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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Phosphorylierung von Proteinen

Die  Phosphorylierung/Dephosphorylierung  von  Proteinen  stellt  ein  wichtiges
Regulationsprinzip sowohl in prokaryontischen als auch in eukaryontischen Zellen dar. Durch
diese posttranslationale Modifikation der Proteine wird es den Zellen erméglicht, auf eine
Vielzahl sich ver&dndernder Umweltbedingungen, wie z.B. osmotischen und oxidativen Stress
(Kishi et al., 2001), UV-Strahlung (Luo et al., 2001), Nahrstoffmangel (Dean und Cartee,
2000), Wachstumsfaktoren (Douville und Downward, 1997) oder diverse andere Substanzen
(Rondinone et al., 1996) adaquat zu reagieren und somit zu adaptieren. Gut untersuchte
Beispiele, bei denen die reversible Phosphorylierung eines Proteins zellulare Ereignisse
reguliert, sind z.B. Membrantransport (Shibasaki et al., 1996) und Permeabilitat (Staddon et
al., 1995), Metabolismus (Lin et al., 1997), lonenflu® durch lonenkanale (Davis et al., 2001),
Kontraktilitat (Srivastava und Stlouis, 1997) sowie die Transkription und Translation von
Genen (Darpa und Liu, 1995; Alcazar et al., 1996). Die Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung erflillt dabei die Funktion eines molekularen Schalters, der die
enzymatische Aktivitdt eines Proteins bzw. die Bindung an andere Proteine oder DNA
verandern kann (Sugiura et al., 1999; Okamura et al., 2000a).

A B

Abb. 1.1: Tertiarstruktur-Anderung in der MAP-Kinase ERK2 (Rattus norvegicus) durch Phosphorylierung.
Durch MEK1/2-katalysierte Phosphorylierung der Reste Thr183 und Tyrl85 wird in der inaktiven Form (A) eine
Konformationsanderung (B) induziert, die zu einer Aktivierung des Enzyms fiihrt (PDB-Eintrdge: 1ERK und
2ERK) (Ellingerziegelbauer et al., 1997).



Einleitung 2

Oft liegt das Protein in einer inaktiven Form vor, die durch Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung in eine aktive Form Uberfihrt werden kann (Abb.1.1), was den Vorteil
hat, da? bei einem Bedarf die zeit- und energieaufwendige Neusynthese des Proteins
entfallen kann (Pearson et al, 2001). Auf molekularer Ebene werden durch die
Phosphorylierung eine oder zwei zusatzliche negative Ladungen in das Protein eingefihrt.
Somit ist die Mdglichkeit gegeben, dafld positiv geladene Gruppen desselben oder eines
anderen Proteins mit dem modifizierten Aminosaure-Rest interagieren kénnen. Folgen dieser
Interaktion kénnen Konformations&nderungen des Proteins sein, die zu einer Modulation der
enzymatischen Aktivitat fuhren (Canagarajah et al.,, 1997). Ebenso kdnnten durch die
sterische Veranderung potentielle Bindemotive maskiert werden oder die Zuganglichkeit von
aktiven Zentren fur Substrate oder Inhibitoren erschwert werden (Park et al., 1995b). Aber
Ladungseffekte sind nicht die einzigen Determinanten der Phosphatgruppen-Effekte. Wie
KIPPING et al. am Beispiel des Hirudins zeigen konnten, steigt die Flexibilitat des Peptid-
Rickgrat durch die Phosphorylierung (Kipping et al., 2001). Da Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen meist kaskadenartig in das engmaschige Signalnetzwerk der Zelle
eingebunden sind, resultieren daraus die Mdglichkeiten einer Regulation auf verschiedenen
Stufen der Signalweiterleitung und einer Signalverstarkung (Eyster, 1998; Keyse, 2000). Erst
diese Feinregulation ermdoglicht den zeitgenauen Ablauf solcher komplexen zellularen
Prozesse, wie z.B. Zellteilung und -differenzierung (Black et al., 1999).

ATP (GTP) INKL ADP (GDP)
i 38
(A) ooy A
L-L-T-S-P-D-V- "  Proeinkinasen . L-L-T-pS-P-D-V-
(B)
"A-D-Q-T-P-T-P- _A-D-Q-pT-P-T-P-
-E-G-T-Y-G-V-V- " Proteinphosphatasen ™. -E-G-T-pY-G-V-V-
} PP1
PP2A
P cdc25 H.O

i 2

Abb. 1.2: O-Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Serin-, Threonin- und Tyrosin-Resten in
Proteinen durch spezifische Proteinkinasen und Proteinphosphatasen.

Beispiel (A) Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Ser63 des humanen c-jun Proteins (Leppa et al., 1998);
Beispiel (B) Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Thr51 des humanen ATF2 Proteins (Livingstone et al.,
1995); Beispiel (C) Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Tyrl5 des humanen cdkl Proteins (Kaufmann,
1998).



Einleitung 3

Bei der O-Phosphorylierung von Proteinen in Eukaryonten wird im Allgemeinen die
gammastandige Phosphat-Gruppe des energiereichen Phosphatdonors ATP auf die
Hydroxyl-Gruppen der Aminosauren Serin, Threonin oder Tyrosin als Phosphatakzeptoren
Ubertragen (Abb. 1.2). Neuere Untersuchungen belegen, daf? N-Phosphorylierungen von
Histidin-Resten nicht nur in Prokaryonten, sondern auch in Eukaryonten von grol3er
Bedeutung sein konnen (Klumpp und Krieglstein, 2002). Enzyme, die den Transfer von
Phosphat-Gruppen auf Proteine katalysieren, werden als Proteinkinasen bezeichnet. Da die
Aktivierung/Deaktivierung durch Phosphorylierung reversibel sein muf3 (Barford, 1999;
Dahmus, 1996), existieren in der Zelle auch Enzyme, welche die Hydrolyse der
Phosphorséureester-Bindung katalysieren und der Klasse der Proteinphosphatasen
(EC 3.1.3.16) angehdren.

1.2 Unterteilung der Proteinphosphatasen

Die Proteinphosphatasen, welche von veresterten Hydroxyl-Gruppen in Proteinen und
Peptiden die Abspaltung von anorganischem Phosphat (P;) katalysieren, werden unterteilt in
die Tyrosin-Proteinphosphatasen, die dualspezifische Proteinphosphatasen und  die
Serin/Threonin-Proteinphosphatasen (Cohen, 1989). Im Gegensatz zu den Tyrosin- und
Serin/Threonin-Proteinphosphatasen erkennen die dualspezifischen Proteinphosphatasen
sowohl Phospho-Tyrosin- als auch Phospho-Serin- bzw. -Threonin-Reste. Die
Serin/Threonin-Proteinphosphatasen wurden urspriinglich von INGEBRITSEN et al. auf Grund
ihrer biochemischen Eigenschaften, wie z.B. Substratspezifitat und Inhibierbarkeit in zwei
Klassen eingeteilt (Ingebritsen und Cohen, 1983). Die Typ 1-Phosphatasen (PP1) werden
durch zwei hitzestabile Proteine inhibiert, welche deshalb auch als Inhibitor 1 und Inhibitor 2
bezeichnet werden. Mitglieder der PP1-Klasse dephosphorylieren bevorzugt die
3-Untereinheit der Glykogen-Phosphorylase-Kinase. Die Typ 2-Phosphatasen (PP2) werden
weder durch Inhibitor 1 noch Inhibitor 2 inhibiert. Diese Phosphatasen dephosphorylieren
bevorzugt die a-Untereinheit der Glykogen-Phosphorylase-Kinase. Die Typ 2-Phosphatasen
kdnnen weiter nach ihrer Abh&ngigkeit von divalenten Kationen in die Kationen-indifferente
PP2A, die Ca’*-abhangige PP2B und die Mg®*-abhangige PP2C unterteilt werden. In den
vergangenen Jahren wurden aber auch zahlreiche neue Proteinphosphatasen entdeckt, die
sich aber nicht eindeutig in die bestehende Nomenklatur einordnen lassen (Wera und
Hemmings, 1995; Chinkers, 2001). Nach neueren Untersuchungen werden die
Proteinphosphatasen entsprechend ihrer phylogenetischen Verwandtschaft in zwei Gen-
Familien eingeteilt (Barford, 1996). Danach gehodren PP1, PP2A und PP2B der PPP-Gen-
Familie an, wahrend die PP2C der PPM-Gen-Familie zugerechnet wird (Abb. 1.3).
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Proteinphosphatasen

Serin/Threonin- dualspezifische Tyrosin-
Proteinphosphatasen Proteinphosphatasen Proteinphosphatasen
PPP PPM
PP1 PP2A PP2B PP2C

Abb.1.3: Unterteilung der Proteinphosphatasen (nach Cohen, 1989).

Enzyme, die in der Lage sind, Phosphoséaureester-Bindungen zu hydrolysieren, werden unterteilt in Tyrosin-
Proteinphosphatasen, dualspezifische Proteinphosphatasen und Ser/Thr-Proteinphosphatasen. Letztere
beinhaltet die Klassen PPP und PPM. Die PP1, PP2A und PP2B werden der PPP-Gen-Familie und die PP2C der
PPM-Klasse zugerechnet. Die PP2B (Calcineurin) ist rot umrandet dargestellt.

1.3 Calcineurin als Proteinphosphatase

Die PP2B, auch Calcineurin (CaN) genannt, wurde 1979 erstmals von KLEE et al. als
Calmodulin-bindendes Protein aus bovinem Hirn isoliert (Klee et al.,, 1979). Dabei wurde
festgestellt, daf® nicht nur Calmodulin mit hoher Affinitat Ca’* binden kann, sondern auch
CaN. Im Jahre 1982 wurde entdeckt, dal} CaN Phosphatase-Eigenschaften besitzt und somit
in der Lage ist, die phosphorylierte a-Untereinheit der Phosphorylase-Kinase zu
dephosphorylieren (Stewart et al., 1982; Sugiura et al., 1999). Die Anwesenheit von Ca’* und
Calmodulin sind essentiell fiir die katalytische Aktivitat des Enzyms. Deshalb wird CaN auch
als Ca’*/Calmodulin-abhéngige Phosphatase bezeichnet (Klee et al., 1983; Tonks und
Cohen, 1983).

1.3.1 Vorkommen von Calcineurin

CaN ist in vielen eukaryontischen Lebewesen zu finden. Zahlreiche Untersuchungen
belegen, dal? es auch in vielen Geweben des Saugerorganismus exprimiert wird, wie z.B. in
den Organen Herz (Strack et al., 1996), Leber (Hanley et al., 1987) und Niere (Buttini et al.,
1995), aber auch in T- und B-Lymphozyten (Kincaid et al., 1987), Skelettmuskel (Manalan et
al., 1984), Plazenta (Pallen et al., 1985) und Spermien (Moriya et al., 1995). Den hdchsten
Gehalt weisen jedoch Hirn und andere neuronale Gewebe auf (Jiang et al., 1997).
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Dabei sind im Menschen von der katalytischen Untereinheit A drei Isoformen und von der
regulatorischen Untereinheit B bislang nur eine Isoform bekannt (Rusnak und Mertz, 2000).
Die Aminosauresequenz der 3-l1soform ist zu 80 % und die der g-lsoform zu 77 % identisch

mit der Sequenz der a-lsoform. Wéahrend die a-lsoform vorwiegend in Hirn und Herz
exprimiert wird, ist die [&lsoform bevorzugt in Milz, Thymus und Lymphozyten anzutreffen.
Intrazellular findet man CaN meist im Zytoplasma (Omura et al., 1998; Hanley et al., 1987).
Unter bestimmten Umstanden, wie z.B. durch Aktivierung der Zelle mit Calcium-lonophoren
(Shibasaki et al., 1996) oder in Maus-Spermatozyten (Moriya et al., 1995) kommt CaN auch
im Zellkern vor. Auf3erdem wurde noch von Assoziationen mit Bestandteilen der
Zellmembran (Alexander et al., 1988; Pallen et al, 1985) bzw. des Zytoskeletts
(Papadopoulos et al., 1990; Ferreira et al., 1993) berichtet.

1.3.2 Eigenschaften von Calcineurin

CaN ist ein phylogenetisch hoch konserviertes heterodimeres Enzym, welches nur in
Eukaryonten vorkommt und aus einer grof3en katalytischen Untereinheit A (58-59 kDa) und
einer kleinen regulatorischen Untereinheit B (19-20 kDa) besteht (Abb. 1.4) (Klee et al.,
1979). Die B-Untereinheit liegt in der Zelle Nterminal myristyliert vor (Aitken et al., 1984).
Zur physiologischen Funktion dieser Modifizierung ist bislang wenig bekannt (Kennedy et al.,
1996; Zhu et al.,, 1995). Zwei integrale ,EF-Hand“-Strukturmotive in der regulatorischen
Untereinheit sind fiir die hochaffine Calcium-Bindung (Kp= 0.1 nM) verantwortlich, wodurch
insgesamt vier Ca’*-lonen pro CaN-Molekiil binden kénnen (Klee und Haiech, 1980; Kakalis
et al., 1995). In ruhenden Zellen betragt die intrazellulare Ca’*-Konzentration ca. 100 nM.
Wenn diese Zellen durch physiologische Ereignisse oder Ca’*-lonophore aktiviert werden,
stromt Calcium aus den zellularen Speichern des ER/SR und erhoht die Konzentration auf
ca. 1 uM (Berridge et al., 2000). Dadurch wird neben anderen Ca**-bindenden Proteinen
auch Calmodulin aktiviert, welches an CaN bindet und durch Wechselwirkung mit der B
Untereinheit das Enzym aktivieren kann (Yang et al., 1982). Im aktiven Zentrum des CaN ist
ein Fe*'/Zn**-Cluster als Bestandteil eines ,Phosphoesterase-Motivs* anzutreffen (King und
Huang, 1984; Villafranca et al., 1996). Wenn das zweiwertige Eisen durch oxidative
Prozesse zum dreiwertigen Eisen oxidiert wird, verliert das Enzym schnell an Aktivitat. Die
Anwesenheit einer Superoxiddismutase kann die oxidative Inaktivierung verhindern
(Namgaladze et al., 2002). Von HASHIMOTO et al. wurde berichtet, dal3 CaN in vivo durch die
Proteinkinase C (PKC) und die Casein-Kinase 2 (CK2) phosphoryliert wird. Diese
Phosphorylierung zeigt nur eine Verdopplung des K,-Wertes fur das Phosphoprotein-
Substrat, wobei die Calmodulin-Bindung aber unbeeinfluf3t bleibt (Hashimoto und Soderling,
1989).
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N-Terminus katalytische Doméane

Abb.1.4: Struktur von humanem CaN.

(A) 3D-Struktur des rekombinant in E. coli
hergestellten  heterodimeren  CaN-Enzym-
komplexes (PDB-Eintrag: 1AUI). Die
regulatorische Untereinheit = bindet
nicht-kovalent an eine Helix B der katalytischen
Untereinheit. In der katalytischen Domane B ist
das aktive Zentrum lokalisiert, welches aber im
nicht-aktivierten Zustand durch die
autoinhibitorische Doméane [ abgeschirmt und
somit fir Substratpeptide bzw. -proteine
unzugéanglich ist. Der N-Terminus [ befindet
sich am &uRersten linken Rand der Abbildung.
Mit einem fast senkrechten Strich B ist die
Lage der Calmodulin-bindenden Doméne
gekennzeichnet, von der allerdings noch keine
Strukturinformationen vorliegen. (B)
Aminosauresequenz und Domaéanenstruktur der
a-Isoform des humanen CaN.
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1.3.3 Calcineurin-Inhibitoren

Da CaN in eine Vielzahl von physiologischen und pathologischen Vorgéangen involviert ist,
wurden zahlreiche Anstrengungen unternommen, diese Prozesse durch Anwendung
spezifischer CaN-Hemmstoffe zu beeinflussen. In Abb. 1.5 sind die wichtigsten CaN-
Inhibitoren tabellarisch aufgefuhrt. Leider stehen damit nur wenige Substanzen zur
Verfugung, die den Anforderungen einer klinischen Anwendung - wie z.B. Wirksamkeit,
Spezifitdt und Stabilitdt - gerecht werden. Alle physiologischen Inhibitoren sind aufgrund
ihres Polypeptid-Charakters und der damit verbundenen Instabilitdt bzw. unzureichenden
Zellpermeabilitdt als Medikament nicht einsetzbar. Aber auch die synthetischen und
semisynthetischen Inhibitoren sind als Arzneimittel nicht zu verwenden, da sie entweder zu
schlecht wirken (z.B. Dibefurin) oder die katalytische Aktivitdt anderer Proteinphosphatasen
(z.B. Microzystin und Endothall) und Proteinkinasen (z.B. Tyrphostine) ebenfalls verandern.

Fur das gezielte Auffinden von wirksamen CaN-Inhibitoren und der Definition neuer
Leitstrukturen werden neben der kombinatorischen Organischen Chemie auch
Hochdurchsatz-Testungen von Substanz-Banken herangezogen. Neben der Suche in
Substanz-Banken kommen aber auch chemisch-synthetische Verfahren zum Einsatz. So
sind z.B. die Tyrphostine vom unphysiologischen Phosphatase-Substrat p-Nitrophenyl-
phosphat (pNPP) abgeleitet. Von diesem ausgehend wurden umfangreiche
Substanzbibliotheken synthetisiert. Auf diesem Wege wurden neben Ring- auch
Seitenketten-substituierte Tyrosin-Derivate vom Tyrphostin-Typ als neue CaN-Hemmstoffe
identifiziert (Martin, 1998). Ebenso wurden Retinoide, die neben ihrer nicht-aromatischen
Jonon-Ringstruktur eine konjugierte Seitenkette aufweisen, von SPANNAUS-MARTIN et al.
synthetisiert und als CaN-inhibierend beschrieben (Spannaus-Martin et al. 2000).

Die einzigen klinisch angewandten Substanzen, die in vivo zu einer CaN-Inhibition
fuhren, sind das Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506). Eine mdgliche Erklarung fur
das Auftreten von schweren CsA- bzw. FK506-Nebenwirkungen wahrend der Therapie
konnte ihre Wirkungsweise sein. Beide Inhibitoren kdnnen die katalytische Aktivitat der
Proteinphosphatase CaN nur im Komplex mit Vertretern der Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-lsomerasen (EC 5.2.1.8) in einer als ,gain of function* bezeichneten Weise
hemmen (Abb. 1.6) (Liu et al., 1991). Die systemische Applikation von CsA oder FK506
erfordert eine strenge Indikationsstellung, da schweren Nebenwirkungen, wie eine
Verschlechterung der Kreatinin-Clearence bedingt durch eine meist irreversible Schadigung
der Nierentubuli (Berg et al., 1986), Hypertension (Mihatsch et al., 1989), Hepatotoxizitat (du
Toit und Heydenrych, 1986), Hyperkaliamie (Adu et al., 1983), Myopathien (arner et al.,
1994) und Parasthesien (Caccavo et al., 1997) auftreten konnen.
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Abb. 1.5: Ubersicht Uber CaN-Inhibitoren.

In der Tabelle sind im oberen Teil alle bislang bekannten physiologischen Inhibitoren, im unteren Teil naturliche,
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Ein erhOhtes Risiko der Entstehung von benignen und malignen Tumoren wird in diesem
Zusammenhang ebenfalls diskutiert (Offner et al., 1987; Thomson und Cameron, 1981). Die
Ursache dafiir scheint ein CsA-induzierter Anstieg der zellularen TGFb-Produktion zu sein

(Hojo et al., 1999).
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Abb. 1.6: Das , gain of function“-Modell.

Steigende Ca*-Konzentrationen aktivieren die Ca2+/CaImoduIin-abhé'\ngige Proteinphosphatase CaN, wodurch
diese in der Lage ist, Phospho-Serin- und Phospho-Threonin-Reste in Phosphoproteine zu dephosphorylieren.
CsA und FK506 sind nur Inhibitoren der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerase-Aktivitat, aber nicht der
Phosphatase-Aktivitat. CaN kann durch CsA nur im Komplex mit Cyclophilinen bzw. FK506 nur im Komplex mit
FK506-bindenden Proteinen inhibiert werden.

Im Moment ist die Immunsuppression das klinische Hauptanwendungsgebiet fiir
diese Substanzen (Calne et al., 1979; Ochiai et al., 1987). So reagiert das Immunsystem
eines nicht immunsupprimierten Organempfangers auf ein Allo- oder Xenotransplantat mit
einer heftigen und meist lebensbedrohlichen AbstoRungsreaktion (Kirby et al., 1988). Durch
die gezielte Gabe von CsA oder FK506 kann die Immunantwort so weit unterdriickt werden,
dal3 keine AbstoBung mehr stattfindet, jedoch der Organismus noch in der Lage ist,
Krankheitserreger abzuwehren (anonymous, 1994; Roilides et al., 1994).
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Eine zweite Anwendungsmdglichkeit von CaN-Inhibitoren ist der Einsatz bei
schweren Autoimmunerkrankungen, wie z.B. systemischem Lupus erythematosus oder
chronischer Polyarthritis (Caccavo et al., 1997; Isenberg et al., 1981; van Rijthoven et al.,
1986; Weinblatt et al., 1987). Bei diesen Erkrankungen werden Antigene auf Korperzellen
von selbst-reaktiven Immunzellen erkannt und attackiert. Weitere pathologische Zustande,
bei denen die Anwendung von CaN-Inhibitoren sinnvoll erscheint, kdnnten hyperreaktive
Immunreaktionen wie Allergien und Neurodermatiden sein (Bolton et al., 1982; King et al.,
1983; Anderson und Groth, 1985; de Prost et al., 1989).

Die ubiquitar - sowohl in prokaryontischen als auch in eukaryontischen Lebewesen -
vorkommenden Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) sind Enzyme, welche die
cis/trans-lsomerisierung der Peptidbindung N-terminal von Prolinresten in Oligopeptiden und
Proteinen katalysieren kdnnen (Fischer und Bang, 1985; Fischer et al., 1984b; Lang et al.,
1987). Entsprechend ihrer Sequenzhomologie und Inhibierbarkeit durch CsA oder FK506
werden sie in die Familie der Cyclophiline (Cyp), der FK506-bindenden Proteine (FKBP) und
der Parvuline (Par) eingeteilt (Abb. 1.8). Die Proteine der Cyclophilin-Familie, bei deren
prototypischem Vertreter Cypl8 FISCHER et al. erstmals eine Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-lsomerisierungsaktivitdt nachweisen konnte, binden das zyklische Undekapeptid
CsA mit einer Inhibitionskonstante von 1.5-2.4 nM (Fischer et al., 1989b; Handschumacher
et al., 1984). Zur Familie der FKBP gehdren urspriinglich Proteine, die das Peptidmakrolid
FK506 mit vergleichbar hoher Affinitat binden kénnen (Rosen et al., 1990). Im Gegensatz
dazu sind Vertreter der Parvuline im Komplex mit ihrem irreversiblem Inhibitor Juglon
(Hennig et al., 1998) nicht in der Lage, CaN zu inhibieren. Bislang ist nur flr wenige Vertreter
der Cyclophilin- bzw. FKBP-Familie im Komplex mit CsA bzw. FK506 eine CaN-Inhibition

nachgewiesen worden (Abb. 1.7).

hCyp18 CsA 100 nM (Liu et al., 1991)
hCyp21 CsA 21 nM (Etzkorn et al., 1994)
hCyp23 CsA 37 nM (Bram et al. 1993)
hCyp40 CsA 320 nM (Kieffer et al., 1993)
hFKBP12 FK506 50 nM (Liu et al., 1991)
hFKBP12.6 FK506 20 nM (Baughman et al. 1995)
hFKBP13 FK506 60 % RA bei 20 uM (Lam et al. 1995)
hFKBP25 FK506 k.l (Lam et al. 1995)
hFKBP51 FK506 4 uM (Baughman et al. 1997)
hFKBP52 FK506 55 % RA bei 20 uM (Lam et al. 1995)

RA= Restaktivitat, k.l.=keine Inhibition

Abb.1.7: Inhibition von CaN durch verschiedene Cyclophilin/CsA- bzw. FKBP/FK506-Komplexe in vitro.
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Die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) werden entsprechend der Inhibierbarkeit durch CsA, FK506
oder Juglon bzw. Sequenzhomologien in die Familie der Cyclophiline, der FKBP und der Parvuline unterteilt. Alle
Verteter, von denen cDNA oder Protein isoliert wurde, sind ] dargestellt (mit Angabe der Swiss-Prot- oder NCBI-

Abb. 1.8 : Unterteilung der humanen Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen (PPlasen).

