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Streszczenie: Pierwotnie zdefiniowane jako komórkowe receptory dla zwi¹zków immunosupresyjnych,
immunofiliny obejmuj¹ dwie rodziny unikatowych bia³ek. Nale¿¹ do nich bia³ka wi¹¿¹ce FK506 okre�la-
ne terminem FKBP oraz bia³ka wi¹¿¹ce cyklosporynê okre�lane jako cyklofiliny. Wystêpuj¹ one po-
wszechnie w �wiecie organizmów ¿ywych. Obecnie wiadomo, ¿e genom A. thaliana zawiera 52 geny dla
immunofilin, z tego 23 koduj¹ bia³ka FKBP, a 29 � cyklofiliny. Pomimo ró¿nej budowy wszystkie
immunofiliny maj¹ aktywno�æ enzymatyczn¹ peptydylo-prolyl cis-trans izomerazy (PPIazy). Podczas
gdy rolê FKBP i cyklofilin w procesie dojrzewania bia³ek dobrze poznano, aktualny stan wiedzy na temat
innych funkcji tych bia³ek w komórce ro�linnej jest ubogi. Sugeruje siê, ¿e jako znacz¹cy sk³adnik prote-
omu chloroplastów, immunofiliny mog¹ odgrywaæ istotn¹ rolê w wielu procesach tam zachodz¹cych.
Ponadto analiza mutantów charakteryzuj¹cych siê licznymi defektami rozwojowym dostarczy³a dowo-
dów na udzia³ wielodomenowych immunofilin we wzro�cie i rozwoju ro�lin.

S³owa kluczowe: immunofiliny, cyklofiliny, bia³ka FKBP, fa³dowanie bia³ek, peptydylo-prolyl cis/trans
izomeraza.

Summary: Primary defined as the cellular receptors for immunosuppressive drugs, the immunophilins
encompass two ubiquitous protein families. They consist of the FK506 binding proteins termed as
FKBPs and cyclosporin binding proteins referred to as cyclophilins. They have been found in all orga-
nisms. The 52 genes encode immunophilins have been identified in A. thaliana genome, among which 23
encode putative FKBP and 29 putative cyclophilins. Despite the various structure both families have
peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (PPIase) activity. Whilst the role of FKBPs and cyclophilin in pro-
teins maturation is well understanding, the current stage of knowledge of different functions of this ubi-
quitous protein family in plant cell is poor. As a significant component of the chloroplast proteome,
immunophilins may play important roles in processes which take place in this subcellular compartment.
Moreover, evidence for the role of multidomain  immunophilins in plant growth and development comes
from characterization of mutants showing very marked developmental abnormalities.

Key words: immunophilin, cyclophilin, FKBP proteins, protein folding, peptidyl-prolyl cis/trans isomerase.
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WSTÊP

Terminem immunofiliny okre�la siê rodzinê bia³ek o zachowawczej strukturze wi¹¿¹cych
zwi¹zki immunosupresyjne, takie jak: cyklosporyna A (CsA), FK-506 i rapamycyna.
Nale¿¹ do nich cyklofiliny (CYP) oraz bia³ka FKBP (ang. FK506 Binding Protein),
[40]. Wystêpuj¹ one powszechnie w komórkach zwierz¹t, ro�lin wy¿szych, grzybów,
pierwotniaków oraz u niektórych eubakterii [16]. Wszystkie immunofiliny pomimo ró¿nej
budowy maj¹ aktywno�æ izomerazy peptydyloprolylowej (PPIazy), która jest blokowana
przez oddzia³ywanie ze specyficznymi immunosupresorami [8, 11, 30, 62, 77].

