga forma cyklofiliny zlokalizowana w przestrzeni tylakoidalnej chloroplastow
jest TLP {thylokoid lumen PPlase) (16). Bialko TLP nalezy do biatek zlozonych. Liczac
od konca N, kolejno umiejscowione sg domeny; suwaka leucynowego, mogaca po-
tencjalnie oddziatywac z fosfatazami oraz cyklofilinowa. Biatko prekursorowe TLP
ma mase czasteczkowa 49,8 kDa, posiada niezwykle dluga (104 reszty aminokwaso-
we), dwuczesciowa sekwencje tranzytowg. Dwuczesciowa sekwencja tranzytowa
jest charakterystyczna dla biatek, ktérych docelowym przedzialem komoérkowym sg
tylakoidy. Pierwsza czes$¢, odcinana po przejsciu biatka przez podwdjna btone chlo-
roplastéw, ma strukture charakterystyczng dla biatek kierowanych do stromy. Ma
charakter hydrofilowy i jest bogata w reszty seryny, leucyny i argininy. Miejsce cie-
cia poprzedzone jest regionem dodatnio natadowanym (dziesie¢ reszt amirokwaso-
wych, z czego siedem posiada tadunek dodatni). Ciecie zachodzi miedzy 50 a 54
reszta aminokwasowa (region ten tworzy skret P). Pozostata cze$¢ sekwencji tranzy-
towej ma charakter hydrofobowy i przypomina troche sekwencje kierujgcg do ER.
Miejsce odcinania czesci sekwencji tranzytowej jest typowe dla bialek tylakoidow,
znajduje sie w pozycji od -1 do -3 reszt aminokwasowych (Asp-Leu-Ala). Masa czastecz-
kowa dojrzatego biatka TLP wynosi 38,2 kDa. Pierwszg domene TLP, po odcieciu se-
kwenciji tranzytowej, stanowi struktura suwaka leucynowego. Mozliwe, ze za po-
moca tej domeny biatko TLP oddziatuje z powierzchnig btony tylakoidalnej, badz
tworzy homo- albo heterodimery (16). Za domeng suwaka leucynowego znajduje sie
region bogaty w aminokwasy kwasowe, z ktérym potencjalnie mogg oddziatywac
inne bialka, takie jak chaperony czy fosfatazy (61). Karboksylowy region biatka sta-
nowi domena cyklofilinowa. Mozna wyrézni¢ w niej motywy charakterystyczne dla
rodziny cyklotilin. Biatko TLP charakteryzuje sie, podobnie jak chloroplastowa CyPB,
brakiem siedmiu reszt aminokwasowych (w poréwnaniu z roslinnymi cytoplazma-
tycznymi formami). Nie stwierdzono obecnosci reszty tryptofanowej w pozycji 120
(liczac od pierwszej reszty aminokwasowej domeny cyklofilinowej), co spowodo-
wato brak wrazliwosci aktywnosci enzymatycznej PPlazy biatka na CsA. TLP u wielu
roslin kodowany jest przez jeden gen, jego ekspresja wykrywana jest w tkankach,
etiolowanych i zielonych. Obecno$¢ cyklofilin zaréwno w stromie jak i w przestrzeni
tylakoidalnej wskazuje na ich role w procesie prawidiowego fatldowania biatek prze-
chodzacych przez btony chloroplastowe.
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5. Mitochondrialne formy cykloiilin

Podobnie jak w przypadku chloroplastéw, biatka mitochondrialne w wiekszosci
syntetyzowane sg w cytoplazmie, a nastepnie transportowane sg w stanie czescio-
wego rozplecenia, przez btone mitochondrialng. Do fatldowania biatek dochodzi
w matriks mitochondrialnym. Zewnetrzna btona mitochondrium jest gtadka i prze-
puszczalna dla jondw i malych czasteczek. Blona wewnetrzna jest pofatldowana,
tworzac wypustki zwane grzebieniami i ma charakter wysoce selektywny, zawiera
pory, ktérych otwieranie i zamykanie uwarunkowane jest odpowiednim stezeniem
jonow Ca+2. Fosforylacja oksydacyjna umiejscowiona jest w btonie wewnetrznej,
natomiast reakcje cyklu kwasu cytrynowego zachodzg w matriks mitochondrialnym.