Nummern). PPlasen, deren Existenz nur in der Celera-Datenbank vorhergesagt wurde, sind mit LI markiert (mit

Angabe der Molekulargewicht und Celera-Nummern). Von diesen DNA-Sequenzen, sind alle Vertreter ohne Start-

ATG mit [ gekennzeichnet (mit Angabe der Molekulargewicht und Celera

Nummern).
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Wie detaillierte Beispiele belegen, sind Cyclophiline und FKBP beim Menschen
vermutlich auch in viele CaN-unabhangige Prozesse der Signalgenerierung und
-weiterleitung einbezogen. So wird durch ein Rezeptor-assoziiertes FKBP12 die
Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors supprimiert (Lopez-llasaca et al., 1998).

Aber auch die Bindung von FKBP12 an die Ser/Thr-Kinase-Untereinheit 1 des TGF3-
Rezeptors ist intensiv untersucht worden und vermutlich auch in die Regulation der
Rezeptor-Aktivitat involviert (Wang et al., 1994). Durch die Anwesenheit der PPlase kann
eine ,Fehl-Aktivierung” durch unterschwellige Signale ausgeschlossen werden. Die negative
Kontrolle der Rezeptoraktivitat durch FKBP12 kann durch FK506 aufgehoben werden.

Der Ryanodin-Rezeptor (RyR) ist ein weiteres FKBP-Bindeprotein, bei dessen
Funktion FKBP eine wichtige Rolle spielt. So ist die in Skelettmuskel-Zellen vorherrschende
Isoform 1 des Rezeptors mit FKBP12 (Collins, 1991) und die Isoform 2 in Herzmuskel-Zellen
mit FKBP12.6 (Lam et al., 1995) assoziiert. In FKBP12-defizienten Vesikeln haben RyR eine
groRere Offnungswahrscheinlichkeit und -dauer, verglichen mit Kontrollvesikeln (Mayrleitner
et al., 1994). Der Ryanodin-Rezeptor stellt ebenso wie der FKBP12-assoziierte 1P 3-Rezeptor
einen Calcium-Kanal dar, wodurch die FKBP auch einen EinfluR auf den intrazellularen
Calcium-Spiegel ausiiben kdnnen (Cameron et al., 1995a).

Eine weitere Beobachtung ist die Inhibierung der Progestin- und Glucocorticoid-
induzierten Transkription in der humanen Brustkrebs-Zell-Linie T47d sowohl durch FK506 als
auch durch Rapamycin tber CaMK Il und IV (Lebihan et al., 1998). Obwohl durch beide
Substanzen die PPlase-Aktivitat gehemmt wird, kdnnen Rapamycin/FKBP-Komplexe im
Gegensatz zu FK506/FKBP-Komplexen CaN nicht inhibieren (Fruman et al., 1992a). Die
Mehrdoménen-PPlasen FKBP51 und FKBP52 sind Bestandteile von nuklearen Steroid-
Rezeptor-Heterokomplexen. Diese Heterokomplexe stabilisieren den nicht-aktivierten
Zustand des Steroid-Rezeptors (Schiene-Fischer und Yu, 2001).

Aber auch Cyclophiline sind in Signalprozesse involviert, wie z.B. die Regulation der
Tyrosin-Kinase itk durch Cyp18 in Jurkat-Zellen, bei der die Kinase durch PPlase-Bindung
partiell inaktiviert wird (Brazin et al., 2002).

Cypl8 wird aber auch in vaskularen Muskelzellen als Antwort auf oxidativen Stress
sekretiert und vermittelt dort die Aktivierung der durch extrazellulare Signale regulierten
Proteinkinase ERK1/2 (Jin et al., 2000).

Eine weitere interessante Beobachtung ist, dafl Cypl8 durch den Naturstoff
Sanglifehrin 4fach stérker inhibiert wird als durch CsA (Zhang und Liu, 2001). Dabei ist es
moglich, dal’ der entstandene Komplex in vivo die IL-2-abhangige T-Zell-Proliferation in der
G1l-Phase des Zellzyklusses - vermutlich durch eine Hemmung des Cdk2/Cyclin E-
Komplexes - blockieren kann (ICs,= 200 nM). Dabei bleibt die Phosphatase-Aktivitat des
CaN aber unbeeinfluf3t (Zhang et al., 2001).
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1.3.4 Physiologische Bedeutung von Calcineurin

Als CaN erstmals isoliert wurde, nahm man an, dal3 dieses Protein moglicherweise ein
physiologischer Inhibitor der Calmodulin-abhangigen cNMP-Phosphodiesterase sei (Cheung
et al., 1981). Durch die in den letzten 20 Jahren durchgefuhrten Experimente wurde jedoch
immer deutlicher, daR CaN das Schlisselenzym fir die meisten Calcium-abhangigen
Signalwege darstellt und somit in viele zellulare Vorgéange involviert ist. CaN ist die einzige
Ca’*-abhéngige Proteinphosphatase und somit in der Lage, Substrate in Abhangigkeit von
der intrazellularen Ca**-Konzentration zu dephosphorylieren. Sie stellt somit einen Modulator
dar, der ein Calcium-Signal zu einer Anderung des Phosphorylierungsgrades von Proteinen
oder Peptiden konvertieren kann (Cameron et al., 1995b; Soncin et al., 2000). Aber es
existiert auch die Annahme, dal3 Uber CaN eine Verbindung zwischen zellularer Redox-
Homeostase und Apoptose besteht (Namgaladze et al., 2002; Reiter et al., 1999; Wolvetang
et al.,, 1996). Ein Untersuchungsobjekt fur die physiologische Bedeutung von CaN stellen
CaN-defiziente Mause dar. Die Inaktivierung des Gens fur die a-lsoform des CaN fuhrt
invivo zu einem Defekt in der antigenspezifischen T-Zell-Antwort und strukturellen
Veranderungen im Hippocampus. Bei CaN b-defizienten M&usen wurde hingegen eine
Storung in der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Defekte in der T-Zell-
Entwicklung bzw. Immunantwort beobachtet (Abb. 1.9).

lebensfahig und zeigen normale
Entwicklung zur Aldoleszenz

normale Reifung von T- und B-Zellen
Reaktion auf mitogene Stimulation vor-

handen

zeigen Defekte in antigenspezifischer

in vivo T-Zell-Antwort

sensitiv gegeniiber CsA und FK506
Akkumulation von hyperphosphoryliertem
Tau-Protein

Veranderungen im Zytoskelett
(Hippocampus)

synaptische Depolarisation stark
verandert

fertil

Verminderung der CaN-Aktivitat im
Herzen um 80 %

Reduktion der Herz-GroRe um 12 %
veranderte Reaktion auf verschiedene
Hypertrophie-induzierende Stimuli
partieller Defekt im
Entwicklungsprogramm fur
Hypertrophie

Zahl der CD3" und CD4" bzw. CD8"
stark vermindert durch Defekte in
T-Zell-Entwicklung

Defekte in T-Zell-Proliferation und IL-2-
Produktion

permissive Reaktion nach
Transplantation von Tumor-Zellen

Abb. 1.9: Phénotypische Eigenschaften von CaN a-defizienten und CaN b-defizienten Mausen.

CaN a-defiziente Mause zeigen immunologische und neuronale Veranderungen (Kayyali et al., 1997; Zhang et
al., 1996). Bei CaN b-defizienten Mausen wurden kardiale und immunologische Veranderungen beschrieben
(Bueno et al., 2002a; Bueno et al. 2002b).
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1.3.4.1 Rolle von Calcineurin in Nervenzellen

Auf eine wichtige physiologische Funktion kénnte der Umstand hinweisen, dafd der CaN-
Gehalt mit 2-6 pg/mg Gesamtprotein im Gehirn - besonders im Hippocampus und Striatum -
3 bis 10fach hoher ist, im Vergleich mit anderen Geweben (Su et al., 1995). Viele neuronale
Prozesse, wie z.B. Exzitation, Freisetzung von Neurotransmittern und synaptische Plastizitat
werden durch Veranderung des Ca”*-Spiegels und reversiblen Protein-Phosphorylierungen
reguliert (Berridge, 1998; Bito et al., 1996; Greengard et al., 1999).

Besonders gut untersuchte Beispiele, bei denen CaN im Gehirn von Bedeutung ist,
sind die Regulation der Adenylatzyklase (Antoni et al., 1995; Antoni et al., 1998) und
NO-Synthase (NOS) (Dawson et al., 1993; Snyder und Sabatini, 1995). Die Adenylatzyklase
ist ein Enzym, welches die Synthese von cAMP aus ATP Kkatalysiert. Die Regulation der
Adenylatzyklase-Aktivitdt spielt eine groBe Rolle, da das entstehende cAMP ein
second messenger ist und andere Signalwege initiieren kann. Sowohl in COS-7 als auch in
bovinen Glomerulosa-Zellen konnten BAUKAL et al. zeigen, dal3 die Adenylatzyklase-Aktivitat
eng an das Vorhandensein von CaN-Aktivitat gekoppelt ist (Baukal et al.,, 1994). Da
gleichzeitig durch die Assoziation von Calmodulin und CaN auch das cAMP-abbauende
Enzym cAMP-Phosphodiesterase deaktiviert wird (Cheung et al., 1981), kann auf eine sehr
stringente Regulation des intrazellularen cAMP-Spiegels geschlossen werden.

Unter pathologischen Bedingungen, wie z.B. nach einem Schlaganfall, fuhrt die
starke Ausschittung des Neurotransmitters Glutamat zu einem starken Calcium-Influx durch
den NMDA-Rezeptor. Durch den erhéhten intrazellularen Ca**-Spiegel bindet Calmodulin an
die NOS. Zusatzlich wird das Enzym durch CaN dephosphoryliert, wodurch die katalytische
Aktivitat steigt. Die NOS wandelt Arginin in Citrullin um, wobei das Radikal Stickstoffmonoxid
(NO) entsteht (Mittal und Jadhav, 1994). Diese exzessive NO-Produktion fihrt neben einer
verstarkten Neurotransmitter-Freisetzung zum neuronalen Zelltod und bedingt dadurch die
hohe Neurotoxizitéat dieser Verbindung (Felipo et al., 1998). Wie Versuche von SHARKEY et
al. gezeigt haben, kann durch Verminderung der CaN-Aktivitat der Anteil an phosphorylierter
NOS erhoht werden, was ebenso wie der Einsatz von Inhibitoren der NOS zu einer
Neuroprotektion fuhrt (Sharkey und Butcher, 1994).

Sehr gute Ergebnisse konnten nach Applikation von CaN-Inhibitoren bei der
Behandlung von neurodegenerativen Zustanden, wie sie nach ischamischen Ereignissen
auftreten, erzielt werden. So wurde nach einer Ischamie das Infarktareal nicht nur begrenzt,
sondern auch die Remission im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren signifikant
beschleunigt (Sharkey et al., 2000). Eine weitere Erklarung fir diese Daten kdnnte sein, daf3
CaN durch Interaktion - sowohl mit pro-apoptotischen als auch mit anti-apoptotischen

Mitgliedern der bcl-2-Familie - direkt in neuronale Apoptose-Vorgange eingreifen kann.
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Das bcl-2 wird nach Bindung von CaN dephosphoryliert, wodurch ein pro-apoptotischer
Einflu ausgetbt wird (Asai et al., 1999).

CaN scheint auch eine grof3e Rolle bei der neuronalen Entwicklung zu spielen
(Tokuda und Hatase, 1998). Axonale Elongation und die Ausbildung der Zellpolaritat sind
Prozesse, die zu einem gewissen Teil vom Zytoskelett und dem Mikrotubuli-assoziierten
Protein Tau abhangig sind (Mata et al., 1997). So kann die wahrend der normalen
neuronalen Entwicklung stattfindende Dephosphorylierung dieses Proteins durch CsA partiell
blockiert werden (Goto et al.,, 1985). Bei der ultrastrukturellen Untersuchung wurde
festgestellt, dal3 die CsA-behandelten Neuronen nur kleine axonale Elongationen zeigen
(Ferreira et al., 1993).

Zahlreiche Versuchsreihen unterstiitzen die Vermutung, da3 neben CaN auch die
PP2A den Phosphorylierungsgrad von Tau vermindert (Ono et al., 1995; Szucs et al., 1994,
Gong et al, 1994). Im Gehirn von Alzheimer-Patienten wurde ein abnormal
hyperphosphoryliertes Tau-Protein nachgewiesen, das nach einigen Theorien als Ursache

dieser Erkrankung anzusehen ist (Harris et al., 1993).

1.3.4.2 Funktion von Calcineurin im Myocard

Im Myocard wird CaN eine Schlisselrolle bei der Entstehung einer Hypertrophie
zugeschrieben (Izumo und Aoki, 1998; Shimoyama et al., 1999). In Zellkulturen und
Tiermodellen liel3 sich mehrfach zeigen, dal3 die durch Strel3faktoren induzierte Hypertrophie
des Herzens zu einer Zunahme der intrazellularen Aktivitdt der Proteinphosphatase CaN in
den Kardiomyozyten fiihren kann (Molkentin et al., 1998; Eto et al., 2000). Als Strel3faktoren
kommen dabei physiologische Stimuli, wie zB. hohe Dauerbelastung (Sportlerherz) oder
pathologische Zustande wie Uberdehnung durch pressure-overload im fortgeschrittenen
Alter in Betracht (Hill et al., 2000). Wie zahlreiche Experimente zeigen, ist es moglich, durch
Applikation von CsA diesen hypertrophen Effekt zu verhindern (Ding et al., 1999). Die
molekularen Wirkmechanismen, die desem Sachverhalt zugrunde liegen, sind jedoch noch
nicht vollstéandig aufgeklart (Bueno et al., 2002). Es wird jedoch angenommen, dal3 die
Aktivierung von CaN zu einer Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NFATc4
(nukleadrer Faktor aktivierter T-Zellen) fuhrt, wodurch dieser die Expression Hypertrophie-
spezifischer Gene initiert. NFAT wurden zwar erstmals in Zellkernen stimulierter
T-Lymphozyten nachgewiesen, aber in der folgenden Zeit konnten Vertreter dieser Familie
auch in vielen anderen Geweben nachgewiesen werden (Masuda et al., 1995; Masuda et al.,
1998; Stevenson et al., 2001; Ho et al., 1994).
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1.3.4.3 Funktion von Calcineurin in Zellen der Skelettmuskulatur

Fir die Entstehung einer Hypertrophie der Skelettmuskulatur wird ebenfalls die Beteiligung
eines Ca”/CaN-abhangigen Signalweges angenommen (Dunn et al., 1999). Calcium
kontrolliert neben der phenotypischen Differenzierung und Zellfusion auch die kontraktilen
und metabolischen Eigenschaften der Skelettmuskulatur (Berridge et al., 2000; Bigard et al.,
2000). Aus der Aktivierung von CaN resultiert ene vermehrte Bildung von sich langsam
kontrahierenden Muskelfibrillen. Es kommt dabei zu einer ,Umprogrammierung“ der Muskel-
Genexpression (Olson und Williams, 2000). Die Transkriptionsfaktoren der NFAT- bzw.
MEF2-Familie scheinen dabei die letzten Hemente dieser IGF-initiierten Signalkaskade zu
sein (Delling et al., 2000; Musaro et al.,, 1999). So konnten FRIDAY et al. erstmals
experimentell die Annahme bestatigen, dafd durch Applikation von CaN-Inhibitoren
morphologische Verdnderungen sowie die Differenzierung von Muskelzellen in einem friihen
Stadium unterbunden werden konnen. Diese Beweise erharten den Verdacht, daR CaN

essentiell fur die Initiation der Myogenese ist (Friday et al., 2000).

1.3.4.4 Aufgaben von Calcineurin in Zellen des Immunsystems

Uber die Funktionen von CaN in den Zellen des Immunsystems, insbesondere wahrend der
Immunantwort, liegen bislang die meisten Informationen vor. Das Immunsystem stellt ein
dynamisches Gleichgewicht dar, das durch ein sehr komplexes Zusammenspiel
verschiedener zellularer und humoraler Faktoren aufrechterhalten wird.

Der Kontakt des Immunsystems mit Antigenen in Form von prozessierten
Fremdproteinen eine Reaktion aus, bei der das System in Richtung Aktivierung ausgelenkt
wird. Nach erfolgreicher Eliminierung der Antigene muf3 sich der Ausgangszustand wieder
einstellen. Nach jetzigem Forschungsstand scheint CaN bei beiden Vorgadngen eine wichtige
Aufgabe zu erfullen (Clipstone und Crabtree, 1992; Bonnefoy-Berard et al., 1994). Bei der
Aktivierung wird in T-Lymphozyten nach Kontakt mit Antigen/MHC-Komplexen (Major
Histocompatibility Factor) auf der Oberflache Antigen-prasentierender Zellen mit dem
T-Zellrezeptor CD3 und einem zusatzlichen Zellkontakt Gber CD28 - als Kostimulus - eine
Signalkaskade initiiert, in die zahlreiche Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungsschritte
und ein schneller Anstieg des intrazellularen Calciums involviert sind (Marie-Cardine und
Schraven, 1999; Ohnishi et al., 1995). Aus der Aktivierung dieser Signalwege resultieren
eine Zell-Differenzierung und Proliferation bzw. die Sekretion von Zytokinen (Weiss und
Littman, 1994; Jain et al., 1995b).
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CaN besitzt bei der Aktivierung von T-Zellen vermutlich eine Schlisselfunktion, obwohl diese
Phosphatase auch hier nur ein Bestandteil eines komplizierten Netzwerkes aus sich
wechselseitig beeinflussenden Proteinkinasen und Proteinphosphatasen darstellt (Sugiura et
al., 2001). Wie Untersuchungen an CsA-behandelten Patienten bestétigen, ist die CaN-
Aktivitéat in der Zelle als limitierender Faktor der Lymphozyten-Aktivierung anzusehen
(Clipstone und Crabtree, 1993).

1.3.5 Rolle von Calcineurin in intrazellularen Signalprozessen

1.3.5.1 Der NFAT -Signalweg

Wie JAN et al. beschrieben haben, ist NFATc2 ein Substrat fir CaN (Jain et al., 1993). Das
NFATc2 stellt nur einen Vertreter einer grof3en Familie von eukaryontischen Transkriptions-
faktoren dar. Diese wurden erstmals aus den Zellkernen aktivierter T-Lymphozyten mittels
DNA-Affinitatschromatographie isoliert, konnten aber mittlerweile auch in anderen Geweben
und Zell-Typen nachgewiesen werden (Molkentin et al., 1998; Ho et al., 1994; Hoey et al.,
1995). Sie spielen nicht nur eine zentrale Rolle bei der Transkription wichtiger Gene wahrend
der Immunantwort (Shaw et al., 1988; Northrop et al., 1994), sondern auch wahrend
Differenzierungs- und Entwicklungsvorgadngen der Muskulatur und des Herzens (Lim et al.,
2000; de la Pompa et al., 1998; Ranger et al., 1998).

Die NFAT wurden als Transkriptionsfaktoren durch Bindung dieser Proteine an das
sogenannte ARRE2-Element des IL-2-Promotors und an eine homologe Region innerhalb
des HIV LTR identifiziert (Nabel und Baltimore, 1987; Shaw et al., 1988). Mittlerweile sind 5
NFAT bekannt (Abb. 1.10), die jedoch zusatzlich durch differentielles Splicing oder
alternative Initiation verschiedene Isoformen hervorbringen. Die DNA-bindenden Domanen
(DBD) weisen innerhalb der NFAT-Familie eine starke Homologie und zur DNA-bindenden
Doméane der Rel-Familie eine moderate Homologie auf (Jain et al., 1995a). Aus diesem
Grund kénnen NFAT und NFkB an &hnliche DNA-Sequenzen binden (Sica et al., 1997).

In Koprazipitations-Experimenten konnten LoH et al. unter Verwendung von T-Zell-
Extrakten die Bindung von CaN an den Transkriptionsfaktor NFATc2 nachweisen (Loh et al.,
1996a). NFAT liegt im Zytoplasma unstimulierter T-Lymphozyten in einer phosphorylierten
Form vor (Abb. 1.11). Nach Aktivierung des CaN durch Calcium und Calmodulin bindet die
Proteinphosphatase an NFAT, um dessen anschlieende Dephosphorylierung einzuleiten
(Ruff und Leach, 1995). Nach dieser findet im Transkriptionsfaktor eine konformationelle
Veranderung statt, wodurch eine bis dahin maskierte Kernlokalisationssequenz zuganglich
wird (Okamura et al., 2000a).
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Abb. 1.10: Schematisches Segment-Alignment der NFAT entsprechend ihrer cDNA ( nach (Rao et al., 1997)
und (Serfling et al., 2000)) mit alternativen Bezeichnungen.

Die NFAT O sind relativ groBe Proteine, die aus einer regulatorischen Doméne E und einer DNA- bzw.
AP-1-bindenden Domane B (DBD) aufgebaut sind. Die regulatorischen Domanen sind untereinander homolog
(NHR) und weisen drei phosphorylierte Ser-Pro-Regionen auf. Der Cluster aus beiden Doméanen ist immer ein-,
wenn nicht sogar zweiseitig von einer Transaktlwerungsdomane O (TAD) flankiert. Eine Ausnahme bildet dabei
nur NFATc5, das nuklear lokalisiert ist und durch Ca*/CaN nicht aktiviert werden braucht, da es bereits
konstitutiv aktiv ist. Thm fehlt auRerdem die regulatorische Doméane. Die Sequenzen entsprechen denen der
humanen NFAT, mit Ausnahme des NFATc2a (Mus musculus). In der vorliegenden Arbeit wurde die HUGO-
Nomenklatur verwandt, obwohl in der Literatur immer noch andere Synonyme fiir die NFAT zu finden sind.

NFAT transloziert im Komplex mit CaN in den Nukleus und bindet dort an spezifische DNA-
Sequenzen (Shibasaki et al., 1996). Solche NFAT-Bindemotive wurden bereits in zahlreichen
regulativen Bereichen, wie z.B. denen der Gene fur die 4stokine IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, TNFa,
GM-CSF, IFNg der Chemokine IL-8, MIP-1a; der Transkriptionsfaktoren Egr, Oct2 und sogar
Vertretern der NFAT-Familie gefunden (Luo et al., 1996a; Csonga et al., 1998; Campbell et
al., 1996; Shannon et al., 1995; Decker et al., 1998). Gleichzeitig wird die Kern-
Exportsequenz des NFAT durch CaN maskiert, wodurch das nukledre Export-Protein Crm1
NFAT nicht in das Zytosol transportieren kann (Zhu und McKeon, 1999).
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Nach dem Absinken der intrazellularen Calcium-Konzentration wird das translozierte NFAT
durch kernstdndige Kinasen, wie vermutlich GSK3, JNK, p38 und CKla, wieder

phosphoryliert, damit es von der DNA abféllt und anschlieBend in das Zytoplasma
ausgeschleust werden kann (Chow et al., 1997; Crabtree und Olson, 2002; Gomez del Arco
et al., 2000; Zhu et al., 1998a). Die Kinasen werden aber nicht durch den sinkenden
Calcium-Spiegel aktiviert, vielmehr besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
Phosphorylierung und Dephosphorylierung, das durch Stimulation der CaN-Aktivitat weit auf

die Seite der Dephosphorylierung verschoben wird (Scott et al., 1997).