1. AKTYWNO�Æ IZOMERAZOWA A FA£DOWANIE BIA£EK

Zanim nowo zsyntetyzowane ³añcuchy bia³kowe bêd¹ zdolne poprawnie spe³niaæ w
komórce swoje funkcje, musz¹ zostaæ szybko i efektywnie przekszta³cone z ich
pierwszorzêdowej struktury liniowej do dobrze zdefiniowanej, funkcjonalnie kompetentnej
struktury trzeciorzêdowej. Podczas gdy fa³dowanie globularnych polipeptydów o mniej
z³o¿onej strukturze nastêpuje w czasie kilku sekund/milisekund, izomeryzacja wi¹zania
imidowego Xaa-Pro (Xaa oznacza dowolny aminokwas), okre�lanego tak¿e jako wi¹za-
nie peptydyloprolylowe, stanowi jeden z najwolniejszych etapów w procesie fa³dowania
bia³ek. Obecnie wiadomo, ¿e wi¹zanie prolylowe mo¿e wystêpowaæ w konformacji
zarówno cis, jak i trans [39]. Prawdopodobnie, podczas translacji mRNA powstaj¹
wy³¹cznie wi¹zania trans, które w zale¿no�ci od potrzeb zmieniane s¹ na cis. Z termo-
dynamicznego punktu widzenia przyjêcie przez bia³ko danej konfiguracji w okre�lonym
miejscu ³añcucha polipeptydowego musi byæ energetycznie najkorzystniejsze. Dlatego
te¿ wi¹zania cis-prolylowe s¹ bardzo rzadkie (oko³o 6% izomerów), podczas gdy trans
izomery zwykle dominuj¹ [72]. Poniewa¿ etap izomeryzacji cis/trans jest jednym z
najwolniej przebiegaj¹cych w procesie fa³dowania bia³ek in vitro, mo¿e on determinowaæ
tempo osi¹gniêcia przez bia³ko konformacji natywnej. Rolê enzymatycznych kataliza-

RYCINA 1.  Mechanizm izomeryzacji wi¹zania peptydyloprolylowego cis/trans w obecno�ci peptydylo-
prolyl cis/trans izomeraz (PPIaz)
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torów, które bior¹ udzia³ w przy�pieszeniu tego procesu (ponad 300 razy) pe³ni¹
peptydylo-prolyl cis/trans izomerazy/rotamazy (PPIazy EC 5.1.2.8) (ryc. 1) [13, 14,
31, 80].

2. KLASYFIKACJA RO�LINNYCH IMMUNOFILIN

Ro�linne immunofiliny pierwotnie zosta³y wyizolowane w 1990 roku z pomidora
(Lycopersicon esculentum), kukurydzy (Zea mays) i rzepaku (Brassica napus) [18].
Ukoñczenie programu sekwencjonowania modelowego genomu A. thaliana sta³o siê
bogatym �ród³em wiedzy o strukturze genomów ro�linnych oraz pozwoli³o zidentyfiko-
waæ potencjalne geny nale¿¹ce do rodziny immunofilin. Aktualne dane dowodz¹, ¿e u
Arabidopsis wystêpuj¹ 52 geny dla immunofilin, z tego 23 koduj¹ bia³ka FKBP, a 29 �
cyklofiliny (ryc. 2) [75, 76]. Warto zaznaczyæ, ¿e liczba genów dla immunofilin u innych
organizmów, których genom zosta³ w pe³ni zsekwencjonowany jest znacznie ni¿sza.
Na przyk³ad w genomie u Saccharomyces cerevisiae stwierdzono obecno�æ 4 genów
dla FKBP i 8 dla cyklofilin, a u Caenorhabditis elegans � 8 genów dla bia³ek FKBP
i 16 dla CYP [17, 34]. Natomiast w genomie cz³owieka liczba genów wynosi 18 i 24,

RYCINA 2. Lista 53 izoform ro�linnych immunofilin z A. thaliana oraz ich subkomórkowa lokalizacja.
Kolorem czarnym wpisano nazwy bia³ek klasy jednodomenowej (SD), a kolorem bia³ym nale¿¹cych do
klasy wielodomenowej.(MD) ( [34, 75] zmienione )
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odpowiednio dla bia³ek FKBP i CYP. Badania wykaza³y, ¿e u Arabidopsis geny dla
immunofilin s¹ rozmieszczone na wszystkich chromosomach, przy czym najwy¿sza
liczba (17) wystêpuje na chromosomie III. Tymczasem na chromosomach I, II, IV i V
zlokalizowano odpowiednio 7, 8, 9 i 11 genów [34].

Aktualna klasyfikacja immunofilin ro�linnych u A. thaliana zosta³a zaproponowana
w 2004. Bior¹c pod uwagê wystêpowanie w cz¹steczce bia³ka ró¿nych domen oraz