W badaniach prowadzonych na mitochondriach z watroby i serca Rattus norve-
gicus wykazano obecnos¢ w matriks mitochondrialnej cyklofiliny o masie czastecz-
kowej 18,8 kDa (CyPD), ktéra moze wigzac sie z wewnetrzng btong mitochondrialng
na zasadzie oddziatywan elektrostatycznych (62,63). Wewnetrzna btona mitochon-
drialna w warunkach podwyzszonego stezenia jondw wapnia, stresu oksydacyjnego
lub niskiego stezenia ATP, wykazuje zmniejszong selektywnos$¢ w stosunku do prze-
puszczania pewnych jondw i czasteczek mniejszych niz 1500 Da. Zjawisko to na-
zwano zmiang przepuszczalnosci btony mitochondrialnej - MPT (mitochondrial per-
meability transition) i jest jednym z pierwszych etapow apoptozy. Za zmiane prze-
puszczalnosci odpowiedzialne sg pory utworzone z potaczenia: biatka ANT (adenine
nucleotide translocase - no$nik nukleotydéw adeninowych) umiejscowionego w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej i kanatu anionowego, zaleznego od potencjatu
VDAC (voltage-dependent anion chanel) biatka zlokalizowanego w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Trzecig sktadowa poru jest mitochondrialng cyklofllina D (CyPD).
W warunkach podwyzszonego stezenia jondw wapnia CyPD oddziatuje z biatkiem
ANT, uaktywniajgc nieselektywne przepuszczanie poru. W warunkach in vitro doda-
nie CsA do mitochondriéw, powoduje zablokowanie mozliwosci oddziatywania CyPD
z ANT. Wskazuje to na to, ze cyklosporyna oddziatujac z CyPD albo blokuje miejsce
oddziatywania, albo zmienia konformacje cyklofiliny uniemozliwiajac powstanie kom-
pleksu ANT/CyPD.

W doswiadczeniach prowadzonych na S. cerevisiae potwierdzono udziat mito-
chondrialnej cyklofiliny w procesie prawidtowego fatdowania biatek transportowa-
nych do mitochondriéw (14). Badano wplyw CsA na faldowanie wprowadzonego do
mitochondriéw biatka, reduktazy dihydrofolianu myszy (DHFR), ktéra posiada w swo-
jej strukturze pierwszorzedowej 13 reszt proliny. Poréwnano dwa szczepy drozdzo-
we, dziki JK9-3d i zmutowany Acpr3 charakteryzujacy sie brakiem genu mitochon-
drialnej cyklofiliny cpr3p. W obu przypadkach CsA nie blokuje transportu DFIFR do
mitochondriéw. W szczepie dzikim CsA spowalnia prawidiowe faldowanie DHFR
w matriks mitochondrialnym. W szczepie zmutowanym reduktaza DHFR fatdowana
jest spontanicznie, ale znacznie wolniej niz w szczepie dzikim. Tempo faldowania
okreslono na tym samym poziomie, co w szczepie dzikim traktowanym CsA. Mito-
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chondrialna cylkofilina z S. cerevisiae CPR3 (odpowiednik CyPD) w poréwnaniu z cy-
toplazmatycznymi formami posiada dwudziestoaminokwasowsg (gtéwnie reszty po-
siadajgce dodatni tadunek) sekwencje transportujaca (64), typowa dla sekwenciji kie-
rujacych do mitochondriéw (65). Sekwencja ta jest odcinana po wejsciu cyklofiliny
do matriks.

Niewiele sekwenciji kodujgcych mitochondrialne cyklofiliny, udato sie dotychczas
scharakteryzowac¢. U N. crassa cDNA mitochondriatnej cyklofiliny powstaje w wyniku
alternatywnego sktadania genu, z ktérego powstaje jednoczesnie cytoplazmatyczna
forma biatka (66). Gen CyPD H. sapiens znajduje sie na chromosomie 10 i jest podzie-
lony piecioma intronami, natomiast gen mitochondriatnej cyklofiliny Tolypocladium
niveum podzielony jest czterema intronami.

6. Uwagi koncowe

Cyklofiliny sg biatkami powszechnie wystepujacymi w komérkach badanych pod
tym wzgledem organizméw. Wystepujg zarbwno w cytoplazmie, jak i organellach
komorki, co stwarza mozliwosc¢ traktowania uzyskanych wynikéw badan jako bada-
nia modelowe. Szerokie wystepowanie cyklofilin umozliwia réwniez poréwnanie
wynikdéw badan uzyskiwanych dla r6znych gatunkéw. Duzy stopiern zachowawczosci
sekwencji aminokwasowej pomiedzy nawet znacznie oddalonymi od siebie organi-
zmami, wskazuje na silng presje selekcyjna do zachowania tej wilasnie struktury
w toku ewoluciji, sugerujac duze znaczenie i uniwersalnos¢ cyklofilin w procesach
zyciowych. Podwyzszona ekspresja genéw niektérych cyklofilin w warunkach stresu
wskazuje, ze moga byc¢ istotnym elementem systemu obronnego roslin.
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