Stimulus ‘

Zytoplasma

-
%@@%

Nukleus

Abb. 1.11: Aktivierung des NFAT-Signalweges in T-Lymphozyten (modifiziert aus (Rao et al., 1997)).

Der NFAT-Signalweg wird ausschlieflich durch den TCR aktiviert. In der Membran wird durch die membran-
sténdige Phospholipase Cg (PLCg) aus Membran-Lipiden neben Diacylglycerol auch Inositol-(1,4,5)-trisphosphat
(IP3) gebildet. IP3 ist ein second messenger , welcher an den IP3-Rezeptor bindet und den Calcium -Kanal 6ffnet.
Ca*-lonen strémen ihrem Konzentrationsgradienten folgend vom ER in das Zytosol und binden dort an CaN und
Calmodulin. Die Kernlokalisationssequenz des phosphorylierten Transkriptionsfaktors NFAT wird durch die CaN-
katalysierte Dephosphorylierung zuganglich und NFAT transloziert in den Zellkern. Im Zellkern bindet NFAT an
spezifische DNA-Bereiche und initiiert dort die Transkription von Genen (z.B. IL-2). Kernstandige Kinasen
rephosphorylieren NFAT, wodurch der Transkriptionsfaktor von der DNA abféllt und durch das Export-Protein
Crm1 wieder in das Zytosol transportiert wird.
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1.3.5.2 Der NFkB-Signalweg

Der eukaryontische Transkriptionsfaktor NFkB wurde erstmals von SEN und BALTIMORE als
Protein identifiziert, das in reifen BLymphozyten und Plasmazellen an die DNA-Sequenz
5 - GGACTTTCC- 3’ des intronischen enhancers der leichten Kette des Immunglobulin k
bindet (Sen und Baltimore, 1986). Beide Wissenschaftler konnten nachfolgend zeigen, daf3

auch in anderen Zellen als Reaktion auf exogene Stimuli, wie z.B. Phorbol-Ester, die Menge
an DNA-gebundenem NFkB erhoht ist, obwohl die de novo-Protein-Syntheserate nicht

verandert ist (Sen und Baltimore, 1986). Die Zahl von Genen, in deren Promotoren/Enhancer
sogenannte kB-Bindungsmotive gefunden werden, nimmt stetig zu. So wurde die Expression

folgender Gene als rel/NFkB-abhéngig eingestuft: IL-1a und b, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, TNFa
und b, G-CSF, IFNb, C3, C4, c-myc, ras, p53, SV40, HIV-1 und auch rel/NFkB (May und
Gosh, 1997).
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Abb. 1.12: Schematisches Segment-Alignment der el/NFkB-Proteine und kB-Proteine (aus (May und
Gosh, 1997)).

Alle rel/NFkB-Proteine [ weisen eine rel-Homologie-Domane (RHD) B auf, die neben der Kernlokalisations -
sequenz B auch meist tiber eine Phosphorylierungsstelle {3 fiir PKA verfiigt. Durch proteolytische Spaltung
¥ entstehen aus den beiden pl00- und pl05-Precursorproteinen einige der IkB-Proteine. Ein typisches
Strukturmerkmal fur diese NFkB-Inhibitoren sind die fur eine Bindung essentiellen repetitiven (3-7) Ankyrin-Motive
E. Am C-Terminus von crel, p65 und rel-B schlieRt sich auRerdem noch eine kurze Transaktivierungsdoméane
(TAD) O an. RelA=p65
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Induktoren der NFkB-AKktivitat in Zellen des Immunsystems sind neben den Zytokinen IL-2,
TNFa und b, Endo-und Exotoxinen von Bakterien, eine Vielzahl von Viren, aber auch UV-
bzw. gStrahlung, Ca*-lonophore, CD28-Aktivierung und Inhibitoren von Phosphatasen,
Ca’*-ATPasen und der Proteinsynthese (May und Gosh, 1997).

NFKkB liegt in der Mehrzahl der Zellen als Homo- oder Heterodimer aus Proteinen vor,
die der rel/NFkB-Familie angehtren und strukturell verwandte Transkriptionsfaktoren
darstellen (Abb. 1.12). Es sind bislang folgende Kombinationen gefunden worden: p50/c-rel,

p52/c-rel, p65/c-rel, p65/p65, p50/p50, p52/p52, p50/p52, relB/p50 und relB/p52. Aber nicht
alle rel/NFkB-Proteine sind transkriptionell aktiv, da eine Transaktivierungsdoméane (TAD)

dafiir eine notwendige Voraussetzung ist. Im Gegenteil: Homo- und Heterodimere von p50
und p52 kénnen die kB-abhangige Transkription in vivo sogar reprimieren (Kang et al., 1992;

Lernbecher et al.,, 1993; Plaksin et al., 1993), obwohl p50/p50-Dimere die Transkription

in vitro initiieren kénnen (Lin et al., 1995; Fujita et al., 1992).

Stimulus ‘

Zytoplasma

LR, S5 n e i

Nukleus

Abb. 1.13 : Aktivierung des NFkB-Signalweges in T-Lymphozyten.

Nach Stimulation des TCR wird die membranstandige Phospholipase Cg (PLCg) aktiviert, die durch Lipolyse aus
der Membran DAG freisetzt. Dieser second messenger aktiviert die PKC und diese nachfolgend eine IKK. Durch
Phosphorylierung des Inhibitors kB dissoziiert dieser wn NFKB ab und der Transkriptionsfaktor kann in den
Zellkern translozieren und dort an spezifische DNA-Sequenzen binden. Der phosphorylierte Inhibitor kB wird
ubiquitinyliert und dann vom 26S-Proteasomen-Komplex abgebaut. Die Rolle von CaN ist in diesem Sgnalweg
noch nicht eindeutig geklért.
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Interessanterweise kann das kB-Protein bcl-3 auch die rel-Proteine p50 und p52 binden und
so die Transkription auf zwei Wegen aktivieren: (1) Inhibition der DNA-Bindung von p50 und
p52, wodurch transkriptionell aktive rel/NFkB-Proteine binden kénnen und (2) Bildung eines
Ternarkomplexes aus p50/p50/bcl-3 oder p52/p52/bcl-3, der selber eine Transaktivierung
vermitteln kann. Die rel-Homologie-Domane (RHD) ist nicht nur fir die DNA-Bindung wichtig,
sondern auch fur die Dimerisierung (May und Gosh, 1997). Das Motiv der RHD ist weit
verbreitet und nicht nur bei Saugern, sondern auch im viralen Onkoprotein wrel und im
Protein Dorsal von Drosophila melanogaster anzutreffen (Ryseck et al., 1992; Bull et al.,
1990; Schmitz & al., 1995). Die Transkriptionsaktivitdt der rel/NFkB-Proteine wird durch

Interaktion mit regulatorischen Proteinen - den kB - beeinfluf3t. Es stellte sich aber heraus,
dal3 bestimmte kB-Molekile bevorzugt distinkte rel/NFKB-Proteine inhibieren (Baeuerle und

Baltimore, 1989; Thompson et al., 1995; Beg et al., 1992).
So liegen NFkB-Komplexe im Zytoplasma unstimulierter Zellen durch Assoziation der

RHD mit Ankyrin-Motiven des kB-Monomers in einer inaktiven Form vor (Abb. 1.13). Als
Folge dieser Interaktion wird die Kernlokalisationssequenz maskiert (Henkel et al., 1992;
Zabel et al., 1993). Signale, die zu einer Induktion der NFkB-Aktivitat fihren, verursachen
primar meist eine Phosphorylierung des kBs durch eine hochspezifische und vermutlich
durch MEKK1 induzierbare Serin-Kinase. Dadurch dissoziiert der Inhibitor vom
Transkriptionsfaktor ab, wodurch dieser aktiviert wird. Das phosphorylierte kB-Protein wird
ubiquitinyliert und durch den 26S-Proteasomen-Komplex degradiert (Duckett et al., 1993).

In manchen Zell-Typen, wie z.B. reifen BZellen, Monozyten, Neuronen, kornealen
Keratinozyten und vaskularen Myozyten wird NFKB jedoch als konstitutiv aktiver
Transkriptionsfaktor angetroffen (Grilli et al., 1996; Kopp und Ghosh, 1995). Ein weiterer
Regulationsmechanismus fiur rel/NFkB-Proteine ist die Phosphorylierung von Serin-Resten
durch PKA (Abb.1.9), die zu einer Verstdrkung der transaktivierenden Aktivitat des
DNA-gebundenen NFkB-Komplexes fuhrt. Wie PONS et al. zeigen konnten, besteht auch hier
eine Verbindung zum Ca’*/CaN-Signalweg. In Astrozyten wird das Inhibitor-Protein |kBa
nach IGF-1-Stimulation durch CaN dephosphoryliert, was zu einer Inhibition der nuklearen
Translokation von p65 - sogar nach TNFa-Zugabe - fuhrt (Pons und Torres-Aleman, 2000).
Aber Ca’*/CaN ist vermutlich auch an der Aktivierung von NFKB beteiligt, da in Jurkat-Zellen
nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) mittels anti-CD3-Ab und vorheriger Applikation
von Calcium-Kanalblockern die NFkB-Aktivierung vermindert wird. Die gleichzeitige
Kotransfektion mit einem konstitutiv aktiven CaN konnte diesen Effekt jedoch aufheben
(Kanno und Siebenlist, 1996). Diese Tatsachen zeigen, daR Ca*/CaN unabhéngig von der
Art des Stimulus oder der Zelle auf den NFkB-Signalweg einwirken kann.
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Es gibt auch Hinweise darauf, da? CaN fur eine Aktivierung des kBa-Kinase-Komplexes
(IKK) mit der PKC J synergistisch zusammenwirken muf3. Wenn ein Signalweg von beiden
blockiert wird, so wird in vivo die Aktivierung des IKKb und dadurch auch die

Phosphorylierung des IkBa vermindert (Trushin et al., 1999).

1.3.5.3 Der AP-1-Signalweg

Der Transkriptionsfaktor Aktivator-Protein 1 (AP-1) wurde erstmals definiert als
DNA-bindende Aktivitat, die spezifisch flr das positiv regulierte Element des friihen SV40-
Promotors ist und als Reaktion auf Stimulation mit Phorbol-Estern auftrat (Lee et al., 1987).

AP-1 ist jedoch kein einzelner Transkriptionsfaktor, es ist vielmehr ein Komplex aus
Proteinen der c-jun- und c-fos-Familie und liegt als jun/jjun-Homo- oder als
jun/fos-Heterodimer vor. C-jun und c-fos sind die zellularen Vertreter der viralen Onkogene
v-jun und v+fos aus dem murinen Finkel-Biskis-Jinkins-Sarkoma-Virus und dem avianen
Sarkoma-Virus 17 (Steff et al., 1997). AP-1-Komplexe binden an spezielle palindromische
DNA-Sequenzen der Form 5’ -TGAY (TCA-3', auch bekannt als TRE (TPA response
element) (Moll et al., 2002; Sitlani und Crothers, 1996). Es wurden jedoch auch
Wechselwirkungen zwischen jun/fos und CRE (cAMP response element) (Pestell et al.,
1994; Bisotto et al., 1996), Elementen des Glucocorticoid-Rezeptors (Breslin und Vedeckis,
1996) und dem SRE (Serum response element) (Bushel et al.,, 1995) beobachtet. Des
Weiteren wirkt AP-1 in T-Zellen nicht nur synergistisch mit NFAT, es ist auch oft Bestandteil
des aktiven NFAT-Transkriptionskomplexes (Castigli et al., 1993). NFAT und AP-1 bilden
stabile Bindrkomplexe um die Expression einer Vielzahl verschiedener induzierbarer Gene
zu regulieren. So sind z.B. im IL-2-Promotor NFAT-Bindemotive meist direkt neben AP-1-
Bindemotiven angeordnet (Abb. 1.14) (Macian et al., 2001).

NFAT AP

.. |GGAAAAACTGTTTCA|...

Abb. 1.14: Zusammengesetztes NFAT/AP-1-Bindemotiv (ARREZ2) im humanen IL-2-Promotor.
NFAT bindet im Komplex mit AP-1 an regulatorische Bereiche des humanen IL-2-Promotors. Die Nukleotide, die
hauptséchlich zur NFAT-Bindung beitragen, sind dick hervorgehoben.
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Eine starke Induktion der Transkriptionsaktivitdt in T-Lymphozyten erfordert somit die
konzertierte Aktivierung von zwei unterschiedlichen Signalwegen: zum einen von Ca*/CaN
fur die Dephosphorylierung von NFAT und der damit verbundenen Translokation in den
Nukleus und zum anderen von PKC/ras fur die Synthese, Phosphorylierung und Aktivierung
von Mitgliedern der jun- bzw. fos-Familie. Das konnte einen ,Sicherheitsmechanismus*
darstellen, der einer fatalen ,Fehlaktivierung” der Zellen entgegenwirken kann. Die
funktionelle Bedeutung der NFAT/AP-1-Interaktion in anderen Zell-Typen ist aber bislang
noch ungeklart.

Der fos-Familie werden vier Proteine zugeordnet: c-fos, FosB (inklusive
Splicevarianten), Fra-1 und Fra-2 (Abb. 1.15). Wahrend es nach Stimulation der Zellen zu
einer schnellen Expression von cfos kommt, wird FosB relativ spat exprimiert. Erst als
Reaktion auf wiederholte oder lang andauernde Stimulation werden Fra-1 und Fra-2 gebildet.
Daflr haben sie aber auch mit 28 bzw. 208 h eine viel langere Halbwertzeit (HWZ)
verglichen mit den 2h des c-fos-Proteins (Kovacs, 1998).

| fos-Protein HWZ | Induktion
c-fos 2h schnell nach akuter Stimulation
FosB 95h verzogert nach akuter Stimulation
Fra-1 28h nur nach wiederholter oder
Fra-2 208 h langer andauernder Stimulation

Abb. 1.15: Einteilung der fos-Proteine (aus (Kovacs, 1998)).
Die vier fos-Proteine weisen nicht nur Unterschiede in der Induktion, sondern auch in der HWZ auf.

Von den jun-Proteinen sind drei Vertreter bekannt: c-jun, junB und junD. Sie sind in
hohem Mal3e konserviert, so daf3 zwischen humanem und murinem junD 77 % und bei c-jun
bzw. junB 95-98 % Sequenzhomologie zu finden sind. Die Expression von c-jun wird tber
einen regativen Ruckkopplungsmechanismus reguliert, da in seinem Promotor ebenfalls
AP-1-Erkennungssequenzen vorhanden sind. Fos-Proteine werden durch eine fos-
regulierende Kinase (FRK) (Kovacs, 1998) und jun-Proteine durch die cjun-N-terminale
Kinase (JNK) (Kallunki et al.,, 1994) posttranslational phosphoryliert, wodurch sich die
DNA-bindenden Eigenschaften andern (Xu et al., 1997). Die C-terminale Phosphorylierung
von c-fos durch die ribosomale S6-Kinase (RSK) oder MAP-Kinasen fuhrt zu einer
Verstarkung der Transkription (Chen et al., 1996b). Einen weiteren Regulations-
mechanismus fur AP-1 stellt die Zusammensetzung der Komplexe dar. Wie STEINMULLER et
al. berichten, ist die Zusammensetzung der AP-1-Komplexe mal3geblich fir ihre
transkriptionelle Aktivitat (Steinmdller et al., 2001).
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So wirken z.B. c-jun/c-fos-Komplexe stimulierend und JunB/c-fos-Komplexe meist
supprimierend auf die Transkription (Schutte et al., 1989; Sheng und Greenberg, 1990). CaN
beeinfludt dber JNK die Phosphorylierung von jun-Proteinen und somit die
Transkriptionsaktivitat von AP-1 (Werlen et al., 1998). CHEN et al. beobachteten, dal3 CaN in
Jurkat-Zellen die Expression von c-fos und c-jun negativ reguliert, wodurch die IL-2-
Produktion vermindert wird (Chen et al, 1996a). Da viele AP-1-Sequenzen in
Promotoren/Enhancer in enger Nachbarschaft zu NFAT-Sequenzen lokalisiert sind (Abb.
1.11), konnen sich beide Transkriptionsfaktoren wechselseitig beeinflussen (Castigli et al.,
1993; Chen et al., 1999; Kel et al., 1999).

1.3.5.4 Der MAP-Kinase-Signalweg

Der MAP-Kinase-Signalweg ist kein funktionell isolierter Signalweg, es ist vielmehr eine
Signalkaskade in einem hierarchisch aufgebauten Signalnetzwerk, in das auch
akzessorische Proteinphosphatasen mit eingebunden sind.

Unter einer Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (MAPK) versteht man im Allgemeinen
eine bei Eukaryonten ubiquitar vorkommende Prolin-gerichtete Ser/Thr-Proteinkinase, die
durch spezielle Proteinkinasen als Antwort auf exogene Stimuli aktiviert wird. Dabel ist trotz
einer distinkten Regulation der MAP-Kinasen, eine gewisse Redundanz beziglich ihrer
Substrat-Spezifiat zu beobachten (Lewis et al., 1998; Waskiewicz et al., 1997; Fukunaga und
Hunter, 1997).

MAPK-Signalwege sind Hauptbestandteile von zellularen Regulationsmechanismen,
die fur die Kontrolle der Embryogenese und der Proliferation, Differenzierung und Apoptose
von Zellen wichtig sind. Sie werden aktiviert, wenn die Zellen einem Stress ausgesetzt sind
(Kishi et al., 2001), wie z.B. UV-Strahlung (Luo et al., 2001), Nahrungsentzug (Dean und
Cartee, 2000), Wachstumsfaktoren (Douville und Downward, 1997) und Zytokinen
(Raingeaud et al., 1995b; McCubrey et al., 2000).

Es sind mehrere Familien von MAPK-Kaskaden bekannt, die als MAPK-Module
bezeichnet werden (Pearson et al., 2001). Dabei sind mindestens drei Proteinkinasen seriell
verkntpft (Lewis et al., 1998; Errede et al., 1995; Gustin et al., 1998). Aber es kénnen auch
weitere Kinasen den MAPK-Modulen vor- oder nachgeschaltet sein. Die den MAPK
vorgeschalteten MAPK-Kinasen (MKK) sind meist dualspezifisch, d.h. sie kdnnen Hydroxyl-
Gruppen von Ser/Thr- und von Tyr-Seitenketten phosphorylieren (Seger et al., 1992; Crews
et al., 1992; Kosako et al., 1992).
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Ein Beispiel dafir ist die Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK2 durch die MEK1/2 an den
Resten Thrl83 und Tyrl85 (Abb. 1.1) (Ellingerziegelbauer et al., 1997). Fur die Aktivierung
der MKKs ist es notwendig, dal3 in ihrem Aktivierungsloop zwei Reste (Ser oder Thr) durch
MAPK-Kinase-Kinasen (MKKK) phosphoryliert werden (Alessi et al., 1994; Zheng und Guan,
1994). Uber zusatzliche Phosphorylierungsstellen in einigen MKKs, welche von Kinasen aus
anderen Signalwegen erkannt werden, sind die MAPK-Signalketten auch in diese kointegriert
(Abb. 1.17, 1.18 und 1.19) (Frost et al., 1997; Mansour et al., 1994; Rossomando et al.,
1994).

Neben den drei klassischen Haupt-MAPK-Modulen ERK1/2, p38 und JNK existieren in
Saugetieren auch noch andere eigenstandige Module, wie z.B. ERK3/4 oder ERK5
(Abb 1.16). Es kommen aber stéandig neue Vertreter hinzu, wie in den letzten Jahren die
Isolierung einer ERK7 und ERKS zeigten (Abe et al., 1999; Abe et al., 2002).

MAPK
| | | | | | |
ERK1/2| |ERK3/4| | ERK5 ERK7 ERK8 p38 JINK
p38a —1 JNK1
p38b — JNK2
p38g —JINK3
p38d

Abb. 1.16: Einteilung der MAPK (modifiziert nach (Pearson et al., 2001)).

Die p38gwird in der Literatur synonym auch als ERK6 bezeichnet, stellt aber kein distinktes MAP -Kinase-Modul
dar.

ERK1 und ERK2 sind Proteine von 44 bzw. 42 kD die untereinander 85 %
Sequenzhomologie aufweisen (Boulton und Cobb, 1991; Chatani et al., 1992). Durch
Phosphorylierung des Threonin- und des Tyrosin-Restes einer Thr-Glu-Tyr-Sequenz im
Aktivierungsloop wird die ERK1/2 aktiviert (Payne et al., 1991; Canagarajah et al., 1997).
Obwohl beide Kinasen ubiquitar in fast allen Geweben vorkommen, ist ERK2 in vielen Zellen
des Immunsystems vermehrt anzutreffen (Atherfold et al., 1999; Lewis et al., 1998).
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Abb. 1.17: Aktivierung des ERK1/2-Signhalweges in T-Lymphozyten.

Nach Stimulation des TCR wird das G-Protein ras (iber mehrere Zwischenstufen aktiviert. Die Signalweiterleitung
erfolgt Uber die Ser/Thr-Kinase raf zur MEK1/2. Diese phosphorylieren die MAPK ERK1/2 und diese ihre
Substrate. Es existiert aber auch ein alternativer Weg der Aktivierung Uber die MEKK3. Auf der rechten Seite der

Grafik ist der InformationsfluR vom Stimulus Uber die MAPK-Kaskade zum Substrat - welches den biologischen
Effekt vermittelt - gezeigt.

Die ERK1/2-Kaskade kann unter anderem durch Serum, Wachstumsfaktoren,
Zytokine, diversen Stress, Liganden von GPCR (G-protein-coupled receptor), trans-
formierende Agenzien und Uber membranstandige Rezeptoren initiiert werden (Adi et al.,
2002; Arditi et al., 1995; Chatterjee et al., 1997). Bei der TCR-vermittelten Aktivierung des
ERK1/2-Signalweges (Abb. 1.17) wird die Rezeptoraktivierung an das G-Protein ras
weitergegeben, welches die Kinase raf und diese wiederum die MEKL1/2 aktiviert
(Ellingerziegelbauer et al., 1997). ERK1/2 wird anschlielend durch MEK1/2 phosphoryliert.

Alternativ kann die MEK1/2 und vielleicht auch direkt die ERK1/2 durch die MEKK3
aktiviert werden. Typische Substrate der ERK1/2 sind c-jun, junD, c-fos, Elk1, MEF2, c-myc
und die MAPK-aktivierte Proteinkinase 1 (MAPKAP-Kinase 1) (Stocco et al., 2002).
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Enzyme der p38-Familie wurden zum ersten Mal in Zellen gefunden, die zuvor mit
inflammatorischen Zytokinen behandelt wurden (Raingeaud et al., 1995a). Vertreter dieser
Familie wurden auch als Angriffspunkt fur Pyridinyl-Imidazole identifiziert, wobei diese
Substanzen als Medikament in vivo die Produktion von TNFa blockieren kénnen (Badger et
al., 1996).
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Abb. 1.18: Aktivierung des p38-Signalweges in T-Lymphozyten.

Nach Stimulation von TCR und CD28 wird das G-Protein rac aktiviert. Die Signalweiterleitung erfolgt von dort
Uber die MLK3 zu den MKK MEK3 und MEK®6. Diese kénnen alle vier p38-Kinasen phosphorylieren und diese
wiederum ihre Substrate. Auf der rechten Seite der Grafik ist der InformationsfluR vom Stimulus tber die MAPK-
Kaskade zum Substrat gezeigt.

Alle p38-Kinasen werden durch Phosphorylierung von Thr- und Tyr-Resten in der Sequenz
Thr-Gly-Tyr- aktiviert. Von ihnen sind folgende Isoformen bekannt: p38a, p38b, p38b2, p38g
und p38d (Han et al., 1995; Keesler et al., 1998). Eine Vielzahl von Faktoren kann den p38-
Signalweg aktivieren, wie z.B. Zytokine, Hormone, Agonisten von GPCR, osmotischer

Schock, Hitzeschock und andere Stressoren (Clerk et al.,, 1999; Kishi et al., 2001,
Schiaffonati et al., 2001).
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Die zwei Mitglieder der MEK-Familie MEK3 und MEK6 weisen eine hohe Aktivitat gegentber
p38-MAP-Kinasen auf, wobei die MEK3 die p38a- und p38b-Isoformen préaferiert, die MEK6
aber keine Bevorzugung zeigt (Enslen et al., 1998). Die physiologische Bedeutung dieser
Tatsache ist aber bis zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar (Pearson et al., 2001).