RYCINA 3. Struktura pierwszorzêdowa a � wybranych izoform bia³ek FKBP  i b � cyklofilin  z A.
thaliana: DK � domena  katalityczna; DS � sekwencja docelowa; TMD � domena transmembranowa;
TPR � powtórzenia TPR;  S/K-R/E � rejony bogate w reszty  Ser/Lys-Arg/Glu; U �  domena  U-box;
CaM �  domena wi¹¿¹ca kalmodulinê; WD40 � powtórzenia WD40;  RRM �  motyw rozpoznaj¹cy
RNA;  R � rejon bogaty w Arg;  NLS � sekwencja lokalizacji j¹drowej; EK � rejon bogaty w reszty Glu-
Lys; RS � rejon bogaty w reszty Arg-Ser; LZ � zamek leucynowy ( [34, 75] zmienione )

a
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ich liczbê, wyodrêbniono dwie klasy immunofilin: jednodomenowe, SD (ang. Single
Domain) i wielodomenowe, MD (ang. Multidomain) [34, 75, 76]. Dodatkowo, w
obrêbie tych klas wyró¿niono kilka grup bia³ek o zró¿nicowanych w³a�ciwo�ciach i
funkcjach.

RYCINA 3b. Opis obok

b
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2.1. Subdomeny i subkomórkowa lokalizacja bia³ek FKBP i CYP

2.1.1. Klasa SD

Cz³onkowie klasy jednodomenowej charakteryzuj¹ siê obecno�ci¹ konserwatywnej
domeny katalitycznej oraz wystêpowaniem lub brakiem specyficznych sekwencji
sygna³owych, kieruj¹cych bia³ka do miejsca ich ostatecznej lokalizacji. Klasa SD stanowi
najliczniejsz¹ grupê immunofilin ro�linnych. Obejmuje 16 izoform bia³ek FKBP i 21
bia³ek CYP zlokalizowanych g³ównie w cytozolu i w chloroplastach [34]. Najwiêksz¹
frakcjê (oko³o 50%) stanowi¹ bia³ka, zawieraj¹ce przy koñcu aminowym presekwencjê
(zwan¹ tak¿e sekwencj¹ tranzytow¹) kieruj¹c¹ bia³ka do przestrzeni tylakoidowej [12,
34, 67, 73, 75]. Dodatni ³adunek sekwencji docelowej oraz obecno�æ w jej sk³adzie
dwóch reszt argininy sugeruje, ¿e �ród³em energii dla transportu bia³ek przez b³onê
tylakoidu jest gradient pH [42, 60, 61]. Potwierdzeniem tego mog¹ byæ wyniki badañ in
vitro nad  importem zlokalizowanych w �wietle tylakoidów bia³ek AtFKBP13 i
AtCYP20-3 [29, 34, 75, 76]. Dostêpne dane wskazuj¹ równie¿ na wystêpowanie
immunofilin klasy jednodomenowej w retikulum endoplazmatycznym, j¹drze komórko-
wym i w mitochondriach (ryc. 3a, b) [34]. Ponadto niektóre cyklofiliny z tej grupy
mog¹ wi¹zaæ siê z b³onami [74]. Warto zaznaczyæ, ¿e dotychczas u A. thaliana
zidentyfikowano tylko dwie immunofiliny: AtCYP21-3 i   AtCYP21-4 zlokalizowane w
mitochondriach [75]. Pomimo ¿e rola tych bia³ek nie zosta³a jeszcze poznana, sugeruje
siê, ¿e mitochondrialne cyklofiliny ro�linne mog¹ pe³niæ podobne funkcje jak ich homologii
zwierzêce [3]. Przypuszczalnie reguluj¹ one przepuszczalno�æ b³ony mitochondrialnej
oraz odgrywaj¹ istotn¹ rolê w �mierci komórki apoptotycznej i nekrotycznej [50, 78].
Inne immunofiliny jednodomenowe, takie jak:  AtCYP19-4, AtCYP20-1, AtCYP21-1,
AtCYP21-2, AtCYP23, AtFKBP15-1 i AtFKBP15-2,  s¹ kierowane na szlak
sekrecyjny. W przeciwieñstwie do zlokalizowanych w retikulum endoplazmatycznym
bia³ek FKBP, cyklofiliny kierowane do tego kompartmentu nie maj¹ sygna³u retencji
przy koñcu karboksylowym [75].

 2.1.2. Klasa MD

Tylko dziewiêæ genów dla cyklofilin i siedem dla bia³ek FKBP obecnych w genomie
A. thaliana koduje immunofiliny wielodomenowe [34, 75, 76]. Bia³ka tej klasy mog¹
wystêpowaæ w cytozolu, chloroplastach i w j¹drze komórkowym (ryc. 3a, b) [75, 76].
Przedstawiciele klasy MD oprócz typowej dla immunofilin konserwatywnej domeny
katalitycznej (b¹d� kilku domen katalitycznych) maj¹ dodatkow¹ domenê (�y) funkcjo-
naln¹. Warto przy tym zaznaczyæ, ¿e obecno�æ wielu kopii domen katalitycznych stwier-
dzono tylko u niektórych bia³ek FKBP, takich jak: AtFKBP42, AtFKBP62, AtFKBP65
i AtFKBP72. Ponadto w przeciwieñstwie do bia³ek FKBP, cech¹ charakterystyczn¹
cyklofilin nale¿¹cych do klasy wielodomenowej jest bardzo du¿e zró¿nicowanie domen
funkcjonalnych. W�ród nich wyró¿niono domenê U-box, domeny typu palca cynkowego
i zamka leucynowego, powtórzenia WD-40, powtórzenia TPR (ang. Tetratricopeptide
Repeat) [5, 75] oraz domeny charakterystyczne dla bia³ek wchodz¹cych w interakcje
z RNA, tj. motyw RRM (ang. RNA Recognition Motif), rejon bogaty w reszty S/K-
R/E oraz domenê bogat¹ w reszty Glu-Lys, tzw. EK lub Arg/Ser, tzw. RS [51, 53, 90].
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3. STRUKTURA RO�LINNYCH IMMUNOFILIN

Badania z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej, a nastêpnie analiza
porównawcza sekwencji aminokwasowej poszczególnych izoform bia³kowych, pozwoli³y
okre�liæ strukturê drugorzêdow¹ ro�linnych immunofilin. Pomimo braku istotnego
podobieñstwa pomiêdzy cz³onkami nale¿¹cymi do rodziny FKBP i CYP, wszystkie
immunofiliny maj¹ kieszeñ dla wi¹zania immunosupresorów [44, 49, 71]. Wykazano,
¿e zwi¹zki te trwale wi¹¿¹ siê z enzymem na�laduj¹c jego naturalne substraty, co w
rezultacie powoduje nieznaczn¹ reorganizacjê tego rejonu oraz prowadzi do zablokowania
centrum aktywnego rotamazy [63].

3.1. Budowa bia³ek FKBP

Najlepiej poznane, a zarazem najpowszechniej wystêpuj¹ce bia³ko wi¹¿¹ce FK506
to FKBP12. FKBP12 jest rozpuszczalnym, cytozolowym receptorem dwóch immuno-
supresorów: FK506 i rapamycyny [71]. G³ównymi elementami budowy tego bia³ka s¹:
piêciopasmowa, antyrównoleg³a struktura pofa³dowanej harmonijki β i pojedyncza,
krótka helisa α tworz¹ca rdzeñ hydrofobowy [44]. W p³ytkim wydr¹¿eniu miêdzy helis¹
i harmonijk¹ znajduje siê centrum aktywne oraz miejsce wi¹zania ligandu [91]. W
kieszeni wi¹¿¹cej ligand wystêpuj¹ charakterystyczne, konserwatywne aminokwasy
aromatyczne: Trp59, Tyr82 i Phe99, których obecno�æ stwierdzono w innych bia³kach
z tej rodziny.

3.2. Budowa cyklofilin

Pierwszym bia³kiem wi¹¿¹cym cyklosporynê A, którego strukturê najlepiej poznano,
by³a ludzka cyklofilina A. Badania krystalograficzne wykaza³y, ¿e tworzy j¹ osiem
antyrównoleg³ych struktur β os³oniêtych przez dwie amfipatyczne helisy α [1]. Rejon
domeny katalitycznej stanowi¹ silnie konserwatywne aminokwasy tworz¹ce centrum
aktywne enzymu, takie jak:  Arg55, Phe60, Asn102, Phe113, Leu122 i His 126 [37, 49].
Natomiast reszta tryptofanowa w pozycji 121 jest miejscem wi¹zania CsA [75]. Analiza
porównawcza sekwencji aminokwasowej wykaza³a, ¿e unikatow¹ cech¹ ro�linnych
cyklofilin jest obecno�æ trzech insercji zlokalizowanych w rejonach po³¹czeñ β-I/β-II
(3 lub 4  reszty aminokwasowe),  β-IV/β-V (8  reszt aminokwasowych) i β-VI/α-II
(3�7 reszt aminokwasowych) [75].