Ahnlich wie auch der ERK1/2-Signalweg wird p38 in T-Zellen tiber den TCR aktiviert
(Abb. 1.18). Zusatzlich wird aber noch eine, durch den CD28-Rezeptor vermittelte,
Kostimulation mit in die Signalkette integriert. Das G-Protein rac stellt den Treffpunkt beider
Signalwege dar. Obwohl man annimmt, da? MEK3 und MEK6 neben der MLK3 auch durch
die MEKK 4 phosphoryliert werden kann, steht fiir Letztere ein eindeutiger Beweis noch aus
(Gerwins et al., 1997). Die MLK3 scheint aber das Verbindungsglied signalaufwarts zu rac zu
sein. Typische Substrate der p38-Kinasen sind c-jun, ATF-2, Elkl, MEF2 und die
MAPKAP-Kinase 2 (Bernal-Mizrachi et al., 2001; Ben-Levy et al., 1998). Beide MKK
phosphorylieren in vitro aber auch JNK-Isoformen, was fir eine breitere Substratspezifitat

gegenuber den anderen MKK spricht.

Aus Leber-Extrakten wurde ein Protein isoliert, das in der Lage war, MBP zu
phosphorylieren. Es konnte aber keiner bis dahin bekannten Kinase-Familie zugeordnet
werden. Weiterfihrende Untersuchungen zeigten, dal3 es einen Vertreter einer neuen
Kinase-Familie - den JNK - darstellt (Kyriakis und Avruch, 1990). Die Familie der c-jun-N-
terminalen Kinasen (JNK) umfaf3t nur drei Mitglieder: JNK1, JNK2 und JNKS3. Diese werden
auch als SAPKg SAPKa und SAPKb (Stress-aktivierte Proteinkinasen) bezeichnet und
bilden durch differentielles Splicing noch zahlreiche Isoformen. Auch diese MAPK bendtigen
zu ihrer Aktivierung eine duale Phosphorylierung, wobei sich das Motiv -Thr-Pro-Tyr- von
den Aktivierungssequenzen der ERK1/2 und p38 unterscheidet (Kyriakis et al., 1994;
Derijard et al., 1994; Gupta et al., 1996).

Die JNK-Signalkaskade wird aktiviert durch Zytokine, Liganden von GPCR, Serum,
Wachstumsfaktoren, transformierende Agenzien, viele Arten von Stress und Reagenzien,
welche die DNA oder Proteinbiosynthese beeinflussen (Zhu et al., 1998b; Derijard et al.,
1994; Adler et al., 1995). Die Aktivierung der JINK/SAPK-Signalkaskade (Abb. 1.19) erfolgt in
T-Lymphozyten ebenfalls Uber den TCR und die ras/raf-Kaskade. Der JNK-Signalweg wird
zusatzlich tber CD28 und nachfolgend Uber rac/cdc42 kostimuliert (Avraham et al., 1998).
Die Signalweiterleitung wird durch die MEKK1 vermittelt. Es gibt aber in letzter Zeit vermehrt
Hinweise darauf, dal? die Signaleinkopplung auch tber die MEKK2 bzw. MEKK3 und MEKK4
oder die MLK erfolgen kann (Su et al., 2001; Cheng et al., 2000; Xia et al., 1998; Wang,
Xhsn et al., 1998).
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Abb. 1.19: Aktivierung des JNK/SAPK-Signalweges in T-Lymphozyten.

Nach Stimmulation des TCR wird das G-Protein ras aktiviert. Die Signalweiterleitung erfolgt tiber die Ser/Thr-
Kinase raf zur MEKK1, die MEK4 und MEK?7 aktiviert. Es sind aber auch zahlreiche andere MKKK und MKK
beschrieben, die den JNK/SAPK-Signalweg genauso aktivieren kdnnen. Die dadurch aktivierten JNK/SAPK-
MAPK sind dann in der Lage ihre Substrate zu phosphorylieren. Auf der rechten Seite der Grafik ist der
Informationsflufd vom Stimulus Uber die MAPK-Kaskade zum Substrat dargestellt.

Ob die letztgenannten MKKK ebenso wie die MEKK1, nachfolgend die MEK4 und MEK7
phosphorylieren kénnen, ist noch unklar. Das Proto-Onkogen cjun und junD, aber auch
Elkl, MEF2 und ATF2 sind die typischen Substrate der JNK/SAPK-Kinasen (Choe und
McGinty, 2000; Morooka et al., 1995).

Die MAPK-Signalwege sind mit den, in den vorherigen Abschnitten bereits erlauterten
Signalwegen, auf vielen Ebenen verbunden. So ist das Protein CIKS bekannt, das vermutlich
ein Verbindungsglied zwischen der NFkB-inhibierenden Kinase IKK (kB-Kinase) und dem

JINK-Signalweg darstellt, wodurch dieser die NFkB-Aktivierung beeinflussen konnte

(Leonardi et al., 2000). AuRerdem wurde beobachtet, daR die Uberexpression von ERK1 in
Jurkat-Zellen zu einer 2- bis 4fachen Verstarkung der DNA-Bindung der Transkriptions-
faktoren AP-1, NFAT und NFkB fuhrt (Park und Levitt, 1993). Fir JNK1 ist mehrfach die Mit-
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wirkung bei dem Export von NFATc3 aus dem Nukleus beschrieben worden (Chow et al.,
1997). So kann JNK aul3erdem Reste der CaN-Kontaktregion der NFAT phosphorylieren, so
daf3 der Transkriptionsfaktor nicht mehr gebunden und dephosphoryliert werden kann (Chow
et al., 2000). Eine andere MAPK - die p38 - kann, wie GOMEZ DEL ARCO et al. in Hela-Zellen
zeigen konnten, NFATc2 in vivo binden und in vitro phosphorylieren (Gomez del Arco et al.,
2000). Aber CaN ist als Proteinphosphatase auch in der Lage, die Aktivierung von MAPK-
Signalwegen, wie JNK und p38 in Kardiomyozyten, zu beeinflussen (De Windt et al., 2000)
oder direkt den Phosphorylierungsgrad von p38, durch die Erhéhung der Expression einer
MAPK-Phosphatase, zu senken (Lim et al., 2001b). CaN wirkt auf3erdem mit der PKC J
synergistisch bei der Aktivierung des JNK-Signalweges und der IL-2-Expression in T-Zellen.
Dabei scheint dieser negativ regulatorische Effekt spezifisch fir Lymphozyten zu sein, da er
in Hela-Zellen nicht nachgewiesen werden konnte (Werlen et al., 1998). Es werden aber
nicht nur die MAPK-Kaskaden, sondern auch die Substrate der MAPK durch CaN beeinfluf3t.
So wird der reziprok regulierte und durch Mitglieder aller drei MAPK-Familien phosphorylierte
Transkriptionsfaktor EIk1 durch CaN dephosphoryliert, was zu einer Verminderung seiner
transkriptionellen Aktivitat fuhrt (Tian und Karin, 1999).

1.3.5.5 Regulation des Immunstatus

Wie aktiv einzelne Signalwege zu bestimmten Zeitpunkten fir eine (supprimierte)
Immunantwort und Anergie sein mussen, ist bislang noch nicht detailliert geklart. Unter
Anergie versteht man einen Zustand von Zellen des Immunsystems, der durch eine
reversible Hyposensitivitdt gegenuber physiologischen Stimuli gekennzeichnet ist. Wie
bereits beschrieben, ist der Ca’/CaN-Signalweg direkt oder indirekt in zahlreiche
lymphozytére Signalkaskaden eingebunden. Da intrazellular der Calcium-Spiegel die
Phosphatase-Aktivitat des CaN triggert, wurden Versuche unternommen, die Aktivitat von
Kinasen und Transkriptionsfaktoren mit der Calcium-Konzentration zu korrelieren. Dabei
stellte sich heraus, dal® schon eine geringfligige Erhdhung der intrazellularen Calcium-
Konzentration ausreicht, um eine vollstandige Aktivierung von NFAT zu bewirken, wahrend
NFkB und die JNK erst bei hoheren Calcium-Konzentrationen aktiviert werden. Neben der
Amplitude ist auch die Dauer der Ca**-Oszillationen entscheidend, wie aktiv ein Signalweg
zu einem bestimmten Zeitpunkt ist (Noble et al., 2000). Neuere Untersuchungen geben
Anlal3 zu der Vermutung, dal3 CaN in T-Zellen als molekularer Schalter zwischen den drei
immunologischen Zustanden: Aktivierung, Toleranz und Immunosuppression fungieren kann
(Glynne et al., 2000). Somit beeinflussen CaN-inhibierende Substanzen verschiedene
Signalwege, wodurch der Immunstatus moduliert werden kann.
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2 Zielstellung der Arbeit

Die Zahl der Krankheitsfalle, bei denen pathologische Veranderungen des Immunsystems,
wie z.B. Allergien oder Autoimmunerkrankungen diagnostiziert werden, steigt stetig an. Aber
auch die Transplantationsmedizin ist trotz grol3er technischer Fortschritte auf eine
medikament6s induzierte Immunsuppression angewiesen. Deshalb ist es sehr wichtig, dal3
Medikamente zur Verfigung stehen, die sehr effizient und nebenwirkungsarm in die
Immunantwort eingreifen konnen. Seit den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts wird der
Naturstoff CsA und spater auch FK506 klinisch eingesetzt, um Transplantat-Abstof3ungs-
reaktionen erfolgreich zu verhindern. Jedoch treten bei einer Langzeitmedikation zahlreiche
schwere Nebenwirkungen auf, die auf das Vorhandensein multipler Targets fur GA und
FK506 zurlickzufihren sind. Deshalb wurden in den letzten Jahren intensive Anstrengungen
unternommen, neue Leitstrukturen fir Immunsuppressiva zu definieren. Mit besonders

groRem Aufwand wurde die Entwicklung neuer CaN-Inhibitoren vorangetrieben.

In dieser Arbeit sollten CaN-Inhibitoren entwickelt und geprift werden, die monospezifisch

fur CaN sind und die PPlase-Aktivitat von Cyclophilinen und FKBP nicht tangieren.

In einer Substanz-Bank wurden 2000 Substanzen auf eine mogliche CaN-Inhibition
untersucht. Der Naturstoff Gossypol wurde dabei als eine CaN-inhibierende Substanz
identifiziert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Gossypol weiterfiihrend enzymkinetisch
charakterisiert werden. Neben den in vitro-Untersuchungen sollte gepruft werden, ob diese

Verbindung auch in vivo die CaN-Aktivitat verandern kann.

Zusatzlich sollten auf rationaler Grundlage modifizierte Cyclosporin-Derivate enzymkinetisch
und zellbiologisch untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte auf3erdem getestet
werden, ob die verwendeten Substanzen die Aktivierung der fur Proliferation und

Differenzierung wichtigen Transkriptionsfaktoren NFAT, NFkB und AP-1 bzw. der

MAP-Kinase-Signalwege in humanen T-Lymphozyten unterschiedlich beeinflussen kénnen.

Mit diesen Substanzen sollte zudem der Versuch unternommen werden, biologische Effekte
abzugrenzen, die durch CaN-Inhibitoren hervorgerufen werden, aber ausschlief3lich auf einer

Inhibition der PPlase-Aktivitat von Cyclophilinen beruhen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborchemikalien

Alle verwendeten Laborchemikalien hatten den Reinheitsgrad ,pro analysi“ (p.a.) und

wurden, soweit nicht anders angegeben, von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland)

bezogen.

Chemikalie

Affigel-10

Agar

Agarose
Ammoniummolybdat
Ampizillin
Biotin-X-NHS
Borsaure
Bromphenolblau

Complete™ -Proteaseinhibitor-Mix

Coomassie Brilliant Blue G 250
Coomassie Brilliant Blue R 250
dNTP

DTT

EDTA

EGTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll-Paque Plus

FK506

Hefeextrakt

Kanamyzin

Magermilch-Pulver
Mangan(ll)-chlorid

MTT

Firma

Bio-Rad
AppliChem
GIBCO BRL
Sigma
Sigma
Calbiochem
Fluka

Serva
Roche
Serva
Serva
Biomol
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka

Roth
Amersham Pharmacia Biotech
Fujisawa
GIBCO BRL
Sigma
Milbona
Sigma
Sigma
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NP-40 Fluka
Nukleofektionslésung Amaxa
ONPG Sigma
Pepton GIBCO BRL
pNPP Sigma
Poly[dl/dC] Roche
Ponceau S Sigma
RNase A Sigma
Rotiphorese 30 Roth
Rubidiumchlorid Sigma
SDS AppliChem
[3-Mercaptoethanol Serva
TCA Fluka
TCEP Fluka
Tween 20 Sigma

3.1.2 Radiochemikalien

ATP ¢-**P (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, stabil.) ICN
ATP ¢-**P (4500 Ci/mmol, 10 mCi/ml, stabil.) ICN

3.1.3 Calcineurin-Inhibitoren

3.1.3.1 Gossypol und -Derivate

() Gossypol Sigma
() Gossypolon Sigma
(%) Apogossypol hexaazetat Sigma

3.1.3.2 Cyclosporin und -Derivate

Cyclosporin A und alle Cyclosporin A- und Cyclosporin H-Derivate wurden mir von
Dr. Y. Zhang (MPG, Halle) zur Verfigung gestellt.

3.1.4 Enzyme und Substrate
a-Chymotrypsin Merck

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs / Roche
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DeepVent™ DNA-Polymerase New England Biolabs
T4-Ligase New England Biolabs
T4-Polynukleotid-Kinase New England Biolabs
Alkalische Phosphatase (Kalberdarm) Roche

PP1 Calbiochem

PP2C Biomol
Phosphorylase b Sigma
Phosphorylase-Kinase Sigma

PKA New England Biolabs

Die PPlasen hCypl18, hFKBP12 und hParl8 wurden mir von den folgenden Mitarbeitern
unserer Arbeitsgruppe =zur Verfigung gestellt: J. Fanghéanel, Dr. J. Rahfeld und
Dr. B. Hernandez-Alvarez. Ebenso uberlieR mir Dr. A. Werner die porcine PP2A der
Zusammensetzung C,/C,A.Ba,.

3.1.5 Antikérper

anti-lgG Kaninchen Antikorper (Peroxidase-Konjugat) Sigma

anti-lgG Maus Antikorper (Peroxidase-Konjugat) Sigma

anti-NFATcl Santa Cruz
anti-phospho-ERK1/2 Santa Cruz
anti-phospho-p38 New England Biolabs
anti-phospho-JNK Santa Cruz

humanes IgG Behring Werke
anti-CD4-MicroBeads (multisort) Miltenyi Biotech
anti-CD8-MicroBeads (multisort) Miltenyi Biotech

Ein polyklonaler anti-CaN-Antikdrper wurde - ebenso wie ein anti-Cyp18-Antikérper - nach
subkutaner Applikation des HPLC-gereinigten Proteins als Antigen in Kaninchen durch die
Firma pab production (Hebertshausen, Deutschland) hergestellt.

3.1.6 Standards

1 kb-DNA-Standard New England Biolabs
Blot-Marker (gefarbt) Invitrogen
Protein-Mixtur 4+5 Serva
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3.1.7 Plasmide und Oligonukleotide

3.1.7.1 Plasmide

pEGFP-C1 Clontech

pGEX-5T1 Amersham Pharmacia Biotech
hCaNAaB in pET15b J.O. Liu (Universitat, Baltimore)
hCypl18 in puUC18 T. Tradler (MPG, Halle)

3.1.7.2 Oligonukleotide

Die Synthese der HPLC-gereinigten Oligodesoxyribonukleotide erfolgte durch die Firma
MWG Biotech.

3.1.7.2.1 DNA-Sequenzen fur PCR

hCyp18 in pGEX-5T1:
PCR-Primer Al 5'-GATCGAGGATCCTGGT CAACCCCACCGTGITC-3

PCR-Primer A2 5-TCGATCCTCGAGT TATTCGAGT TGTCCACAGI CAG 3’

3.1.7.2.2 DNA-Sequenzen fur EMSA

NFAT:
Oligonukleotid C1:  5-GGAGGAAAAACTGT TTCATACAGAAGCCGT T-3
Oligonukleotid C2:  5-AACGCCTTCTGTATGAAACAGITTTTCCTCCG-3'

AP-1:
Oligonukleotid D1:  5-GGTTGCTGACTAATTGAGATG 3
Oligonukleotid D2:  5-CATCTCAATTAGICAGCAACC-3’

NFKkB p65:
Oligonukleotid E1:  5-AGCTTGGGGTATTTCCAGCCG-3

Oligonukleotid E2:  5-CGGCTGGAAATACCCCAACCT-3’
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3.1.8 Bakterienstamme

DH5a SupE44 DlacU169 (f80 lacZDM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi relAl

(Hanahan, 1983)
BL21(DE3) hsdSg (r5” mg’) gal dem (I clts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 genel)

(Studier und Moffatt, 1986)

JM110 F’ traD36 lacl’ D(lacZ)M15 proA'B*/rpsL (Str) thr leu thi lacY galK galT ara
fhuA dam dcm ginv44 D(lac-proAB)

(Yanisch-Perron et al., 1985)

3.1.9 Medien fur Kultivierung von Escherichia coli

LB-Medium: 10 g/l Pepton 2YT-Medium: 16 g/l Pepton
(pH 7.5) 5 g/l Hefeextrakt (pH 7.5) 10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl 5 g/l NaCl

Fur Kulturplatten wurden dem LB-Medium 15 g/l Agar zugesetzt. Antibiotika, als sterilfiltrierte
Losungen, wurden dem auf 50°C abgekihlten Medium nach Bedarf, bis zu einer

Endkonzentration von 100 pg Ampizillin/ml bzw. 25 pg Kanamyzin/ml zugesetzt.

3.1.10 Biologisches Material und Zellkultur

3.1.10.1 Primarzellen

Das fur die Praparation von PBMC verwendete Blut wurde gesunden Personen entnommen
und uns vom Institut fir Transfusionsmedizin (Universitat Halle) nach Abtrennung eines
grol3en Teils der Erythrozyten als ,buffy coat* zu experimentellen Zwecken Uberlassen. Die
Aufarbeitung der ,buffy coat“-Schichten erfolgte stets am Tag der Blutabnahme.

3.1.10.2 Chemikalien/Medien fur Zellkultur

RPMI 1640 GIBCO BRL
Penizillin/Streptomyzin GIBCO BRL
Kalberserum (foetal) Biochrom
Glutamax™ GIBCO BRL
Dulbecco’s PBS Biochrom

Ficoll-Paque® plus Amersham Pharmacia Biotech
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3.1.11 Kits

ECL western blotting analysis system Amersham
Pathdetect cis-reporting system NFAT Stratagene
Pathdetect cis-reporting system NFkB Stratagene
Pathdetect cis-reporting system AP-1 Stratagene
Luciferase Assay System Promega
QIAquick spin Nukleotide-Removal Kit Qiagen
QIAquick PCR-Purification Kit Qiagen
QIlAprep spin Plasmid Mini-Kit Qiagen
EndoFree® Plasmid Maxi-Kit Qiagen
QIAEX II-Gelextraktionskit Qiagen
pSTBIlue-1 Cloning Kit Novagen

3.2 Methoden

3.2.1 Enzymkinetische und Proteinchemische Methoden

3.2.1.1 Reinigung von Calcineurin

Die Reinigung des humanen heterodimeren CaN-Komplexes erfolgte nach Uberexpression
in BL21(DE3) nach einer unmodifizierten Praparationsvorschrift von Liu et al. (Mondragon et
al., 1997). Mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung wurde die Aufreinigung des Proteins
verfolgt und die CaN-Banden im Gel mit einem anti-CaN-Antikdrper im Western Blot
eindeutig zugeordnet. Simultan dazu wurde die Phosphatase-Aktivitdt der einzelnen

Fraktionen im pNPP- und RIl-Phosphopeptid-Assay gemessen.

3.2.1.2 SDS-Gelelektrophorese

Die Durchfihrung der SDS-PAGE erfolgte nach LAEMMLI bei einer Stromstarke von 15 mA
(Sammelgel) bzw. 30 mA (Trenngel) (Laemmli, 1970). Es wurden 12.5 bis 17.5 %ige
Polyacrylamid-Gele verwendet. Zur Ermittlung des Molekulargewichts der aufgetrennten

Proteine wurde ein Gemisch aus folgenden Markerproteinen verwendet:
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Trypsin-Inhibitor aus Rinderlunge 6.5 kDa

Cytochrom C 12.5 kDa
Trypsin-Inhibitor aus Soja-Bohne 21.0 kDa
Carboanhydrase 29.0 kDa
Albumin aus Hihnerei 45.0 kDa
Rinderserumalbumin 67.0 kDa
Phosphorylase b 92.5 kDa

Die SDS-Gelelektrophorese wurde so lange fortgesetzt, bis die Farbstoff-Front vollstandig
aus der Gel-Matrix migriert war.

3.2.1.3 Coomassie-Farbung

Das jeweilige Polyacrylamid-Gel wurde Uber Nacht in einer Farbeldsung folgender

Zusammensetzung geschuttelt:

2,0g Coomassie Brilliant Blue R 250
0.5g Coomassie Brilliant Blue G 250
425 ml Ethanol
50 ml  Methanol
100 ml Essigsaure
425 ml H,O

Nach der Farbung wurde das Gel zunachst noch zweimal mit bidest. Wasser gewaschen und
anschlielRend in einer Lésung aus 45 % Ethanol, 10 % Essigséure und 45 % bidest. Wasser

bis zur Sichtbarkeit der Banden entfarbt.

3.2.1.4 Proteinbestimmung nach BRADFORD

Die Proteinbestimmung nach BRADFORD erfolgte mit bovinem Serumalbumin als
Proteinstandard (Bradford, 1976). Nach 5 min Inkubation wurde der entstandene blaue
Farbkomplex bei 595 nm spektrophotometrisch detektiert. Dabei kam ein Mikrotiterplatten-
Spektrometer MR7000 (Dynatech, Chantilly, USA) zum Einsatz. Es wurde stets
sichergestellt, dal’ die Proben frei von Detergenzien waren, da diese die Messung stdren

kdnnen.
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3.2.1.5 Proteinbestimmung Uber Extinktionskoeffizienten

Die Absorption (Azg) einer Protein-Losung wurde spektrophotometrisch bei einer
Wellenldnge von 280 nm in einer Quarz-Kivette bestimmt und die Proteinkonzentration mit

Hilfe des Lambert-Beer'schen-Gesetzes berechnet. Dazu wurde der Absorption nach

folgender Formel ermittelt:
Aogo (Mg/ml) = 5690 X Ny, + 1280 X N1y + 120 X Neys

Dabei entspricht ny,, der Anzahl der Trp-Reste, nyy, der Anzahl der Tyr-Reste und ncys der

Anzahl der Cys-Reste im Protein (Gill und von Hippel, 1989).

3.2.1.6 Western Blot

Das Protein-Gemisch wurde im Proben-Puffer gekocht und in einem 15 oder 17.5 %igen
SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Eine Nitrozellulose-Membran (Schleicher & Schuell,

Dasseln, Deutschland) wurde 10 min vor Beginn der Blot-Prozedur mit Transfer-Puffer

Transfer-Puffer: 25 mM  Tris/HCI (pH 8.3)
150 mM Glycin

10 % (viv) Methanol

durchtrankt. Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel auf die Nitrozellulose-
Membran gelegt, die wiederum auf 5 Blattern Blot-Papier lag und anodenwaérts ausgerichtet
war. Kathodenseitig war das Gel von weiteren 5 Blattern Blot-Papier abgedeckt. Diese
sandwich-artige und gut mit Transfer-Puffer durchtrankte Packung befand sich in einer Blot-
Apparatur, die nach dem Halbtrocken-Verfahren arbeitete. Der Strom wurde auf 2mA/cm?
Membran und die Transferzeit auf 1 h limitiert. Um die Effizienz des Transfers abzuschatzen,
wurden die transferierten Proteine auf der Membran anschlieRend mit einer 10 %igen (w/v)
Ponceau S-Losung visualisiert. Nach dem Entfarben wurde die Membran mit einer Losung
von 3 % (w/v) Magermilch-Pulver in TBT blockiert, um unspezifische Bindungen der

Antikorper an die Membran zu minimieren.