4. EKSPRESJA GENÓW KODUJ¥CYCH RO�LINNE
IMMUNOFILINY

Dane wielu autorów sugeruj¹, ¿e znaczna liczba genów dla immunofilin ulega ekspresji
konstytutywnej w obrêbie ca³ej ro�liny [5, 22, 41, 45]. Tym niemniej ekspresja niektórych
izoform jest tkankowo-specyficzna. Na przyk³ad cztery bia³ka nale¿¹ce do klasy
jednodomenowej: AtFKBP16-4, AtFKBP26-2, AtCYP22 i AtCYP28 z A. thaliana wystêpuj¹
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zarówno w przestrzeni, jak i w b³onach tylakoidowych [12, 15, 67, 73, 76]. Natomiast bia³ko
AtCYP20-3  jest obecne wy³¹cznie w stromie chloroplastów [82]. Inne izoformy,  np.
AtCYP26-1, s¹ syntetyzowane wy³¹cznie w tkankach przewodz¹cych [8, 75].

Na podstawie analizy ekspresji genów dla immunofilin stwierdzono, ¿e niektóre z nich
mog¹ byæ aktywowane pod wp³ywem stresów biotycznych i abiotycznych. Wzrost akumulacji
transkryptów odnotowano w odpowiedzi na atak patogenów, szok termiczny, zranienie, jak
równie¿ na obecno�æ zwi¹zków chemicznych, w tym chlorku rtêci i kwasu salicylowego
[10, 22, 45, 52, 81]. Podwy¿szony poziom mRNA dla genów koduj¹cych cyklofiliny u
psianki (Solanum commersoni), bobu (Vicia faba) i kukurydzy (Zea mays) obserwowano
równie¿ pod wp³ywem ch³odu, suszy, zasolenia i ABA [22, 38, 58, 86].

5. RÓ¯NORODNO�Æ FUNKCJONALNA RO�LINNYCH
IMMUNOFILIN

Wiêkszo�æ funkcji, jakie immunofiliny mog¹ pe³niæ w komórkach ro�lin, wykazano
jedynie w warunkach in vitro. Wydaje siê, ¿e udzia³ immunofilin w procesie fa³dowania
bia³ek ma zwi¹zek nie tylko z ich aktywno�ci¹ izomerazow¹, ale równie¿ z przypisywan¹
im funkcj¹ bia³ek opiekuñczych. Prawdopodobnie w ro�linach poddanych dzia³aniu
stresu immunofiliny mog¹ funkcjonowaæ jako bia³ka �opiekuñczo-podobne�, gdy¿
chroni¹ nowo syntetyzowane ³añcuchy bia³kowe przed ich agregacj¹ i proteolityczn¹
degradacj¹. Potwierdzeniem ochronnej roli tych bia³ek by³o wykazanie, ¿e niektóre
immunofiliny mog¹ tworzyæ kompleksy z bia³kami opiekuñczymi. Na przyk³ad cyklofiliny
Cpr6 i Cpr7 z Saccharomyces cerevisiae oraz bia³ko AtFKBP-42 z A. thaliana mog¹
asocjowaæ z bia³kiem Hsp90 [7, 43, 57].

Ciekawym odkryciem by³o stwierdzenie, ¿e immunofiliny bior¹ udzia³ w zale¿nej od
ubikwityny degradacji bia³ek [28]. Badania wykaza³y, ¿e immunofiliny stymuluj¹
mechanizmy naprawcze bior¹ce udzia³ w degradacji bia³ek o uszkodzonej pod wp³ywem
stresu strukturze [4]. Interesuj¹cym przyk³adem jest przedstawiciel klasy wielodo-
menowej � cyklofilina AtCYP65. Przy koñcu aminowym cz¹steczki bia³ka zlokalizowano
60-aminokwasowy rejon o wysokiej homologii do domeny U-box. U-box jest zmodyfi-
kowan¹ domen¹ typu RING finger (ang. Really Interesting New Gene) [26, 27, 28].
Wystêpowanie domeny U-box stwierdzono m.in. u kilku ligaz ubikwitylowych. Ligazy
ubikwitylowe s¹ wielopodjednostkowymi kompleksami bia³kowymi, w których okre�lone
podjednostki bior¹ udzia³ w rozpoznaniu przeznaczonego do degradacji substratu i
do³¹czeniu do niego ³añcucha poliubikwitylowego lub pojedynczymi polipeptydami, w
których okre�lone fragmenty cz¹steczki pe³ni¹ tê rolê [28, 33]. Ro�linne bia³ka z domen¹
U-box zosta³y podzielone na piêæ klas, które przypuszczalnie spe³niaj¹ w komórce ró¿ne
funkcje [4].

Ciekawym przyk³adem jest równie¿ cyklofilina AtCYP71, która na koñcu aminowym
ma dwa rejony o du¿ej homologii do sekwencji konsensusowych typu WD40. Obecno�æ
sekwencji WD40 stwierdzono miêdzy innymi w bia³ku COP1 bior¹cym udzia³ w regulacji
fotomorfogenezy [70, 84, 85]. Wykazano, ¿e oddzia³ywanie represora COP1 z czynni-
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kiem transkrypcyjnym HY5 prowadzi do degradacji bia³ka HY5 w uk³adzie proteoli-
tycznym (szlak ubikwityna/proteasom 26) [35, 36, 64, 79].

W ostatnich latach udowodniono równie¿, ¿e niektóre cytoplazmatyczne formy
cyklofilin wykazuj¹ aktywno�æ endonukleolityczn¹ zale¿n¹ od jonów wapnia i magnezu.
St¹d przypisuje siê im potencjaln¹ rolê w apoptozie [55, 59].

Zdaniem wielu autorów pewne immunofiliny klasy wielodomenowej mog¹ braæ udzia³
w procesie konstytutywnego i alternatywnego splicingu oraz na ró¿nych etapach
dojrzewania cz¹steczek RNA [47, 53, 54]. Na przyk³ad w bia³ku AtCYP59 zidentyfi-
kowano motyw RRM, którego obecno�æ stwierdzono równie¿ u wielu bia³ek bior¹cych
udzia³ w potranskrypcyjnym dojrzewaniu ró¿nych rodzajów RNA (pre-mRNA, mRNA,
pre-tRNA, cpRNA i ma³e j¹drowe RNA) [2]. Inne cyklofiliny, takie jak AtCYP63 i
AtCYP95, maj¹ charakterystyczne dla bia³ek SR (ang. Splicing Factors Containing
Ser-Arg Repeats) domeny bogate w reszty Arg/Ser. Prawdopodobnie bia³ka te mog¹
uczestniczyæ w procesach zwi¹zanych z formowaniem spliceosomu, interakcjach intron-
egzon lub w wyborze w³a�ciwych miejsc splicingowych [24, 32]. Inna cyklofilina
AtCYP59 przypuszczalnie bierze udzia³ w wi¹zaniu RNA, ssDNA i w interakcjach
bia³ko-bia³ko, albowiem w cz¹steczce bia³ka AtCYP59 zidentyfikowano domenê typu
palca cynkowego istotn¹ w tego typu oddzia³ywaniach [56].

Eksperymenty z wykorzystaniem systemu dwuhybrydowego pozwoli³y zidentyfi-
kowaæ bia³ka, z którymi oddzia³uj¹ immunofiliny. Na przyk³ad cyklofilina AtCYP18-3
silnie i specyficznie wi¹¿e siê z endonukleaz¹ VirD2 z Agrobacterium tumefaciens,
co wskazuje na jej potencjaln¹ rolê w pocz¹tkowych etapach integracji T-DNA do
genomu ro�linnego [9]. Co wiêcej, udowodniono, ¿e CsA blokuje transformacjê A.
thaliana i tytoniu (Nicotiana tabacum) za pomoc¹ systemu Agrobacterium  tumefa-
ciens. Ostatnio zidentyfikowano równie¿ bia³ko AtCYP5, które wchodzi w interakcjê
z czynnikiem wymiany GTP tzw. GNOM. Wykazano, ¿e zasocjowany z b³on¹ czynnik
GNOM kieruje transportem pêcherzyków u wielu organizmów [25, 87]. W ostatnich
latach uzyskano dodatkowe informacje o roli immunofilin w kierowaniu transportem
bia³ek [66].

6. CHLOROPLASTY � OGNISKOWY PUNKT DZIA£ANIA
IMMUNOFILIN

Badania nad specyficzno�ci¹ oddzia³ywañ enzymu z ligandem pozwoli³y zidenty-
fikowaæ immunofiliny w odleg³ych kompartmentach komórkowych. Zaskakuj¹cym
odkryciem by³o stwierdzenie, ¿e pewne izoformy cyklofilin i bia³ek FKBP wystêpuj¹ w
zielonych tkankach, a ich ekspresja jest indukowana �wiat³em. Wykazano, ¿e bia³ka te s¹
zlokalizowane w chloroplastach. Aktualnie wiadomo, ¿e 15 izoform immunofilin wystêpuje
w przestrzeni tylakoidowej [76]. Przyk³adem mo¿e byæ wystêpuj¹ca w �wietle tylakoidu
i w b³onach tylakoidowych cyklofilina wielodomenowa TLP40 ze szpinaku (Spinacea
oleracea) [73]. Przy koñcu aminowym bia³ka TLP40 zidentyfikowano domenê typu
zamka leucynowego, która uczestniczy w wi¹zaniu bia³kowej fosfatazy, a przy koñcu
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karboksylowym ma domenê o aktywno�ci izomerazowej. Udowodniono, i¿ nag³y wzrost
temperatury powoduje oddysocjowanie bia³ka TLP40 od b³ony do �wiat³a tylakoidu, gdzie
oddzia³uj¹c z bia³kow¹ fosfataz¹ moduluje jej aktywno�æ. W rezultacie dochodzi do
defosforylacji bia³ek centrum reakcji fotosystemu II [73, 88].