TBT-Puffer: 50 mM  Tris/HCI (pH 7.5)
150 MM NacCl
0.2 % (viv) Tween 20
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Im Folgenden wurde der spezifische 1. Antikérper (Titer 1:200 bis 1:1000) hinzugefiigt und
fur 1-16 h bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Blot-Membran mit TBT fir je
5 min wurde diese mit dem 2. Antikorper (Titer 1:1000 bis 1:5000) fur 1 h bei 22°C inkubiert
und nachfolgend wieder sorgféltig mit TBT-Puffer gewaschen (3 x 5 min). Fur die Detektion
der Protein-Banden wurde das Chemilumineszenz-Kit (ECL) der Firma Amersham
Pharmacia Biotech in Verbindung mit lichtempfindlichem Film-Material verwendet.

3.2.1.7 Messung der PPlase-Aktivitat

Der Chymotrypsin-gekoppelte PPlase-Test nach FISCHER et al. (1984) basiert auf der
isomerspezifischen Proteolyse eines Oligopeptid-Substrats (Fischer et al., 1984a; Fischer et
al., 1984b). Dabei kann die cis® trans-Isomerisierung der X,,-Pro-Bindung im Substrat Uber
die Abspaltung des chromophoren p-Nitroanilins verfolgt werden. Die Isomerisierung wird
geschwindigkeitsbestimmend, wenn die Geschwindigkeit der Hydrolyse durch einen
UberschuR an Chymotrypsin sehr viel hoher ist, als die der cis® trans-Isomerisierung. Die
meisten Messungen erfolgten bei 10°C in einem Microtiterplattenreader der Firma Dynatech
(Chantilly, USA) vom Typ MR7000. Bei 390 nm konnte die Abspaltung des gelben
p-Nitroanilins aus dem Substrat spektrophotometrisch verfolgt werden. Eine Messung
umfal3te 70 Mel3punkte, die in einem Abstand von 3 s aufgenommen wurden. Nach der
Anpassung der erhaltenen Kurven an eine Reaktion 1.0rdnung mit Hilfe eines Programmes

von Dr. G. Killertz (MPG Halle) erfolgte die Auswertung.

Typischer MeRRansatz pro Kavitat: 17.5ug Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA

20yl Probe (bzw. Probenverdiinnung)
S50 pl 35 mM HEPES (pH 7.8) mit 0.1 % (w/v) BSA

Start mit 80 ul  a-Chymotrypsin-Losung
(2 mg/ml in 35 mM HEPES pH 7.8)

Die Konzentration an PPlase wurde so gewahlt, daf? k.,s, der cis® trans-lsomerisierung nicht

groRer als 0.01 s™ war und sich damit noch im ,MeRfenster* des Assays befand. Der
Chymotrypsin-gekoppelte PPlase- Test nach FISCHER et al. wurde auch in der Kivette
durchgefihrt. Dann wurde stets bei 10°C in einem UV/VIS-Spektrophotometer des Typs
HP 8452A mit temperierbarem Kivettenhalter gemessen. Neben 390 nm wurde auch die
Absorption bei 510 nm (Referenzwellenldnge) detektiert. Absolut notwendig war die

Verwendung eines Ruhrers, um Mischungsartefakte zu eliminieren.
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Die Differenz beider Wellenlangen wurde zur Auswertung der Progressionskurven
herangezogen. Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten wurde ein Programm von
Dr. S. Panzner ( MPG Halle, 1991) verwendet.

Typischer Mel3ansatz: 3 ul  a-Chymotrypsin-Lésung
(1 mg/mlin 35 mM HEPES pH 7.8)

3yl Probe (bzw. Probenverdiinnung)
1200 yl 35 mM HEPES (pH 7.8)
Start mit 3.5y Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA (5 mg/ml DMSO)

3.2.1.8 Praparation des RII-Phosphopeptids

Ein N-terminal biotinyliertes und unbiotinyliertes 19mer-Peptid, dessen Sequenz identisch ist
mit einem Fragment der RIl-Untereinheit der bovinen PKA (DLDVPI PGRFDRRVSVAAE- CH),
wurde entsprechend einem modifizierten Protokoll von ENz et al. phosphoryliert (Enz et al.,

1994). Der Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

RIl-Peptid-Phosphorylierungsansatz: 700 upM  Peptid
50 mM  Tris/HCI (pH 7.5)
10 MM  MgCh
200 UM ATP
100 uCi ATP ¢*P
125 kU PKA

und wurde 2 h bei 30°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Das Peptid wurde von der nicht-
inkorporierten Radioaktivitat in einem chromatografischen Schritt abgetrennt. Dabei wurde
eine RP-C2 clean-up Extraktionsséule (Amchro, Sulzbach, Deutschland) verwendet, die
vorher sequentiell mit Methanol, 70 % (v/v) Acetonitril und Wasser gespult worden war. Nach
dem Waschen der Saule mit 5 Saulenvolumina Wasser erfolgte die Elution des gebundenen
Peptids mit 500 pl 70 % (v/v) Acetonitril in Wasser. Das Eluat wurde in 5 Teile aliquotiert und
das Losungsmittel/Wasser-Gemisch im Vakuum entfernt. Zur Resolubilisierung des
Iyophilisierten Peptids wurden 100 pl des RIl-Phosphopeptid- Assay-Puffers hinzugefigt:
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RIl-Phosphopeptid-Assay-Puffer: 40 mM  Tris/HCI (pH 7.5)
100 MM NacCl
6 MM MgCl,
1mM CaCl,
500 UM TCEP
100 pg/ml BSA

Der Phosphorylierungsgrad des Peptids betrug durchschnittich 24 %, wobei die
Biotinylierung keinen EinfluR auf die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung des

Substrates hatte.

3.2.1.9 Phosphatase-Aktivitatsmessung mit pNPP-Substrat

Zur Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat einer Probe wurden zu 1 pl bis 20 pl Probe
100 pul der folgenden pNPP-Reagenz-L6sung zugefiigt und dadurch die Dephosphorylierung

gestartet.

pNPP-Reagenz-Ldsung: 50 mM  Tris/HCI (pH 7.5)
1 mM CaCl,
10 mM MgCh
10mM pNPP als Na-Salz
1mM DTT
100 pg/ml BSA
500 M TCEP

Durch die Phosphatase-katalysierte Abspaltung des Phosphat-Restes von pNPP entsteht
das chromophore p-Nitrophenolat-lon. Die Akkumulation des Reaktionsproduktes
p-Nitrophenol im Reaktionsansatz kann aufgrund seiner intensiven gelben Farbung bei
390 nm spektrophotometrisch detektiert werden. Da die Reaktion in einer Mikrotiterplatte
ablief, wurde als MelR3gerat ein MR7000 der Firma Dynatec verwendet. Die Anfangsanstiege
der Reaktionen bei RT wurden mit Hilfe eines Programmes von Dr. G. Killertz (MPG, Halle)

mittels linearer Regression bestimmt.
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3.2.1.10 Phosphatase-Aktivitdtsmessung mit Peptid-Substrat

Um die Phosphatase-Aktivitdat gegeniber dem RII-Phosphopeptid zu messen, wurden
1.3 nM bis 2nM CaN oder ein entsprechendes Probenvolumen und 50 nM Calmodulin in
Assay-Puffer mit 10 pmol des radioaktiv markierten RI-Phosphopeptids in einem
Reaktionsvolumen von 100 ul fur 30 min bei 30°C inkubiert. Die Isolierung des biotinylierten
Substrates aus dem Reaktionsgemisch erfolgte tber die hochaffine Biotin/Streptavidin-
Wechselwirkung. Dazu wurden 90 ul des Ansatzes in eine Streptavidin-beschichtete 96 well-
Szintillationsmikrotiterplatte (Costar, Bodenheim, Deutschland) dberfuhrt und erneut fir
20 min bei 22°C inkubiert.

Das Szintillationsprinzip wurde bereits von SULLIVAN et al. und NAKAYAMA et al.
angewandt, um CaN-Aktivitdten zu bestimmen (Sullivan et al., 1997; Nakayama et al., 1998).
Die nach Dephosphorylierung noch im RIl-Phosphopeptid inkorporierte Radioaktivitdt wurde
mit einem MicroBeta Top-Counter der Firma Wallac (Wallac, Turku, Finnland) quantifiziert.

Fir die Bestimmung des Hemmtyps und des Ki-Wertes nach DIXON wurde ein
Gemisch aus biotinyliertem und [**P]-markiertem RII-Phosphopeptid und nicht-biotinyliertem
RIl-Phosphopeptid in einem molaren Verhdltnis von 1:200 eingesetzt. Der Mel3ansatz
enthielt neben 0.66 nM CaN das RII-Phosphopeptid in einer absoluten Konzentration von
5 bis 15 pM, wie auch [DAT-Sar]*CsA-Konzentrationen von 0.25 bis 1.5 pM bzw. 5 bis 20 uM

Gossypol. Das Enzym wurde stets 20 bis 30 min bei 22°C mit den Inhibitoren vorinkubiert.

3.2.1.11 Praparation der radioaktiv markierten Phosphoproteine

Fir die Praparation von [*P]-markierter Phosphorylase a wurde ein Protokoll von
KrReBs etal. (Krebs et al., 1958) bzw. fir Phospho-Casein von KHANDELWAL et al.
(Khandelwal et al., 1976) verwendet. Demnach wurde die Phosphorylase b mit
Phosphorylase-Kinase und das Casein mit PKA phosphoryliert. Alternativ dazu wurden die
Proteine durch Biotinylierung mit aquimolaren Mengen des NH,-reaktiven Biotin-X-NHS mit
einem Biotin-Rest versehen, um die Bindung des Proteins an eine Streptavidin-Matrix zu
ermdglichen. Die Reaktionsbedingungen dieser kovalenten Modifizierung waren 100 pmol
Protein und 100 pmol Biotin-X-NHS in 150 pl 100 mM Natriumcarbonat pH 8.3 fur 3 h bei
22°C. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 50 pl 1M Tris/HCI pH 7.5.
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3.2.1.12 Phosphatase-Aktivitatsmessung gegenluber Protein-Substrat

Die Messung der Phosphatase-Aktivitat erfolgte fir die PP1 mit Phosphorylase a nach
PELECH und CoOHEN (Pelech und Cohen, 1985) und fur PP2A, PP2B (CaN) und PP2C mit
Phospho-Casein nach WAELKENS et al. (Waelkens et al., 1984). Die Menge des
abgespaltenen [*P]-markierten Phosphates wurde dabei nach Préazipitation des
Gesamtproteins durch Zugabe von TCA bis zu einer Endkonzentration von 50 % TCA (m/v)
durch Szintillationsmessung des Uberstandes ermittelt.

3.2.1.13 Bestimmung der Luciferase-Aktivitat

Nach Stimulation der Zellen wurden diese abzentrifugiert und das Pellet mit dem 5fachen
Volumen Reportergen-Assay-Puffer versetzt. Um die T-Zellen quantitativ zu lysieren, wurden
zusatzlich Ultraschall-impulse (3 x 5 s, 20 W) eingesetzt. Das Lysat wurde durch
Zentrifugation (30 min, 16 000 g, 4°C) geklart. Fir die Messung der Luciferase-Aktivitat
wurden zu 20 pl des Lysates 100 pl Luciferase-Reagenz (Promega, Mannheim,
Deutschland) hinzugefugt und unmittelbar danach in einem MicroBeta Top-Counter der
Firma Wallac (Wallac, Turku, Finnland) fir 10 s gemessen.

3.2.1.14 Bestimmung der R-Galaktosidase-Aktivitat

In dem praparierten Lysat konnte neben der Luciferase-Aktivitdt auch R-Galaktosidase-
Aktivitat gemessen werden, da die Zellen zur Kontrolle mit einem konstitutiv [3-Galaktosidase
exprimierenden Plasmid kotransfiziert wurden (Edlund et al., 1985). Die Messung wurde
gestartet, indem zu 5 bis 20 pl Zell-Lysat 100 ul der folgenden Lésung hinzugefigt wurde:

Reagenz: 290 yI oNPG-L6sung (4 mg/ml in 200 mM Natriumphosphat pH 7.5)
10 Wi Mg/SH-Ldsung (100 mM MgCl, 4.5 M 3-Mercaptoethanol in H,O)
100 mM Natriumphosphat pH 7.5 ad 1 ml

Die Hydrolyse des o-Nitrophenyl-3-galactopyranosids (oNPG) wurde als Zunahme der
Extinktion bei 390 nm mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Spektrophotometers MR7000 verfolgt

und die Anfangsanstiege durch lineare Regression ermittelt.
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3.2.1.15 Koprazipitation von Calcineurin durch CsA und [DAT-Sar]*CsA

Fir die Koprazipitation von CaN in Anwesenheit von CsAund [DAT-Sar]*CsA wurden 25 uM
GST-Cyp18 mit DMSO, 250 uM CsA oder 250 uM [DAT-Sar]?CsA fir 30 min bei 22°C
inkubiert. GST-Cyp18 und alle daran gebundenen Proteine wurden durch Zugabe von 50 pl
Glutathion-Suspension prazipitiert. Nach 3fachem Waschen der Partikel mit RIPA-Puffer
wurden diese durch Kochen in SDS-Probenpuffer eluiert. Die Eluate wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Ntrozellulose-Membran geblottet und mit anti-CaN- bzw.

anti-Cyp18- Antikérpern analysiert.

3.2.1.16 Simultane Inhibition von Calcineurin durch mehrere Inhibitoren

Um zu prifen, ob Gossypol an die gleiche Region des CaN bindet wie der CsA/Cypl8-
Komplex, wurden mehrere kinetische Messungen durchgefuhrt. Ein vorinkubiertes Gemisch
aus 1.3 nM CaN und 12 pM Gossypol wurde im Standard-Phosphatase-Test mit
RIl-Phosphopeptid unter Zusatz steigender Konzentrationen an Cyclophilin analysiert.
Parallel dazu wurde ein Ansatz, der zuséatzlich 10 uM CsA und ein weiterer Ansatz, der CsA,
aber kein Gossypol enthielt, gemessen. Die Enzym-Aktivitaten wurden auf eine Kontrolle
ohne Inhibitor berechnet. Ein analoges Vorgehen wurde auch bei der Bestimmung der
Bindungsstelle von [DAT-Sar]?CsA an CaN eingesetzt, nur mit folgenden Veranderungen:
0.75uM [DAT-Sar]’CsA, 1uM FK506 und steigenden Konzentrationen an FKBP12
(0.5 bis 250 nM). Die theoretischen Kurven flr verschiedene bzw. identische Bindungsstellen

wurden nach einem Modell von KELETI simuliert (Keleti, 1986).

Far die Simulation einer Inhibitor-Bindung an zwei unterschiedliche Stellen (Abb. 3.1 B) am
Protein wurde folgender Losungsansatz verwendet:

[lee]=114] +%>{I2] wobei [I,] =konst.

i2
Im Diagramm wurde die [|,] gegen die CaN-Restaktivitat aufgetragen, wobei |, der Inhibitor

mit dem kleineren K, darstellt. Die aufgetragene CaN-Restaktivitat entsprach dabei nicht der

Aktivitat bei [l,], sondern bei [l..]. Die simulierte Kurve war im Vergleich zu den

K, .
MeRwerten um den Faktor —% 1] auf der Abszisse verschoben.
i2
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Abb. 3.1: Simultane Inhibition eines Enzyms durch zwei reversible nicht-kompetitive Inhibitoren.
Schematische Darstellung einer simultanen Inhibition durch zwei Inhibitoren, wenn diese an eine identische
Bindungsstelle (A) oder an unterschiedliche Bindungsstellen (B) des Enzyms binden.

Fir die Simulation einer Inhibitor-Bindung an die gleiche Stelle am Protein (Abb. 3.1 A)
wurde folgender vereinfachter Ansatz verwendet:

\'
\Ii:

[1+ ée['l] [1,] [h][b]%

EI aKEI KEI I’

Graphische Auftragung von 1 gegen [I,] beiverschiedenen [lI,]
v

+ m.:. £+ [|2]9+(@ Km [IZ] :[l]
[SV5 S Ky g[s:viE.é1 TR
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Wenn kein El |, gebildet wird, dann wird a=¥ und der letzte Term fallt weg.

& 0
Dadurch wird der Anstieg der Geraden unabhéangig von [l,] und kann durch éL:
[S]VKEl1 ]

ausgedrickt werden. Es entsteht eine Parallelenschar, bei der die resultierende Gerade auf

[1,]

der Ordinate verschoben ist. Diese Verschiebung wird durch das Verhaltnis —== bestimmt.
El,

Flr die resultierende Gerade kann eine neue Geradengleichung aufgestellt werden. Durch
Bildung des Kehrwertes der reziproken Reaktionsgeschwindigkeiten kann man einen
Kurvenverlauf simuliern kann, der einer Bindung von zwei Inhibitoren an der selben Stelle im
Protein entspricht.

3.2.1.17 Reversibilitat der Calcineurin-Inhibition

Ein vorinkubiertes Gemisch aus 30 uM Gossypol und 37.4 nM CaN in 300 pl Assay-Puffer
wurden in einer Nanosepl0K-Dialyse-Zelle (PALL Filtron, Karlstein, Deutschland) gegen 7 x
300 ul Assay-Puffer dialysiert. Zusatzlich wurde eine Probe ohne Inhibitor mitgefuhrt. Aus
den Retentaten wurden je 10 pl enthommen und unter Zusatz von 50 nM Calmodulin im
Standard-Phosphatase-Test mit RII-Phosphopeptid auf Enzym-Aktivitat untersucht. Analog
dazu wurden 50 uM [DAT-Sar]’*CsA mit 13.2 nM CaN und 50 nM Calmodulin in Assay-Puffer
vorinkubiert. Nach Dialyse in einer Nanosep 3K-Dialyse-Zelle wurden die CaN-Aktivitaten,
sowohl der [DAT-Sar]’CsA-haltigen Probe als auch der gleich behandelten Kontrolle (ohne
[DAT-Sar]*CsA), im Standard-Phosphatase-Test mit RIl-Phosphopeptid bestimmt.

3.2.1.18 Kompetition von [DAT-Sar]*CsA durch Cyclophilin

Um zu zeigen, daR Cyclophilin mit CaN um die Bindung von [DAT-Sar]’CsA kompetitiert,
wurden 1.32 nM CaN mit 10 uM [DAT-Sar]’CsA fir 20 min bei 22°C vorinkubiert. Nach
Zugabe von steigenden Konzentrationen an Cypl8 (10 nM bis 10 pM) wurde die
Phosphatase-Aktivitdt im Reaktionsansatz gegentber Rll-Phosphopeptid gemessen.
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3.2.1.19 Kompetition von Calcineurin durch Gossypol

Fir die Préparation einer CsA/Cyp18-Affinitatsmatrix wurden 500 pg Cypl8 kovalent auf
250 mg Affi-Gel 10 (Biorad, Minchen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
immobilisiert. Noch verbleibende reaktive Gruppen wurden mit 1M Tris/HCI pH. 7.5 blockiert.
AnschlieBend wurde die Séaule mit 300 nmol CsA fir 1h inkubiert, um einen CsA/Cypl8-
Komplex zu formieren. Vor und nach der Bindung von 400 pmol CaN wurde die Matrix mit
5x 10 Séaulenvolumen an PBS gewaschen. Es wurde versucht, das im terndaren Komplex
gebundene CaN durch 10-minutige Inkubation mit 100 uM Apogossypol hexaazetat, 100 pM
Gossypol und 15 pM CsA/Cyp18-Komplex (Aquimolare Teile) zu eluieren. Die Eluate wurden
mittels Western Blot und einem anti-CaN-Ab in Verbindung mit einem sekundaren Antikdrper
analysiert.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli

Medium A: 20 g/l Pepton L6sung B: 100 mM RbClI,
(pH 7.6) 5 g/l Hefeextrakt (pH 5.8) 50 mM MnCl,
30 mM MgSO, 30 mM Kaliumazetat
10 mM KCI 10 mM CaCl,
Lésung C : 75 mM CaCl,
(pH 7.0) 10 mM RDbCl,

15 % (v/v) Glycerin

30 ml Medium A wurden mit 1.5 ml einer Ubernachtkultur des entsprechenden E. coli-
Bakterienstammes angeimpft und bis zu einer Bakteriendichte von ODgy nn= 0.5 wachsen
gelassen. Nach einer 15-minttigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen durch Zentrifugation
(5 min, 2100 x g, 4°C) sedimentiert.

Einer weiteren 2-stindigen Inkubation auf Eis folgte die Resuspendierung des Pellets in
Losung B. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen erneut abzentrifugiert und in 1 ml
Lésung C aufgenommen. Aliquots von je 100 ul wurden in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80°C gelagert.



Material und Methoden 50

3.2.2.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden nach dem Auftauen der chemisch-kompetenten Bakterien-Zellen
auf Eis 100-800 ng Plasmid-DNA zugegeben. Einer einstindigen Inkubation bei 0°C schlof3
sich eine Hitzeschock-Behandlung (42°C fir 50 s) an. Nach einer 1-minttigen Inkubation auf
Eis und anschlielBender Zugabe von Medium A wurden die Zellen fr 45 bis 60 min bei 37°C
geschiittelt und nachfolgend auf selektivem Medium ausplattiert.

3.2.2.3 Maxipraparation von Plasmiden

FUr die Transfektion von eukaryontischen Zellen wurden grof3e Mengen an Endotoxin-freier
Plasmid-DNA benétigt. Diese konnten mit einem EndoFree® Plasmid Maxi-Kit von Qiagen
isoliert werden. Um daflr eine hohe Anzahl von Bakterien zu erhalten, wurde 1l 2YT-Medium
mit 20 ml einer Vorkultur inokuliert und bis zu einer ODgy nm= 0.8 wachsen gelassen. Die

Praparation der Plasmid-DNA erfolgte dann nach Angaben des Herstellers.

3.2.2.4 Quantifizierung von Nukleinsduren

Die DNA-LOosungen wurden so verdunnt, dal3 die 0.2 < ODyo nm < 1.0 war. Bei den
Wellenlangen 260 nm und 280 nm wurde die Absorption der Probe in einer Quarz-Kivette
mit Hilfe eines UV/VIS-Spektrophotometers gemessen. Eine ODy nm= 1.0 entspricht dabei
50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml Desoxyribonukleotid. Das Verhdltnis
OD260 nm/OD2go nm  gibt Aufschluf Gber die Reinheit der praparierten DNA, wobei proteinfreie
Lésungen einen Wert von 1.8 bis 2.0 haben.