Ostatnie dowody wskazuj¹ na istotn¹ rolê stanu redoks w regulacji funkcji immunofilin
[76]. Reakcje oksydoredukcyjne stanowi¹ z³o¿ony system szlaków obejmuj¹cy fotosys-
tem I i II oraz kompleks cytochromowy b

6
f [83]. Wynikiem ich dzia³ania jest wytwo-

rzenie zredukowanych ekwiwalentów wykorzystywanych do syntezy wêglowodanów
w cyklu Calvina. Badania wykaza³y, ¿e stan redoks reguluje transkrypcje genów kodo-
wanych zarówno przez genom j¹drowy, jak i chloroplastowy. Tym samym odgrywa on
kluczow¹ rolê w regulacji biologii chloroplastów na wielu poziomach [65, 69]. Za
po�rednictwem specyficznych bia³ek regulatorowych, tzw. tioredoksyn, redoks mo¿e
byæ wska�nikiem stanu energii w chloroplastach w³¹czaj¹c b¹d� wy³¹czaj¹c aktywno�ci
wielu enzymów fazy ciemnej fotosyntezy. Dotychczas najlepiej scharakteryzowan¹
immunofilin¹, której aktywno�æ znajduje siê pod kontrol¹ potencja³u oksydoredukcyjnego,
jest bia³ko AtFKBP13 z  A. thaliana. Aktualne dane wskazuj¹ na obecno�æ trzech
funkcjonalnie odleg³ych form bia³ka, które ró¿ni¹ siê lokalizacj¹ i stanem redoks [23].
Kluczowym odkryciem by³o stwierdzenie, ¿e w przeciwieñstwie do innych bia³ek
enzymatycznych, aktywacja bia³ka AtFKBP13 nastêpuje w wyniku utlenienia.
Natomiast redukcja bia³ka przez tioredoksynê hamuje jego aktywno�æ enzymatyczn¹
[27]. Tylko katalitycznie aktywna forma AtFKBP13 mo¿e braæ udzia³ w dojrzewaniu
innych bia³ek zlokalizowanych w przestrzeni i b³onach tylakoidowych. Ostatnio
udowodniono, ¿e AtFKBP13 oddzia³uje z podjednostk¹ bia³ka Rieske wchodz¹c¹ w
sk³ad kompleksu cytochromowego b

6
f. Uwa¿a siê, ¿e stan redoks odgrywa tak¿e rolê

w funkcjonowaniu innych immunofilin, w tym zlokalizowanej w stromie cyklofiliny
AtCYP20-3. Bia³ko AtCYP20-3 pierwotnie zosta³o zidentyfikowane jako potencjalny
substrat dla chloroplastowej tioredoksyny-m [61, 75]. Wykazano, ¿e utleniona forma
AtCYP20-3 jest katalitycznie nieaktywna, a jej aktywno�æ izomerazowa mo¿e byæ
przywrócona w wyniku redukcji przez chloroplastow¹ tioredoksynê-m. Od niedawna
wiadomo równie¿, ¿e bia³ko AtCYP20-3 mo¿e oddzia³ywaæ w warunkach in vitro z
peroksyredoksyn¹ [48].

Warto wspomnieæ, ¿e dalece spokrewnionym, a zarazem interesuj¹cym przedstawi-
cielem chloroplastowych immunofilin klasy wielodomenowej jest czynnik inicjuj¹cy TIG.
Czynnik inicjuj¹cy jest bia³kiem opiekuñczym, który wi¹¿e siê z nowo syntetyzowanym
³añcuchem polipeptydowym tu¿ po wynurzeniu siê z rybosomu i przyspiesza jego
fa³dowanie (20�100x). Ostatnie dane dowodz¹, ¿e czynnik TIG mo¿e wi¹zaæ siê z
kompleksem cz¹steczek rozpoznaj¹cych sygna³ rybosomowy, tzw. SRP (ang. Ribosome-
Signal Recognition Particle) [6, 21].

Mówi¹c o funkcji, jak¹ immunofiliny pe³ni¹ w chloroplastach, nale¿a³oby równie¿
zaznaczyæ, ¿e niektóre cyklofiliny mog¹ uczestniczyæ w sekwestracji i ochronie bia³ek
chloroplastowych przeznaczonych do degradacji [82].
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 7. ROLA IMMUNOFILIN W ROZWOJU RO�LIN

Wiêkszo�æ danych na temat funkcji immunofilin we wzro�cie i ró¿nicowaniu siê
komórek pochodzi z badañ nad mutantami rozwojowymi A. thaliana. Jednym z nich
jest mutant SQUINT, który charakteryzuje siê zredukowan¹ liczb¹ li�ci i zmianami w
ich morfologii [5]. Z³o¿ony fenotyp obserwowany u mutanta SQUINT jest spowodo-
wany mutacj¹ w genie SQN. Analiza sekwencji aminokwasowej bia³ka SQN wykaza³a
wysok¹ homologiê do cyklofiliny CYP40 z A. thaliana. Przy koñcu aminowym bia³ka
SQN zidentyfikowano obecno�æ domeny o aktywno�ci izomerazowej, a przy koñcu
karboksylowym trzech motywów TPR [8]. Badania wykaza³y, ¿e bia³ko CYP40 pe³ni
wa¿n¹ funkcjê w pocz¹tkowych etapach rozwoju siewek, jak równie¿ w morfogenezie
kwiatów i po³o¿eniu p¹ków kwiatowych [5].

Dodatkowe dowody wskazuj¹ce na rolê wielodomenowych bia³ek FKBP w rozwoju
ro�lin pochodz¹ z charakterystyki mutantów okre�lanych terminem twisted dwarf 1
(TWD) [19] i ultracurvata 2 (UCU2) [68]. Oba mutanty oznaczaj¹ siê plejotropowym
fenotypem. Pod wzglêdem morfologicznym ro�liny charakteryzuj¹ siê obecno�ci¹
kar³owatych li�ci, zniekszta³conych korzeni i ³odyg oraz wystêpowaniem kilku, ma³ych
kwiatów, co jest przyczyn¹ czê�ciowej redukcji p³odno�ci. Ponadto obserwuje siê helikal-
ne skrêcenie wielu organów. Okaza³o siê, ¿e skrajny fenotyp reprezentowany przez
mutanty TWD i UCU2 jest spowodowany mutacj¹ w genie AtFKBP42 [43]. W
strukturze bia³ka AtFKBP42 mo¿na wyró¿niæ obecn¹ przy koñcu aminowym nieaktywn¹
domenê izomerazow¹, domenê TPR, trzy motywy wi¹¿¹ce kalmodulinê oraz zlokalizo-
wan¹ przy koñcu karboksylowym domenê transmembranow¹ [75]. Badania wykaza³y,
¿e zakotwiczone w b³onie bia³ko AtFKBP42 wystêpuje zarówno w membranach
wakuolarnych, jak i plazmatycznych [19, 20, 43].

Pojawiaj¹ siê coraz nowsze dowody przemawiaj¹ce za rol¹ immunofilin w procesie
rozwoju ro�lin. Ostatnio zidentyfikowano i scharakteryzowano zlokalizowane w j¹drze
bia³ko KIN241 z Paramecium tetraurelia, które bierze udzia³ w morfogenezie komórki
i reorganizacji j¹dra [46]. Analiza sekwencji ujawni³a, ¿e KIN241 wykazuje du¿¹
homologiê do cyklofiliny AtCYP59 z A. thaliana. Znane jest równie¿ bia³ko AtFIP37
oddzia³uj¹ce z AtFKBP12, którego funkcja jest istotna w rozwoju bielma i na wczesnych
etapach embriogenezy [89].

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach obserwuje siê prawdziwy renesans badañ funkcji immunofilin
ro�linnych. Ci¹gle jeszcze du¿o pytañ dotycz¹cych roli tych bia³ek w komórkach
pozostaje bez odpowiedzi. Obecny stan wiedzy pozwala przypuszczaæ, ¿e �cele� bia³ek
CYP i FKBP w komórce s¹ ró¿norodne i specyficzne dla poszczególnych izoform.
Wydaje siê zatem s³usznym stwierdzenie, ¿e enzymy te odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w biologii
wielu organizmów.
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