3.2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es moglich, definierte DNA-Fragmente zu amplifizieren und durch
Nutzung spezifischer Primer neue Restriktionsschnittstellen an den 5- bzw. 3’-Enden
einzufihren (Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al., 1988). Ebenso ist es moglich, Bakterien
auf das Vorhandensein einer bestimmten DNA-Sequenz zu untersuchen, wie bei der
sogenannten ,Kolonie-PCR". Vorteil dieser Methode ist, dal3 sie auf eine grof3e Anzahl von
Proben mit minimalem DNA-Gehalt angewendet werden kann (z.B. Identifizierung positiver

Klone nach Transformation, wenn nur Einzelkolonien verfugbar sind).
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Ein Reaktionsansatz der PCR hatte folgende Zusammensetzung:

1yl ds Template-DNA (50 bis 100 ng)
0.5l dNTP-Mix (je 10 mM)
1ul Oligodesoxyribonukleotid 1 (100 nmol/ml)
1 ul Oligodesoxyribonukleotid 2 (100 nmol/ml)
2yl Deep Vent™-DNA-Polymerasepuffer
0.5 ul Deep Vent™-DNA-Polymerase (1 U)
14y HO

Nach der PCR wurde die neu synthetisierte DNA mit Hilfe des PCR-Purification Kits von
Qiagen aus dem Ansatz isoliert. Fur eine Kolonie-PCR wurde eine &hnliche
Zusammensetzung verwendet, in dem aber die Deep Vent™-DNA-Polymerase durch die
billigere Tag-DNA-Polymerase ersetzt wurde. Ein Uberschichten mit Mineralél war nicht
notwendig, da Thermocycler mit beheiztem Deckel (Biometra oder Perkin Elmer) verwendet
wurden. Die Reaktion lief nach folgendem Programm ab:

Schritt Temperatur ‘ Dauer ‘ Zweck
1 94°C 2 min initiale Denaturierung der DNA
2 50-65°C 2 min initiales Annealing der Primer
3 72°C 5 min initiale Elongation
4 94°C 1 min Denaturierung der DNA
5 50-65°C 1 min Annealing der Primer
6 72°C 2 min Elongation
7 72°C 5 min Vervollstandigung der Elongation
8 4°C Pause Schutz vor Degradation

Die gewahlte Annealingtemperatur lag 5 bis 10 K unter der Schmelztemperatur der Primer.
Zwischen den Schritten 4 und 6 wurde eine Programm-Schleife mit einem Zeitinkrement von

1 s pro Zyklus programmiert, wobei sich die Schleife 34 mal wiederholte.

3.2.2.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Spaltung von Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurden in der Regel
nach den Empfehlungen des Herstellers der Enzyme unter Verwendung des mitgelieferten
Puffersystems durchgefuhrt.
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Die DNA (0.5 bis 10 pg) wurde dabei mit 0.5 bis 10 U Restriktionsenzym in 1x
Reaktionspuffer fir 3 h bei 37°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte das ,Ausheizen” des
Restriktionsenzyms nach Angaben des Herstellers und die Auftrennung der Spalt-Produkte

in einem Agarose-Gel.

3.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektor-DNA

Zur Insertion eines DNA-Fragments in einen zuvor mit Restriktionsenzymen geschnittenen
Vektors wurden 50-200 ng Plasmid mit einem 5- bis 10fachen molaren UberschuRR des
jeweiligen Fragments in 1x Ligationspuffer mit 400 U T4-Ligase gemischt (Endvolumen 20 pl)
und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Teil des Ligationsansatzes wurde dann zur

Transformation von E. coli-Zellen (meist DH5a) eingesetzt.

3.2.2.8 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Fir Gelshift-Experimente war es notwendig, Oligonukleotide mit [*P] radioaktiv zu
markieren. Die Anlagerung der beiden Oligonukleotid-Einzelstréange erfolgte durch Mischung
aquimolarer Mengen des sense- und anti-sense-Stranges mit nachfolgendem Erhitzen auf
95°C fur 5 min und einer langsamen Abkihlungsphase (0.6°C/min) auf 20°C. Ein

Reaktionsansatz fir die Markierung hatte folgende Zusammensetzung:

Markierungsansatz: 200 pmol Oligonukleotid (ds)
4l T4-PNK-Puffer (10 x)
4ul ATP g*P
1pl T4-PNK (= 10 U)
H,O ad 40 pl

Die gewahlten Reaktionsbedingungen erlauben ausschlie3lich die Forward-Reaktion der
T4-Polynukleotid-Kinase. Da der groRte Teil des [**P] nicht in das Oligonukleotid eingebaut
wird, muf3 die uninkorporierte Radioaktivitat mit Hilfe des Nukleotid Removal-Kits von Qiagen
entfernt werden, um ein hohes Signal/Rausch-Verhaltnis zu gewahrleisten. Mit Hilfe von
Szintillationsmessungen wurde eine spezifische Radioaktivitit von 50000 bis
65000 cpm/pmol Oligonukleotid ermittelt.
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3.2.2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA im Gel erfolgt entsprechend ihrer Gré3e. Sowohl fur analytische
als auch fur praparative Zwecke wurden 1 %ige Agarose-Gele (w/v) mit einem
Ethidiumbromid-Zusatz (0.5 pg/ml) im TAE-Puffersystem verwendet. Die Proben wurden vor
dem Lauf mit Probenauftragspuffer versetzt. Nach dem Auftragen der Proben und des
Standards wurde die Auftrennung bei 5 bis 10 V/cm gestartet. Die Elektrophorese wurde
beendet, als die Bromphenolblau-Front ?/; des Geles passiert hatte. Mit UV-Licht von 312 nm

wurden die DNA-Banden visualisiert und fotografisch dokumentiert.

3.2.2.10 Minipréaparation von Plasmiden

3.2.2.10.1 Plasmid-Minipraparation mittels Qiagen-Kit

Da die DNA fur eine automatische DNA-Sequenzierung eine hohe Reinheit haben muf3,
wurden fur diesen Zweck kleine Mengen an Plasmid-DNA mit Hilfe des Miniprep-Kits von

Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert.

3.2.2.10.2 Alkalische Lyse

Losung 1: 25 mM Tris/HCI (pH 8.0) Losung 2 : 200 mM NaOH
10 mM EDTA 1% SDS (w/v)
100 ug RNase A (DNase-frei)

Loésung 3: 3 M Natriumazetat (pH 4.8)

Far die Suche nach positiven Klonen wurden die Plasmide nach einer modifizierten Methode
von BIRNBOIM und DoLyY prapariert (Birnboim und Doly, 1979). Dazu wurden Zellen aus
1.5 ml einer Ubernachtkultur (2YT-Medium) 5 min bei 6000 x g abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 150 pl Losung 1 resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Zum Start der
alkalischen Lyse wurden 200 pl Lésung 2 zugesetzt und der Ansatz fir weitere 10 min auf
Eis inkubiert. Durch Zugabe von 150 ul L6ésung 3 wurde die Lyse abgestoppt und in einem
sich anschlielenden 10-mindtigen Inkubationsschritt auf Eis die genomische DNA und
zellulare Proteine ausgeféllt. Nach Zentrifugation (10 min bei 13000 x g) wurde der klare
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt und das 0.7fache Volumen an 100 %

Isopropanol (v/v) zugegeben und fir 10 min bei RT inkubiert.
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Dadurch wurde die Plasmid-DNA geféallt und konnte nachfolgend durch 20-mindtige
Zentrifugation (10 min bei 13000 x g) sedimentiert werden. Das Pellet wurde einmal mit
400 pl eiskaltem 70 % Ethanol (v/v) gewaschen, um Uberschissige Salze zu entfernen. Im
Stickstoff-Strom wurde das Pellet nach Abnahme des Uberstandes vorsichtig getrocknet und

in sterilem destillierten Wasser gelost.

3.2.2.11 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte stets in sterilen Medien bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C. Flissigmedien wurden kontinuierlich mit 210 rpm
geschuttelt. Fur die Herstellung von Glycerin-Kulturen wurden 800 pl einer Ubernachtkultur in
LB-Medium mit 200 pl Glycerin versetzt, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C
gelagert.

3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.2.3.1 Gelshift-Assay (EMSA)

Um die spezifische Wechselwirkung zwischen Proteinen und DNA-Fragmenten zu
untersuchen, kann man den Effekt ausnutzen, dal3 proteingebundene DNA gegenuber freier
DNA eine Verschiebung der elektrophoretischen Mobilitat aufweist. Um ein solches

Experiment durchzufuihren, wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

Ansatz fur EMSA: Gelshift-Puffer (1 x):
2-10 ug Kernprotein 10 mM  Tris/HCI (pH 7.5)
1 pmol ds Oligonukleotid (radioaktiv markiert) 50 mM NaCl
1ug Poly[dl/dC] 0.5mM DTT
2 ul - Gelshift-Puffer (10 x) 0.5mM EDTA
H,O ad 20 pl 1 mM MgCl

4% Glycerin
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Die Einzelkomponenten wurden entsprechend der aufgefiihrten Reihenfolge gemischt und
fir 30 min bei 25°C inkubiert. In einem 6 %igen TBE-Gel erfolgte die Separation der
Protein/DNA-Komplexe. Die Gele wurden nicht getrocknet, sondern fiir 348 h direkt auf
einer Fuji Imaging plate exponiert. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit der

geratespezifischen Software Aida v2.3 (raytest, Straubenhardt, Deutschland).

3.2.3.2 Herstellung zytosolischer Extrakte

Zur Paparation von zytosolischen Extrakten wurden 1 x 10° T-Lymphozyten in 400 pl des
folgenden hypotonen Puffers mit einer gelben Pipetten-Spitze resuspendiert:

hypotoner Lysis-Puffer: 10 MM HEPES/NaOH (pH 7.5)
2mM MgCl,
0.1mM EDTA
0.1 mM EGTA
10 mM KCI
1mM DTT

5 mM Ammoniummolybdat

Protease-Inhibitor-Mix

und fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 25 pl 10 % NP-40 wurde der Ansatz
erneut fur 5 min auf Eis inkubiert und 2 x 10 s mit maximal moglicher Starke ,gevortext. Die
Abtrennung der Zellkerne erfolgte mittels Zentrifugation bei 2500 x g fur 5 min. Der

Uberstand enthielt Giberwiegend die zytosolischen Proteine.

3.2.3.3 Herstellung von Kernextrakten

Das bei der Préparation von zytosolischen Extrakten zurlickbleibende Pellet bestand
vorwiegend aus Zellkernen. Dieses wurde mit dem 5fachen Volumen an Lysis-Puffer
gewaschen und nach Zentrifugation (5 min, 2500 x g, 4°C) in dem 4fachen Volumen des

Kernextraktionspuffers resuspendiert.
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Kernextraktionspuffer: 25 mM HEPES/NaOH (pH 7.5)
500 mM NacCl
I1mM EDTA
1mM EGTA
10 mM KCI
I1mM DTT

5 mM Ammoniummolybdat
10 % (viv) Glycerin
0.1 % (viv) NP-40

Protease-Inhibitor-Mix

Durch kontinuierliches Schitteln des Ansatzes fur 30 min bei 4°C erfolgte die Extraktion der
Kernproteine. Die Proteine im Uberstand wurden durch Zentrifugation (30 min, 16000 x g,
4°C) von den unléslichen Bestandteilen abgetrennt und der Protein-Gehalt im Uberstand

bestimmt.

3.2.3.4 MTT-Zytotoxizitatstest

Um zu prifen, ob ein in vitro wirksamer CaN-Inhibitor ein zytotoxisches Potential besitzt,
wurde standardmafRig der MTT-Zytotoxizitatstest angewandt (Mosmann, 1983). Dieser
beruht darauf, dal3 die in intakten Mitochondrien vorhandene Succinatdehydrogenase das
farblose MTT in ein violettes MTT-Formazan umwandelt. Dazu werden fiir eine 96-well-Platte
24 mg MTT in 12 ml des jeweiligen Mediums bei 30°C gel6st. Die Zellen missen unter
sterilen Bedingungen in einer 96-well-Platte wachsen, so daR eine Zelldichte von 10* Zellen
pro Kavitat vorliegt. Bei adherenten Zellen wird das Medium durch Abgief3en entfernt,
wahrend bei Suspensions-Zellen ein Zentrifugationsschritt und vorsichtiges Absaugen mit
einer Kanlle notwendig ist. Das wasserunlosliche Formazan kann nun mit 200 pl
Dimethylsulfoxid aus den Zellen herausgelost werden und wird anschliel3end
spektrophotometrisch bei 570 nm (600 nm als Referenz) in einem Mikrotiterplatten-Lesegeréat
(Dynatech MR 7000) detektiert.

Wenn die Zelle durch Inkubation mit einer zytotoxischen Verbindung geschéadigt
wurde, so verliert sie unter anderem die Membranintegritat ihrer Kompartimente und die
mitochondrial lokalisierte Dehydrogenase kann unter diesen Bedingungen nicht mehr

arbeiten. Es wird wenig oder kein Formazan gebildet.
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3.2.3.5 Isolierung von PBMC aus Blut

Zur Isolierung von PBMC wurden frische ,buffy coat*-Schichten verwendet. Dazu wurde das
biologische Material in 50 ml Greiner-Réhrchen gefillt und fir 20 min bei 2000 x g (4°C,
ohne Bremse) zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die oberste
Schicht des Pellets in 10 ml Dulbecco’'s PBS in einem neuen Greiner-R6hrchen
resuspendiert. Vor einer weiteren Zentrifugation (20 min, 2000 x g, 4°C, ohne Bremse) wurde
die Losung mit Ficoll (20°C) vorsichtig unterschichtet. Durch diese Schritte wurden die PBMC
von den Erythrozyten abgetrennt und sind in der Interphase zwischen Ficoll und dem Serum-
Uberstand angereichert. Nachfolgend wird der Uberstand bis kurz iiber der PBMC -Schicht
abgesaugt und die Zellen der Interphase erneut mit einer Pipette in 10 ml Dulbecco’s PBS
resuspendiert. Die Lésung wurde mit Dulbecco’s PBS auf 50 ml aufgefiillt und far 10 min bei
1000 x g zentrifugiert. Der letzte Schritt wiederholte sich zweimal, bevor die Zellen in Medium

aufgenommen wurden bzw. sich die Praparation von T-Zellen anschlof3.

3.2.3.6 Isolierung von T-Zellen aus PBMC

Fur die Selektion von humanen CD4'-T-Lymphozyten und CD8'-T-Lymphozyten wurden
magnetische Partikel eingesetzt, deren Oberflache mit anti-CD4-Antikdrpern bzw. anti-CD8-
Antikdrpern beschichtet war.

PBMC aus einer ,buffy coat“-Schicht (ca. 10® Zellen) wurden nach Protokoll prapariert
und anschliel3end in 500 pl eiskaltem PBS resuspendiert. Nach Zugabe von je 70 pl anti-
CD4- und anti-CD8-Microbeads erfolgte ein Inkubationsschritt fir 30 min bei 4°C. Zuvor
wurde aber noch pro Ansatz 1 mg humanes IgG hinzugefiigt, um unspezifische Bindungen
Uber den F.-Teil des Antikdrper-Molekuls zu verhindern. Eine LS-Saule (Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach, Deutschland) wurde in ein starkes magnetisches Feld eingebracht und
mit 5 ml PBS &aquilibriert. Anschliel3end passierte die vorinkubierte Probe per Schwerkraft-
FluR3 die Saule. Durch Waschen des Saulenmaterials mit 5 ml PBS wurden nicht-gebundene
Zellen entfernt, so dal3 im nachsten Schritt die Elution erfolgen konnte. Dazu wurde das
magnetische Feld entfernt und die Saule mit 6 ml eiskaltem PBS eluiert. Um eine mdglichst
hohe Ausbeute zu erreichen, wurde der Durchlauf erneut mittels der ferromagnetischen
Saule in einem Magnetfeld von T-Zellen depletiert. Beide Eluate wurden nachfolgend
vereinigt und 5 min bei 1012 x g abzentrifugiert.
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3.2.3.7 Kultivierung von PBMC bzw. T-Zellen

Die Kultivierung von PBMC bzw. T-Zellen erfolgte in RPMI 1640-Medium mit einem Zusatz
von 10 % FCS (v/v), 100 U/ml Penizillin/Streptomyzin und 2 mM Glutamax™. Dabei wurden
die Zellen bei 37°C und 5% Kohlendioxid in einem wasserdampfgesattigten Inkubator bei
Zelldichten von 10° bis 10" Zellen/ml iber Nacht inkubiert, bevor sie fiir Experimente

eingesetzt wurden.

3.2.3.8 Bestimmung des Aktivierungsgrades von MAP-Kinasen

Um den Aktivierungsgrad der MAP-Kinasen in T-Lymphozyten zu bestimmen, wurden die
Zellen isoliert und fir 16 h bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die T-Zellen nach Inkubation mit den Substanzen und nachfolgender Stimulation
durch die Zugabe von SDS-Probenpuffer und Smindtigem Erhitzen auf 95°C lysiert. Die
Lysate wurden mittels einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und durch Western
Blot auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. AnschlieRend wurde die Membran mit
spezifischen Antikdrpern inkubiert, welche nur die phosphorylierte, und damit aktivierte Form
der MAP-Kinase erkennen. Dieses Vorgehen wurde sowohl fuir die ERK1/2, als auch fur INK
und p38 angewandt. Der Entwicklung der Filme schlof3 sich eine Digitalisierung und
densitometrische Auswertung an.

3.2.3.9 Nonvirale Transfektion von priméaren T-Zellen

Um DNA-Konstrukte in eukaryontische Zellen einzufiihren, stehen verschiedene Methoden
zur Auswahl. Neben der viralen Transfektion und der Lipofektion kommt auch die
Elektroporation fur einen Gen-Transfer in Betracht. Bei den meisten Zell-Linien verlauft die
Transfektion mit diesem Verfahren auch erfolgreich. Die Transfektion von primaren Zellen ist
oft ungleich schwieriger und sehr oft nur mit viralen Methoden mdglich. Eine neue
Technologie, die Nukleofektion genannt wird, und prinzipiell eine Elektroporation darstellt,
erlaubt aber auch die Transfektion von Priméarzellen. Dazu werden die Zellen (1 x 107) in
80 ul einer speziellen Nukleofektionslosung (Amaxa, Kdln, Deutschland) resuspendiert und
mit 510 pg Plasmid-DNA gemischt. Dieser Ansatz wird in eine Elektroporationskuvette
(2 mm Spaltbreite) transferiert und in das Nukleofektor-Gerat (Amaxa, Koln, Deutschland)
eingesetzt. FuUr T-Zellen wurde das Transfektionsprogramm ,U-14“ gewahlt. Nach der
Nukleofektion wurden die Zellen durch Zugabe von 500 pl vorgewdrmtem RPMI 1640-
Medium aus der Kivette herausgespdilt bei 37°C fur 10 min ruhen gelassen. Anschlie3end
wurden die Zellen auf das jeweilige Endvolumen aufgefillt und in eine 6- oder 24-well-Platte
zur Inkubation bei 37°C fur 16 h uberflhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Calcineurin-Inhibition durch Gossypol

Es wurden 2000 Substanzen einer Substanz-Sammlung des Hans-Knoll-Instituts Jena in
einem Hochdurchsatz-Testverfahren auf eine mégliche CaN-Inhibition untersucht. In der
Sammlung waren neben Naturstoffen auch semi- und vollsynthetische Verbindungen
vertreten. Bei diesem Test wurde in unserer Arbeitsgruppe der Naturstoff Gossypol als CaN-
Inhibitor identifiziert. Das polyphenolische Aldehyd Gossypol ist eine Substanz, die in
Baumwollsamen vorkommt. Fir die weiterfUhrenden Experimente wurde kaufliches
racemisches Gossypol verwendet. Um Struktur-Wirkungsbeziehungen aufzustellen, wurden
die ebenfalls kauflichen Gossypol-Derivate Gossypolon und Apogossypol hexaazetat
eingesetzt, da die Derivatisierungschemie sehr komplex - und damit eine gezielte
Modifizierung des Gossypol-Molekils schwierig ist (Abb. 4.1).

Gossypol

1,6,7,1',6', 7-Hexahydroxy-5,5"-diisopropyl-
3,3-dimethyl-[2,2Tbinaphthalenyl-8,8’-dicarbaldehyd

Gossypolon Apogossypol hexaazetat

6,7,6',7-Tetrahydroxy-5,5-diisopropyl-3,3- Ethanséaure 1,6,7,1',6',7-hexaacetoxy-5,5-
dimethyl-1,4,1' 4-tetraoxo-1,4,1',4-tetrahydro- diisopropyl-3,3'-dimethyl-
[2,2']binaphthalenyl-8,8'"-dicarbaldehyd [2,2'Tbinaphthalenyl-ester

Abb. 4.1: Strukturformeln von Gossypol, Gossypolon und Apogossypol hexaazetat mit systematischen
Namen entsprechend der IUPAC-Nomenklatur.
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4.1.1 Inhibition von Calcineurin durch Gossypol und -Derivate

Zur Bestimmung der Inhibitor-Konzentration, bei der 50 % der Phosphatase-Aktivitat des
CaN gehemmt werden (ICs-Wert), wurden verschiedene Konzentrationen der Substanzen
mit CaN/Calmodulin in MeRpuffer inkubiert. Als Substrat wurde ein biotinyliertes und [*P]-
markiertes Peptidfragment der cAMP-abhangigen Kinase (RIl-Untereinheit) verwendet,
dessen Sequenz vermutlich auch in vivo Substrat-Eigenschaften fir CaN vermittelt. Das
MeRprinzip beruht auf einer Phosphatase-katalysierten [°P]-Abspaltung vom RIl-Phospho-
peptid und einer anschlielenden Szintillationsmessung zur Bestimmung des noch
verbliebenen radioaktiven Phosphats im Peptid. Dieser Test, den erstmals SULLIVAN et al.
beschrieben haben (Sullivan et al., 1997), beruht auf dem Prinzip, dal3 das biotinylierte
Peptidsubstrat Uber eine Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung aus dem Reaktionsansatz
isoliert werden kann. In der Praxis geschieht dies durch Streptavidin-beschichtete
Szintillationsmikrotiterplatten. Erst nach Optimierung der MeRbedingungen wurden
Hochdurchsatz-Testungen méglich, die sich durch geringen Substanzverbrauch, hohe
Sensitivitat und exzellente Reproduzierbarkeit aufgrund eines geringen Meffehlers
auszeichnen.

Calcineurin-Aktivitat (% der Kontrolle)
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Abb. 4.2: Inhibition der Phosphatase-Aktivitat von CaN gegeniiber Rll-Phosphopeptid.

Gossypol (i), Gossypolon (&) und Apogossypol hexaazetat (#) wurden mit 1.32 nM CaN und 50 nM Calmodulin
in MeRpuffer fir 30 min bei 22°C worinkubiert. Fir die Messung wurde RII-Phosphopeptid als Substrat eingesetzt
(siehe Material und Methoden). Die ICs-Werte wurden aus den Mittelwerten ¢& SD) von drei unabhéngigen
Versuchen ermittelt.
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Fur Gossypol wurde ein ICs-Wert von 17 + 1 pM und fir Gossypolon ein ICs-Wert
9 +1uM im RII-Phosphopeptid-Assay (Abb. 4.2) bestimmt. Apogossypol hexaazetat
hingegen zeigte nur eine geringfugige CaN-Inhibition (ICsy, >> 100 puM). Das Gossypol-
Derivat Gossypolon inhibiert CaN wirksamer als Gossypol. Dies ist auf die Entstehung eines
1,4 bzw. eines 1',4’ naphtochinoiden Systems durch eine Substitution der Hydroxyl-Gruppen
in Position 1 und 1' durch Keto-Gruppen und der Einfihrung zuséatzlicher Keto-Gruppen in
Position 4 und 4’ zurtckzufihren (Abb. 4.1). Da -im Vergleich zum Gossypol - dem
Apogossypol hexaazetat die Formyl-Gruppen in Position 8 und 8’ fehlen und alle Hydroxyl-
Gruppen in Position 1,6,7 und 1’,6’,7" mit Essigsaure verestert sind (Abb. 4.1), kann bei
diesem Derivat nur eine minimale CaN-Inhibition beobachtet werden (Abb. 4.2). Fir eine
eindeutige Bestimmung von Struktur-Wirkungsbeziehungen ist es jedoch am besten,
Derivate zu verwenden, die nur in einer Position verandert sind. Leider standen mit
Gossypolon und Apogossypol hexaazetat nur mehrfach modifizierte Substanzen zur
Verfugung. Es lal3t sich aber trotzdem feststellen, daf? durch Modifizierung der Positionen
1,4,6,7,8 und 1',4',6',7',.8 des Gossypols die Eigenschaft der CaN-Inhibition mafgeblich
beeinflul3t werden kann.
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Abb. 4.3: Inhibition der Phosphatase-Aktivitat von CaN gegenlber pNPP.

Gossypol (l), Gossypolon (&) und Apogossypol hexaazetat (#) wurden mit 1.32 nM CaN und 50 nM Calmodulin
in MeRpuffer fir 30 min bei 22°C vorinkubiert. Fir die Messung wurden 10 mM pNPP als Substrat eingesetzt
(siehe Material und Methoden). Die ICs-Werte wurden aus den Mittelwerten ¢ SD) von drei unabhéngigen
Versuchen ermittelt.
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In einem weiteren Experiment wurde die Phosphatase-Aktivitdt von CaN gegenuber dem
kleinen unphysiologischen Substrat p-Nitrophenyl phosphat (pNPP) nach Vorinkubation des
Enzyms mit Gossypol und -Derivaten bestimmt (Abb. 4.3). Die dabei ermittelten 1Cs-Werte
unterschieden sich nur geringfiigig von denen, die mit RIl-Phosphopeptid gemessen wurden:
Gossypol 14 + 1 pM und fur Gossypolon 6 + 1 pM. Auch bei diesen Messungen zeigte
Apogossypol hexaazetat nur eine geringe CaN-Inhibition (ICso>> 100 pM). Um einen
eventuellen Anhaltspunkt beztglich des Hemmtyps zu bekommen, wurde die Inhibition durch

Gossypol bei drei verschiedenen pNPP-Konzentrationen gemessen (Abb. 4.4).

Calcineurin-Aktivitat (% der Kontrolle)
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Abb. 4.4: Inhibition von CaN durch Gossypol in Abhangigkeit von der pNPP-Konzentration.

CaN und Calmodulin wurden in MeRpuffer fir 30 min bei 22°C mit Gossypol vorinkubiert. Anschlie3end wurde die
Phosphatase-Aktivitat des CaN gegeniiber folgenden pNPP-Konzentrationen bestimmt: 1 mM (#), 5 mM (H) und
25mM (& ). Die ICso-Werte wurden aus den Mittelwerten (= SD) von drei unabhéngigen Versuchen ermittelt.

Es zeigte sich, dal3 die Substrat-Konzentration keinen Einflu3 auf den I1Cs-Wert hatte. Dies
konnte als Hinweis auf einen nicht-kompetitiven Hemmtyp gewertet werden, da bei einem
kompetitiven Hemmtyp der ICs-Wert in der graphischen Darstellung bei steigenden
Substrat-Konzentrationen in Richtung hoéherer Inhibitor-Konzentrationen verschoben wird.
Um aber den Hemmtyp exakt zu bestimmen, wurde die reziproke Phosphatase-Aktivitat von
CaN in Abhangigkeit von der Gossypol- und Substratkonzentration gemessen und die

MeRwerte in einem Dixon-Plot gegeneinander aufgetragen (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Dixon-Plot der CaN-Inhibition durch Gossypol.
Die Inhibition von CaN durch Gossypol wurde bei verschiedenen Substratkonzentrationen gemessen: 5 uM (i),

6 UM (&), 8 UM (M) und 10 pM (#). CaN wurde in einer Konzentration von 0.66 nM und das RII-Phosphopeptid
als Mischung aus biotinyliertem und unbiotinyliertem Peptid im molaren Verhéltnis von 1:200 eingesetzt. Jedem

Graph liegen vier unabhangige Experimente zugrunde. Als Daten wurden die Mittelwerte (+ SD) verwendet und
mittels linearer Regression angepalfit.

Die nach Abb. 4.4 vermutete nicht-kompetitive Inhibition von CaN durch Gossypol konnte
durch einen Dixon-Plot bestatigt werden (Abb. 4.5). Dabei weichen die Mel3daten aufgrund
der Komplexitdt des Reaktionsansatzes von der theoretisch zu erwartenden strengen
Linearitdt ab, wobei die ermittelten Mel3werte ohne Gossypol-Zusatz am stérksten davon
betroffen sind. Aus der Dixon-Auftragung kann der Ki-Wert einer nicht-kompetitiven Inhibition
als gemeinsamer Schnittpunkt des Strahlenbiindels mit der x-Achse abgelesen werden. Der
ermittelte K-Wert von 17 uM ist nahezu identisch mit den bereits bestimmten ICs,-Werten
von 17 uM bzw. 14 uM (Abb. 4.2 und 4.3) im CaN-Aktivitatstest mit RlI-Phosphopeptid bzw.
pNPP. In Vorversuchen stellte sich heraus, daf3 sich durch eine Biotinylierung des
RII-Phosphopeptids die Affinitat des Substrates zum Enzym nicht signifikant &ndert. Fur die
Mischung aus biotinyliertem und unbiotinyliertem RIl-Phosphopeptid wurde durch
Lineweaver-Burk-Auftragung von 1/v gegen 1/[S] ein K,-Wert von 20 + 3 pM ermittelt
(personliche Mitteilung von Dr. R. Baumgrald). Dieser Wert korreliert sehr gut mit denen in
der Literatur angegebenen K,-Werten von 23 uM (Chan et al., 1986) und 25 uM (Enz et al.,
1997).
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4.1.2 Reversibilitat der Calcineurin-Inhibition durch Gossypol

Fur den Nachweis der Reversibilitdit der CaN-Inhibition durch Gossypol kénnen mehrere
experimentelle Ansatze verfolgt werden, wie z.B. Gelfiltration, Verdinnungsreihen oder
Dialyse. Bei diesen Verfahren wird ausgenutzt, daf3 sich das chemische Gleichgewicht neu
einstellt, nachdem der Inhibitor partiell aus dem Enzym/Inhibitor-Komplex entfernt wurde und
dadurch die Menge des freien Enzyms zunimmt. Neben dem aufgeflhrten
Dialyseexperiment wurde die Reversibilitat der Inhibition auch in einem Verdinnungs-
experiment mit einem ahnlichen Ergebnis nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.6: Nachweis einer reversiblen
Inhibierung von CaN durch den
T polyphenolischen Aldehyd Gossypol.
CaN wurde mit 30 puM Gossypol fir
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Dazu wurde CaN mit Gossypol vorinkubiert und die Restaktivitat des Gemisches bestimmt
(Abb. 4.6). Diese betrug nur 21 % der Aktivitat ohne Inhibitor. Anschlie3end wurde der
Reaktionsansatz in eine Dialysezelle Uberfihrt. Da die Membranporen eine Ausschlu3gréf3e
von 10 kDa hatten, konnte Gossypol (MW: 518.6 g/mol) die Membran ungehindert passieren
und war im Dialysat zu finden. CaN verblieb aufgrund seiner Gro3e (MW: ca. 75 kDa) im
Retentat. Nach zahlreichen Wasch-Schritten wurde die CaN-Aktivitdt sowohl im Dialysat als
auch im Retentat bestimmt. Erwartungsgemall wurde im Dialysat keine Phosphatase-
Aktivitat detektiert. Dagegen konnte im Retentat eine CaN-Aktivitdt gemessen werden, die
72 % der Aktivitat einer gleich behandelten Probe ohne Inhibitor entsprach. Somit konnte

durch Dialyse die Enzym-Aktivitéat eines CaN/Gossypol-Gemisches um 51 % erhdht werden.
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Trotzdem ist ein Aktivitatsdefizit von 28 % im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen.
Ursache dafur konnte z.B. eine Nebenreaktion sein, in der Gossypol CaN kovalent
modifiziert. Durch Variation der Prdinkubationszeit sollite es moglich sein, eine irreversible

Veranderung des Enzyms zu detektieren (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Bestimmung eines putativ irreversiblen Anteils der CaN-Inhibition durch Gossypol und das
Gossypol-Derivat Gossypolon.

CaN wurde mit 30 uM Gossypol oder Gossypolon flr unterschiedliche Zeiten prainkubiert. Im Folgenden wurden
die Enzym -Aktivitdten der CaN/Inhibitor-Gemische nach Dialyse gegentiiber RII-Phosphopeptid bestimmt. Fir die
verschiedenen Inkubationszeiten wurde immer eine separate Kontrolle ohne Inhibitor mitgefiihrt, da zeitabhangig
immer eine geringe Abnahme der Phosphatase-Aktivitdt des CaN beobachtet werden kann. Die gezeigte Hohe
der Balken stellt den Mittelwert (+ SD) von drei unabh&ngigen Experimenten dar.

Wie in Abb. 4.7 zu sehen ist, kann - analog zu Abb. 4.6 - ein Teil der Phosphatase-Aktivitat
des CaN/Gossypol-Gemisches durch Dialyse zurickgewonnen werden. Da die Enzym-
Aktivitaten nach Dialyse nicht mit fortschreitender Inkubationszeit abnehmen, kann eine
irreversible Veranderung von CaN durch Gossypol weitgehend ausgeschlossen werden. Im
Gegensatz dazu verringert sich die Enzym-Aktivitdt eines dialysierten CaN/Gossypolon-
Gemisches mit zunehmender Inkubationszeit. Nachdem der Inhibitor Gossypolon 2 h mit
dem Enzym inkubiert wurde, kam es zu einem irreversiblen Verlust der Enzym-Aktivitat von
15 %. Vermutlich sind fur dieses unterschiedliche Verhalten der beiden CaN-Inhibitoren die
Keto-Gruppen des Gossypolons in Position 1,4 bzw. 1',4’ verantwortlich, da sie eine hohere
Reaktivitdat aufweisen als die 1- und 1'-stdandigen Hydroxyl-Gruppen des Gossypols
(Abb. 4.1).
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4.1.3 EinfluR von Zuséatzen auf die Inhibition des Calcineurins

Fur die Aktivierung von CaN ist sowohl in vivo als auch in vitro das Zusammenspiel mehrerer
Faktoren, wie z.B. Calcium und Calmodulin erforderlich (Klee et al., 1979). Theoretisch ware
es somit moglich, dal3 die gemessene CaN-Inhibition durch Gossypol auf eine Beeinflussung
von Calmodulin zurtckzufiihren ist. Neben einer Interaktion von Gossypol mit der CaN-
bindenden Region des Calmodulins koénnte auch - durch sterische oder allosterische
Effekte - eine veranderte Calcium-Bindung dieses Proteins in Betracht kommen. Um einen
Einflu von Gossypol auf Calmodulin auszuschliel3en, wurde die CaN-Inhibition bei
unterschiedlichen  Calmodulin-Konzentrationen gemessen. Wenn Calmodulin  den
Angriffspunkt von Gossypol darstellt, so sollte sich der I1Cs-Wert der CaN-Inhibition mit
steigenden Calmodulin-Konzentrationen in Richtung hoherer Gossypol-Konzentrationen
verschieben und umgekehrt. Nach Durchfiihrung des Experimentes stellte sich heraus, dal3
der ICs-Wert der Inhibition durch Gossypol unverandert bleibt, obwohl eine deutliche
Aktivierung der Phosphatase-Aktivitait von CaN durch Erhéhung der Calmodulin-

Konzentration zu erkennen ist (Abb. 4.8).
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Abb. 48: Einflu3 der Calmodulin-Konzentration auf die CaN-Inhibition durch Gossypol.

CaN wurde mit steigenden Konzentrationen von Gossypol vorinkubiert und mit RII-Phosphopeptid in Gegenwart
von 25 nM (W), 37.5 nM (&), 50 nM (#) und 150 nM (¥) Calmodulin gemessen. Die Restaktivitaten wurden
gegen die Gossypol-Konzentration aufgetragen. Alle MeRBwerte entsprechen den Mittelwerten & SD) aus drei
unabh&ngigen Experimenten.
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Calcium ist in einer Konzentration von 1 mM im Melpuffer enthalten und sollte selbst im
Falle einer Komplexierung durch Gossypol immer noch in einem molaren Uberschul
vorliegen. Als weiterer Punkt mul3te eine Komplexierung von Eisen ausgeschlossen werden,
da CaN eine binukleare Metallo-Phosphatase mit einem Zink und einem vermutlich
zweiwertigen Eisen-lon im aktiven Zentrum ist (Wang et al.,, 1996). Gossypol wurde im
asiatischen Raum experimentell als Kontrazeptivum angewandt, wobei der antifertile Effekt
auf einer Komplexierung des Adenylatzyklase-gebundenen Eisens in den Spermatozyten
beruhen soll (Olgiati et al., 1984; Pearce et al., 1986). Deshalb wurden 500 uM
Ammoniumeisen(ll)-sulfat mit CaN fur 5 min vorinkubiert und anschlielfend mit 20 pM
Gossypol versetzt. Der Grad der Gossypol-vermittelten CaN-Inhibition blieb jedoch
unverandert, wie eine Kontrolle ohne Ammoniumeisen(ll)-sulfat zeigte. Da das vermutlich
zweiwertige Eisen-lon im aktiven Zentrum sehr sensitiv gegentiber oxidativen Prozessen ist
(Wang et al., 1996; Yu et al., 1997b), aber durch reduzierende Agenzien wie Fe** (Wang et
al., 1996), DTT oder Thioredoxin (Bogumil et al., 2000) regeneriert werden kann, wurde die
erneute Inhibition von CaN durch Gossypol in Gegenwart von 5mM DTT gemessen. Aber
auch durch diesen Zusatz lieR sich die Hemmung der Phosphatase-Aktivitat nicht
verhindern. Das deutet auf einen Inhibitionsmechanismus hin, bei dem eine Modifikation von
Cystein-Resten oder eine Anderung der Redox-Stufe des Eisens ausgeschlossen werden

kann.

4.1.4 Identifizierung der Gossypol-Bindungsstelle am Calcineurin

Um zu prifen, ob Gossypol und der CsA/Cyp18-Komplex sich an die gleiche Bindungsstelle
anlagern, wurde CaN mit 12 uM Gossypol und verschiedenen CsA/Cypl8-Konzentrationen
inkubiert und anschlieBend die Rest-Phosphatase-Aktivitéat gegentber RIl-Phosphopeptid
gemessen. Dabei ist die Konzentration des CsA/Cypl8-Komplexes identisch mit der
Cyp18-Konzentration, wenn die CsA-Konzentration mit 10 uM in einem molaren Uberschuf3
gegeniber Cypl8 im MelRansatz vorliegt. Begriindet werden kann dieser Umstand damit,
dal? CsA ein tight binding-Inhibitor ist, der mit hoher Affinitat an Cypl8 binden und die
PPlase-Aktivitat inhibieren kann (K; = 2.6 nM) (Fischer et al., 1989b). Wie in Abb. 4.9
dargestellt ist, wird de Inhibition von CaN durch Gossypol durch steigende Mengen an
Cyp18 erwartungsgemalf nicht verandert. Im Gegensatz dazu wird die Phosphatase- Aktivitéat
von CaN durch Cypl8 konzentrationsabhangig gehemmt, wenn die Proben mit CsA

vorinkubiert wurden.
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Als CsA und Gossypol zusammen mit Cypl8 inkubiert wurden, nahm die CaN-Aktivitat
starker ab, als bei der Inkubation mit dem CsA/Cyp18-Komplex. Nach Auftragung der
MeRwerte im CaN-Aktivitat/[Cypl8]-Diagramm entstand eine Kurvenform, die einem
Bindungsmodell entsprach, bei dem sich beide Inhibitoren eine Bindungsstelle teilen. Die
Modelle, die der Kurvensimulation zugrunde liegen, sind in Abschnitt 3.2.1.16 néaher
erlautert.
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Abb. 4.9: Simultane Inhibition von CaN durch Gossypol und/oder den CsA/Cyp18-Komplex.

In dieser Abbildung ist die CaN-Inhibition durch 12 uM Gossypol (l), 10 uM CsA (#) oder einer Mischung, die
12 uM Gossypol und 10 pM CsA enthielt (&), in Abh&ngigkeit von der Cypl8-Konzentration im Mel3ansatz
dargestellt. Alle Proben wurden 30 min bei 22°C vorinkubiert. AnschlieRend wurde die Restaktivitat von CaN
gegeniber RII-Phosphopeptid gemessen und auf die Phosphatase-Aktivitdt eines Ansatzes ohne Inhibitor
berechnet. Die dargestellten MeRwerte entsprechen dem Mittelwert & SD) aus drei unabhéngigen Experimenten.
Durch Simulation einer Inhibition, bei der beide Inhibitoren dieselbe Bindungsstelle beanspruchen, wurde die
Kurve (% -- % ) generiert. Eine Inhibition, bei der sich die Inhibitoren an zwei unterschiedlichen Stellen anlagern,
wirde eine sigmoide Kurvenform (% % ) zeigen.

Um die Annahme einer gleichen Bindungsstelle zu verifizieren, wurde ein Kompetitions-
experiment durchgefiihrt. Dabei wurde rekombinantes Cypl8 kovalent auf einer
NHS-aktivierten Matrix Uber eine Peptidbindung immobilisiert. Anschliel3end wurde CsA im
molaren UberschuRR hinzugefiigt und mit der Matrix inkubiert. Es bildete sich ein CSA/Cyp18-
Binarkomplex. Die Matrix wurde mehrmals mit PBS gewaschen, um tberschiissiges CsA zu
entfernen. Nachfolgend wurde die Matrix mit CaN inkubiert, so daf3 sich ein CaN/CsA/Cyp18-
Ternarkomplex ausbilden konnte. Dieser Matrix-gebundene Terndrkomplex wurde ebenfalls
mit PBS gewaschen, so dal3 eventuell noch frei vorliegendes CaN entfernt wurde.
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Im Elutionsversuch wurde Apogossypol hexaazetat als Kontrolle verwendet, da anzunehmen
war, dal3 diese strukturdhnliche Substanz nicht in der Lage ist, an CaN zu binden. Im
Anschlufl3 an die 10 mindtige Inkubation mit Apogossypol hexaazetat wurde die Matrix fur
weitere 10 min mit Gossypol inkubiert. Zum Abschluf3 des Experimentes wurde die Saulen-
Matrix mit einer vorinkubierten Mixtur aus CsA und Cypl18 im molaren Verhaltnis von 1:1
inkubiert, um nachzuweisen, dal3 immer noch Teile des Ternarkomplexes vorhanden sind.
Wenn CaN roch auf der Saule gebunden ist, dann sollte der CsA/Cyp18-Komplex in der
Lésung mit dem immobilisierten CsA/Cypl18-Komplex um die CaN-Bindung konkurrieren und
CaN partiell ablosen konnen. Die entstandenen Eluate wurden eingeengt und nach
SDS-PAGE und nachfolgendem Western Blot mit einem spezifischen anti-CaN-Antikdrper
analysiert (Abb. 4.10). Eine Detektion mittels Coomassie-Farbung konnte nicht durchgefihrt
werden, da die Protein-Mengen unter der Nachweisgrenze lagen. Eine Silberfarbung ware
als Nachweis mdglich gewesen, jedoch wurde einem Western Blot der Vorzug gegeben, da

mit dieser Methode CaN selektiv detektiert werden kann.

S M "
Apogossypol hexaazetat - 100puM -
Gossypol - - 100 pM -
CsA/Cypl18-Komplex - - - 15uM -

Abb. 4.10: Elution von CaNvon einer CsA/Cyp18-Matrix durch Gossypol.

Eine CsA/Cyp18-Matrix wurde mit 30 pg CaN fir 1 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Saule mehrmals
mit PBS gewaschen (Spur 1: letzter Waschschritt). In Folge wurde die Affinitatssaule mit 100 uM Apogossypol
hexaazetat (Spur 2), 100 uM Gossypol (Spur 3) und 15 pM CsA/Cyp18 (Spur 4) inkubiert. Spur 5 enthielt CaN als
Referenz fur den Western Blot. Die eingeengten Eluate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Das
CaN wurde mit Hilfe eines anti-CaN-Antikérpers detektiert.

Durch Verdrangung von CaN aus einem CaN/CsA/Cypl18-Ternarkomplex durch Gossypol
konnte nachgewiesen werden, dald Gossypol dieselbe Bindungsstelle am CaN beansprucht
wie der CsA/Cyp18-Komplex oder zumindest mit ihr Uberlappt. Apogossypol hexaazetat war
nicht in der Lage, mit CsA/Cyp18 um die CaN-Bindung zu konkurrieren. Im Gegensatz dazu
wurde durch CsA/Cypl18-Lisung Matrix-gebundenes CaN abgelost.
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Die unvollstandige Elution von CaN durch Gossypol kann damit erklart werden, dal CaN
eine 6fach hohere Affinitdt zu CsA/Cypl8 (K= 100 nM) (Swanson et al., 1992) besitzt als zu
Gossypol (K= 15 pM).

4.1.5 Spezifitat der Calcineurin-Inhibition durch Gossypol

4.1.5.1 Inhibition von Proteinphosphatasen

Alle Vertreter der Ser/Thr-Proteinphosphatasen haben in ihren aktiven Zentren ein
unterschiedlich stark konserviertes ,Phosphoesterase-Motiv. Aus diesem Grund kdnnte es
moglich sein, dal3 nicht nur CaN (PP2B), sondern auch die PP1, die PP2A oder die PP2C
durch Gossypol gehemmt wird. In Phosphatase-Inhibitionsassays wurden deshalb die
Wirkungen von 20 uM und 100 uM Gossypol auf die katalytische Untereinheit der PP1, PP2A
aus porcinem Hirn und rekombinanter PP2C untersucht (Abb. 4.11). Als Substrat wurde
dafir RIl-Phosphopeptid eingesetzt - mit Ausnahme der PP1, da sie nur unzureichend das
RII-Phosphopeptid dephosphorylieren kann (Donella-Deana et al., 1994). Deshalb wurde
[**P]-markierte Phosphorylase a als PP1-Substrat verwendet (Antoniw und Cohen, 1976).
AuRerdem wurde die CaN-Aktivitdt gegeniber Phospho-Casein in Gegenwart von Gossypol
mit ahnlichen Ergebnissen gemessen (Daten nicht gezeigt).

Phosphatase-Restaktivitat (% der Kontrolle)
Phosphatase

bei 20 uM Gossypol ‘ bei 100 pM Gossypol
PP1 97 84
PP2A 104 107
PP2B 38 2
PP2C 105 85

Abb. 4.11: Inhibition von Vertretern aller vier Ser/Thr-Proteinphosphatase-Typen durch Gossypol.

Die inhibitorische Potenz von Gossypol gegeniber anderen Ser/Thr-Phosphatasegruppen wurde mit
RIl-Phosphopeptid bzw. Phosphorylase a als Substrat in drei unabhéngigen Experimenten getestet. Die
MeRwerte geben den Mittelwert dieser Versuchsreihen wieder, wobei die Standardabweichung stets < 7 % war.

Dabei zeigte sich, dal3 CaN als einzige Ser/Thr-Proteinphosphatase wirksam von Gossypol
inhibiert wird. Bei Gossypol-Konzentrationen, die ca. 5fach Gber dem ICso-Wert der CaN-
Inhibition liegen, werden aber auch ca. 15 % der PP1- und PP2C-Phosphatase-Aktivitaten

gehemmit.
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4.1.5.2 Inhibition von PPlasen

Die klinisch bereits in groBem Umfang eingesetzten immunsuppressiven Substanzen CsA
und FK506 haben zahlreiche Nebenwirkungen. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gibt es
mehrere Hypothesen, von denen eine besagt, dal? die Hemmung der PPlase-Aktivitat von
Cyclophilinen bzw. FKBP dafir ursachlich sein konnte. Deshalb wurde die PPlase-Aktivitat
von den drei humanen prototypischen Vertretern der PPlasen (Cypl18, FKBP12 und Parl8)
in Abhangigkeit von der Gossypol-Konzentration gemessen. Gossypol wurde zusatzlich auf
eine Parl8-Inhibition untersucht, da fir Gossypol eine antimitotische Wirkung in humanen
Krebszellen beschrieben ist (Ligueros et al., 1997; Band et al., 1989; Thomas et al., 1991)
und eine Inhibition von Parl8 zu einem Arrest in der G,-Phase der Mitose fuhrt (Winkler et
al., 2000; Rippmann et al., 2000). Somit kénnte eine Verbindung zwischen beiden Effekten

bestehen.

110 Abb. 4.12: Inhibition der PPlase-
3 Aktivitat von Cyp18, FKBP12 und
100_: % Par18 durch Gossypol. Die drei
90 s PPlasen Cypl8 (8), FKBP12 (a)
< . g und Parl8 (H) wurden mit stei-
§ 80 genden Konzentrationen an Gossypol
= : 30 min bei 22°C inkubiert. Die sich
S 70 4 anschlieBende Messung der PPlase-
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Die PPlase-Aktivitdit von Cypl8, FKBP12 und Parl8, als prototypischen Vertretern der
humanen PPlasen, wurde nur geringfiigig (< 14 %) durch Gossypol gehemmt. Somit besitzt
Gossypol gegenuber CsA und FK506 den Vorteil, dal3 es keine PPlasen inhibieren kann.
AulRerdem konnte die Annahme, daf} die antimitotische Wirkung von Gossypol mit einer
Inhibition der PPlase-Aktivitat von Parl8 in vitro korreliert, nicht bestéatigt werden (Abb. 4.12).
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4.1.6 Inhibition von Calcineurin durch Gossypolinvivo

Nachdem gezeigt werden konnte, dal3 Gossypol und Gossypolon in der Lage sind, CaN
in vitro zu inhibieren, stand der Beweis einer CaN-Inhibition durch Gossypol in vivo noch aus.
Obwonhl in der Vergangenheit zahlreiche Versuche unternommen wurden, die intrazellulare
CaN-Aktivitat direkt zu messen, missen diese Versuche als gescheitert eingestuft werden.
Die Proteinphosphatase-Aktivitat von CaN in der Zelle korreliert nicht unbedingt mit der CaN-
Expression. Vielmehr wird dieses Enzym sehr komplex durch andere Faktoren wie Calcium,
Calmodulin, endogene Inhibitoren oder Phosphorylierung (?) geregelt (Klee et al., 1979; Lai
et al., 1998; Singh und Wang, 1987). Somit ist die Messung der CaN-Aktivitat nur indirekt
Uber Veranderungen ihrer physiologischen Substrate méglich. Wie bereits erwahnt, werden
alle bislang bekannten Mitglieder der NFAT-Familie (ausgenommen NFATCc5) durch CaN
dephosphoryliert und dadurch aktiviert. Trotzdem schon zeitig erkannt wurde, dal3 Gossypol
in vivo eine relativ hohe Zytotoxizitat zeigt (Ye et al., 1983; Tuszynski und Cossu, 1984),
wurde diese Substanz nicht nur experimentell, sondern auch in vivo als Kontrazeptivum beim
Mann angewandt (Liu 1981; Frick und Aulitzky, 1988). Fir die Zellversuche mit Gossypol
wurden humane T-Lymphozyten ausgewahlt, da der CaN/NFAT-Signalweg in diesen Zellen
eine grol3e Rolle spielt. Die IL-2-Produktion - ein wichtiges Ereignis der Immunantwort - wird

Uber eine stringente Kopplung an den CaN/NFAT-Signalweg reguliert.

4.1.6.1 Inhibition der NFAT -Translokation in den Zellkern

NFAT liegt im Zytosol unstimulierter T-Lymphozyten in einer phosphorylierten Form vor
(Wesselborg et al., 1996). Nach Aktivierung der Zellen durch Antigen/MHC-Komplexe auf der
Oberflache Antigen-prasentierender Zellen (physiologisch) oder anti-CD3/anti-CD28-
Antikérper (physiologisch imitiert) oder Phorbol-Ester/Ca’*-lonophor (artifiziell) wird der
Ca’*/CaN-Signalweg initiiert und zahlreiche zellulére Proteine - darunter auch NFAT - durch
CaN dephosphoryliert (Rooney et al., 1995; Garcia-Rodriguez und Rao, 2000). Infolge der
Dephosphorylierung wird eine bis dahin maskierte Kernlokalisationssequenz zuganglich
(Okamura et al., 2000b). Dadurch wird NFAT befahigt, im Komplex mit CaN in den Zellkern
zu translozieren und dort die Expression von verschiedenen Genen zu starten (Masuda et
al., 1997; Pan et al., 1997).
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NFATcl .

Actin
PMA/lonomycin — + + + + + +
Cyclosporin A — - 1uM - — - -
Apogossypol hexaazetat - - - 30uM - - —
Gossypol - - - - 1puM 15uM 30pM

Abb. 4.13: Inhibition der Translokation von NFATc1 aus dem Zytosol durch Gossypol.

Humane T-Lymphozyten wurden mit 1 uM CsA (Spur 3), 30 UM Apogossypol hexaazetat (Spur 4) oder 1 uM,
15 pM und 30 uM Gossypol (Spuren 5, 6, 7) fur 10 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
40 nM PMA und 2 pM lonomycin (Spuren 2 bis 7) fir 20 min bei 37°C stimuliert. Gleichzeitig wurde ein Probe, die
nur DMSO enthielt, als Kontrolle mitgefihrt (Spur 1). Die Zellen wurden in hypotonem Puffer lysiert und die
zytosolischen Extrakte mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Detektion
des zytosolischen NFATc1 erfolgte durch einen spezifischen Antikérper. Der Blot wurde auRerdem mit einem
anti-Actin-Antikérper inkubiert, um nachzuweisen, daR in allen Spuren gleiche Proteinmengen aufgetragen
wurden.

Wie im Western Blot (Abb. 4.13) zu sehen ist, kann NFATc1 im Zytosol von PMA/lonomycin-
stimulierten T-Zellen nicht mehr nachgewiesen werden. Dieser Effekt kann mit einem
lonomycin-induzierten Anstieg des intrazellularen Calcium-Spiegels erklart werden, der eine
Aktivierung des CaN und damit eine Dephosphorylierung des NFAT nach sich zieht. Die
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors kann durch Applikation von CsA verhindert
werden (Spur 3). Das NFAT verbleibt im Zytosol. Die Substanz Gossypol kann invivo
ebenfalls die Dephosphorylierung und damit die Translokation von NFAT in den Zellkern in
einer konzentrationsabhangigen Weise hemmen. Im Gegensatz dazu zeigte Apogossypol
hexaazetat keinen Effekt auf die NFAT-Translokation, da dieses Derivat CaN weder in vitro
noch in vivo beeinflussen kann. Um zu beweisen, dal’ die beobachteten Effekte nicht auf
unterschiedliche Proteinmengen im Western Blot zurtickzuftihren sind, wurde die Membran
anschliel3end mit einem anti-Actin-Antikorper inkubiert. Kritisch betrachtet ist die Hemmung
der Translokation nur ein indirekter Beweis fur eine CaN-Inhibition. Die Dephosphorylierung
des NFAT konnte theoretisch direkt Uber einen Mobilitatsshift in der SDS-PAGE detektiert
werden (Shaw et al., 1995). Leider war dies mit den kommerziell erhéltlichen anti-NFAT-
Antikérpern nicht méglich, da sie NFAT nicht als Einzelbande detektieren kénnen.
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4.1.6.2 Inhibition der NFAT -Reportergen-Aktivitat durch Gossypol

Neben der erhéhten Zuganglichkeit der Kernlokalisationssequenz des NFAT kommt es durch
die CaN-vermittelte Dephosphorylierung auch zu einer Anderung der Konformation des
Transkriptionsfaktors, in deren Folge auch die Affinitdt zu spezifischen DNA-Sequenzen
steigt (Loh et al., 1996b). Somit fuihrt eine Inhibition des CaN auch zu einer verringerten
Affinitat des NFAT gegenuber diesen Bindemotiven (Park et al., 1995a). Um den Einflul3 von
Gossypol auf diesen CaN-vermittelten Effekt zu untersuchen, wurde ein Reportergen-
Experiment durchgefiihrt. Bei diesem Versuch wurden humane T-Lymphozyten mit einem
Luciferase-Reportergen-Plasmid transfiziert. Der Promotor und damit die Expression des
Enzyms Luciferase wurden von NFAT reguliert. Das NFAT-Bindemotiv im Reportergen-
Konstrukt war vom distalen Bereich des humanen IL-2-Promotors abgeleitet. Durch die
Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt war es moglich, die exprimierte Enzym-Menge mit der
Aktivierung von NFAT zu korrelieren.
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Abb. 4.14: Inhibition der Luciferase-Expression in einem NFAT-Reportergen-Assay durch Gossypol.
Humane T-Lymphozyten wurden mit einem NFAT-Reportergen-Konstrukt transfiziert und nachfolgend mit CsA,
Apogossypol hexaazetat oder Gossypol fir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation der
Zellen mit 40 nM PMA und 2 pM lonomycin fir 5 h. Alle T-Lymphozyten wurden durch Zugabe von
detergenzhaltigem Puffer und Ultraschall-Behandlung lysiert. Die Messungen der Luciferase-Aktivitat im
Gesamtzell-Lysat erfolgten mit Hilfe eines Luciferase-Assay-Kits nach Angaben des Herstellers und die dabei
entstehende Chemilumineszenz wurde mit einem Luminometer detektiert. Die Daten geben den Mittelwert (£ SD)
aus mehreren unabhéangigen Experimenten wieder.
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Wie aus Abb. 4.14 ersichtlich ist, lief3 sich die CaN-Inhibition in vivo auch utber die Inhibition
der Transkriptionsaktivitdt von NFAT nachweisen. Durch Stimulation der Zellen mit
PMA/lonomycin steigt die NFAT-Transkriptionsaktivitdt und damit auch die Luciferase-
Aktivitat an. Erwartungsgemaf hemmt CsA bei einer Konzentration von 1 uM die Expression
des Enzyms vollstandig, was LI und HANDSCHUMACHER in Jurkat-Zellen ebenso beobachten
konnten (Li und Handschumacher, 1996). Apogossypol hexaazetat hat auch in diesem
Experiment keinen EinfluB auf den CaN/NFAT-Signalweg. Im Gegensatz dazu kann
Gossypol die NFAT-kontrollierte Luciferase-Expression in stimulierten T-Lymphozyten in

einer konzentrationsabhangigen Weise inhibieren.

4.1.6.3 Veranderungen im NFAT -Gelshift durch Gossypol

Um die Ergebnisse aus dem vorherigen Abschnitt zu verifizieren, wurde ein
elektrophoretischer Mobilitatsshift-Assay durchgefiihrt. Das Prinzip dieses Tests besteht in
der Anlagerung einer radioaktiv markierten DNA-Sequenz an ein Protein und der

nachfolgenden Auftrennung in einer nativen PAGE in Verbindung mit einer Autoradiografie.

PMA/lonomycin % + + + + + +
Cyclosporin A Ya Y 1um Ya Y Ya Ya
Apogossypol hexaazetat Ya Ya % 30uM Ya Y Ya
Gossypol Ya Ya Ya Ya 1uM  15uM  30pM

Abb. 4.15: Nachweis einer Gossypol-bedingten CaN-Inhibition durch EMSA mit NFAT-Bindemotiv.

Humane T-Lymphozyten wurden mit CsA, Apogossypol hexaazetat oder Gossypol fur 30 min bei 37 °C inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Stimulation der Zellen mit 40 nM PMA und 2 pM lonomycin fiir weitere 30 min. Nach
hypotoner Lyse der T-Zellen wurden die Zellkerne isoliert und daraus Kernextrakte prapariert. Gleiche Mengen
von Kernproteinen wurden mit einem radioaktiv markierten distalen Fragment des humanen IL-2-Promotors flr
30 min bei 22°C inkubiert und durch native 6 %ige PAGE aufgetrennt. Die Radioaktivitdt im Gel konnte durch
Autoradiografie visualisiert werden.
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Dabei sind im Idealfall das freie Oligonukleotid und das Protein-gebundene Oligonukleotid zu
detektieren. Aufgrund der hdheren Molmasse des DNA/Protein-Komplexes im Vergleich zur
freien DNA sollte dieser durch verminderte elektrophoretische Mobilitdt im Gel retardiert
werden. So zeigt Abb. 4.15 einen EMSA, bei dem Kernextrakte von CsA-, Apogossypol
hexaazetat- und Gossypol-behandelten humanen T-Zellen mit einer radioaktiv markierten
DNA-Sequenz aus dem humanen IL-2-Promotor inkubiert wurden. In einer nativen PAGE
wurde das NFAT-gebundene Nukleotid vom freien Nukleotid separiert und autoradiografisch
detektiert. Mit diesem Versuch konnte nicht nur die Translokation des NFAT vom Zytosol in
den Nukleus, sondern auch die veranderte Affinitat zu spezifischen NFAT-Bindemotiven als
Folge der Dephosphorylierung durch CaN analysiert werden. Die durch dieses Experiment
gewonnenen Ergebnisse bestatigen die bereits vorliegenden Daten der vorausgegangenen

MefRreihen.

4.2 CaN-Inhibition durch Cyclosporin-Derivate

Es ist seit 1976 bekannt, da3 das zyklische Undekapeptid CsA, welches aus dem Pilz
Tolypocladium inflatum isoliert wird, die Immunreaktion supprimieren kann (Borel et al.,
1976). Diese Eigenschaft macht den Naturstoff CsA zu einem Standardmedikament
(Sandimmun®,Neoral®) in der Prophylaxe und Therapie von AbstoRungsreaktionen nach
Allo- und Xenotransplantationen (Wang et al., 1981; Sablinski et al., 1997) und schweren
pathologischen Immunreaktionen (Manger et al., 1996). Der vermutete molekulare
Mechanismus der immunsuppressiven Wirkung des CsA erfordert die gleichzeitige
Interaktion von unterschiedlichen Bereichen des Molekils mit CaN und eines Cyclophilins
(Fischer et al., 1989a; Liu et al., 1991; Schreiber et al., 1992). CsA enthalt mehrere nicht-
proteinogene Aminosauren wie (L)-2-Aminobuttersaure, D-Alanin oder (4R)-4-[(E)-2-butenyl]-
4-Methyl-(L)-Threonin (MeBmt). AulRerdem sind sieben Peptidbindungen N-methyliert. Diese
ungewdhnlichen Strukturelemente machen CsA zu einem sehr hydrophoben, aber auch sehr
proteasestabilen Molekul. Neben der Immunsuppression zeigt CsA noch weitere biologische
Aktivitaten, wie z.B. antiinflammatorische (Rutgeerts, 1998), antifungale (Kirkland und Fierer,
1983) und antiparasitare (Bell et al., 1996) Wirkungen. Die Immunsuppression ist aber die
wichtigste Eigenschaft des CsA, weshalb in den letzten Jahrzehnten grof3e Anstrengungen
unternommen wurden neue CsAcDerivate zu synthetisieren. Diese sollten neben einer
gesteigerten Wirksamkeit vor allem weniger Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitat,

Hypertension, Enzephalopathien und Malignome zeigen.
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Von Dr. Zhang (MPG, Halle) wurden mir CsA, zwei CsA-Derivate und [Ac-MeBmt]'CsH zur

enzymkinetischen und zellbiologischen Charakterisierung Uberlassen.

Cyclophilin-Bindung
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CsA MeBmt L-Sar D-Ala Me-L-Val
[AD-Ser’CsA MeBmt L-Sar O-(NHz(CHz2)sNHC(O)CHz-) D-Ser | Me-L-Val
[DAT-Sar]’CsA MeBmt L-Sar-SCH,CH,NMe, | D-Ala Me-L-Val
[Ac-MeBmf]’CsH | MeBmt-OC(O)CHs L-Sar D-Ala Ve-D-val

Abb. 4.16: Struktur von CsA, [AD-Ser]®CsA , [DAT-Sar’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH.

Das zyklische Peptid CsA besteht aus 11 Aminosauren, von denen 9 nicht proteinogen sind. Im CsA-Derivat
[AD-Ser]scsA ist das D-Alanin in Position 8 durch ein (2-Amino-3-[(5-amino-pentylcarbamoyl)-methoxy]-propionyl-
D-Serin ersetzt, wahrend das L-Sarkosin in Position 3 nicht verdndert wurde. Im Gegensatz dazu wurde im
[DAT-Sar]’CsA das D-Alanin in Position 3 beibehalten, wihrend das L-Sarkosin in Position 3 zu einem (R)a-N,N-
Dimethylaminoethylthio-L-Sarkosin modifiziert wurde und als Methansulfonat vorliegt. Das Methyl-Valin
liegt - entgegen der sonst vorherrschenden L-Konformation - im Cyclosporin H-Derivat [Ac-MeBmt]lcsH in der
D-Konformation vor. Auerdem ist die Hydroxyl-Gruppe des MeBmt in Position 1 acetyliert. Die blau unterlegten
Aminosauren sind vermutlich wichtig fur die Bindung der Proteinphosphatase CaN und die restlichen
Aminosauren fiir die Bindung des Cyclophilins.

Aufgrund von enzymkinetischen Vorversuchen wurden [AD-Ser]?CsA und [DAT-Sar]*CsA fiir
die Studien ausgewdhlt. Zum Vergleich wurden CsA und [Ac-MeBmt]'CsH in alle
Versuchsreihen mit einbezogen. In Abb. 4.16 ist die Struktur von CsA und der durch
chemische Modifikation erhaltenen CsA-Derivate [AD-Ser]’CsA und [DAT-Sar]’CsA
dargestellt. Die Aminosauren, die vermutlich zur Bindung von CaN beitragen, sind in der
Abbildung blau unterlegt. Die Struktur des CaN/CsA/Cypl8-Ternarkomplexes wurde erst
kurzlich aufgeklart (Huai et al., 2002). Von CaN im Komplex mit anderen nattrlichen, semi-
und synthetischen Cyclosporinen, welche in unterschiedlichen Positionen verandert wurden,

ist keine Strukturinformation verfiigbar.
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Diese Verbindungen wurden aber umfangreich in zahlreichen enzymologischen und zellbio-
logische Untersuchungen charakterisiert (Papageorgiou et al., 1997; Paprica et al., 1992).
Bei der CsA-Biosynthese sind die Positionen 3 und 8 hoch konserviert, wahrend andere - wie

z.B. die Position 2 - relativ variant sind (Lawen und Traber, 1993).

4.2.1 Inhibition der PPlase-Aktivitat durch Cyclosporine

Wie FISCHER et al. zeigen konnten, wird die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerase-Aktivitat von
Cyp18 schon von geringen Konzentrationen an CsA inhibiert (Fischer et al., 1989b). Um zu
testen, ob die vorliegenden Cyclosporin-Derivate diese PPlase auch hemmen kénnen,
wurden die ICso-Werte fiir die Cypl18-Inhibition nach der publizierten Methode von FISCHER et

al. bestimmt (Fischer et al., 1989b).
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Abb. 4.17: Inhibition der PPlase-Aktivitat durch CsA, [DAT-Sar]3CsA, [AD-Ser]SCsA und [Ac-MeBmt]1CsH.

Die Messung der PPlase-Aktivitat erfolgte im Protease-gekoppelten Test nach RscHer et al. (Fischer et al.,
1989b) mit Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA als Substrat. Rekombinantes Cyclophilin18 wirde mit verschiedenen
Konzentrationen an CsA (#), [DAT-Sar]°CsA (B), [AD-Ser]’CsA (&) und [Ac-MeBmt]'CsH (¥) fur 30 min bei
22°C vorinkubiert. Nach einer weiteren 20 minitigen Temperierungsphase in Anwesenheit des Substrates
erfolgte der Start der Messung durch Zugabe von a-Chymotrypsin zum MeRansatz. Der Verlauf der Reaktion
konnte durch Zunahme der Extinktion bei 390 nm spektrophotometrisch verfolgt werden. Die erhaltenen Kurven
wurden nach einem Geschwindigkeitsgesetz 1. Ordnung angepafit. Die Daten entsprechen den Mittelwerten

(x SD) von drei unabhangigen Mefreihen.
Wie bereits in der Literatur beschrieben, inhibiert das verwendete CsA die PPlase-Aktivitat

von Cypl8 auch im unteren nanomolaren Bereich. Unter diesen Bedingungen wurden

folgende ICs,-Werte gemessen:
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fur CsA 1.3 £ 0.1 nM, fur [DAT-Sar]*CsA 3.6 + 0.4 nM und fiir [AD-Ser]’CsA 10.2 + 1 nM. Es
ist somit sicher, dal? sowohl CsA als auch [DAT-Sar]’CsA und [AD-Ser]?!CsA mit Cyp18
bindre Komplexe bilden kénnen. Das CsH-Derivat [Ac-MeBmt]'CsH ist in einer Konzentration
von 10 puM jedoch nur in der Lage, 7 % der Enzym-Aktivitat zu inhibieren. Die Substanz CsH
kann die PPlase-Aktivitat von Cypl8 ca. 1000fach schlechter hemmen als CsA. Diese
Tatsache ist in der Literatur bereits mehrmals beschrieben (de Paulis et al., 1996) und
konnte auf sterische Grinde zurlickgefuhrt werden. Die Acetylierung des MeBmt-Restes im

CsH wurde vorgenommen, um die Affinitat zu Cyp18 weiter zu senken.

4.2.2 Calcineurin-Inhibition durch Cyclosporinein vitro

Um zu testen, ob diese Cyclosporin-Derivate allein oder im Komplex mit Cypl18 auch die
Enzym-Aktivitat von CaN veradndern kdnnen, wurden sie in einem CaN-Assay untersucht. Es
ist bekannt, da® schon nanomolare Konzentrationen von CsA im Komplex mit Cypl8 die
Proteinphosphatase-Aktivitat von CaN wirksam hemmen kénnen (Liu et al., 1991).
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Abb. 4.18: Inhibition von CaN durch CsA, [DAT-Sar]’CsA, [AD-Ser]®CsA und [Ac-MeBmt]*CsH, gemessen
im CaN-Assay mit RIl-Phosphopeptid als Substrat.

Zur Messung der CaN-Inhibition durch CsA (#), [DAT-Sar]°CsA (R), [AD-Ser]°’CsA (&) und [Ac-MeBmt]'CsH (¥)
wurden die Substanzen @) in einer Konzentration von 10 uM mit steigenden Konzentrationen an Cypl8 fir
30 min bei 22°C vorinkubiert. Dieses Gemisch oder steigende Konzentrationen der Einzelsubstanzen (B) wurden
weitere 30 min bei 22°C mit CaN/Calmodulin in Assay-Puffer inkubiert. Die Messung erfolgte anschlieRend im
Standard-CaN-Assay mit RIl-Phosphopeptid als Substrat. Die gezeigten Daten entsprechen den Mittelwerten
(x SD) von drei unabhangigen MeRreihen.
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Um die inhibitorische Potenz von CsA, [AD-Ser]’CsA und [DAT-Sar]?CsA im Komplex mit
Cyp18 gegenuber CaN zu messen, wurden 10 pM der jeweiligen Verbindung mit steigenden
Konzentrationen an Cypl8 fur 30 min bei 22°C vorinkubiert. AnschlielRend erfolgte ein
weiterer Inkubationsschritt mit CaN/Calmodulin in Assay-Puffer. Da die CsA-Derivate
tight binding-Inhibitoren fur Cyclophiline sind, kann die Konzentration des CaN-inhibierenden
CsA/Cypl18-Komplexes Uber die Konzentration des Cyclophilins im MelRansatz eingestellt
werden. Obwohl CsA, [DAT-Sar]?*CsA und [AD-Ser]®CsA die PPlase-Aktivitat von Cypl8
inhibieren kénnen, zeigen nur CsA und [DAT-Sar?’CsA auch eine Hemmung der
Phosphatase-Aktivitat von CaN (Abb. 4.18 A). Das in der putativen CaN-Binderegion
modifizierte [AD-Ser]’CsA ist dazu nicht befahigt, genauso wie [Ac-MeBmt]'CsH. Der
ICso-Wert der CaN-Inhibition betragt fir den CsA/Cypl18-Komplex 110 + 9 nM. Dieser Wert
stimmt sehr gut mit den bereits publizierten Werten anderer Arbeitsgruppen tberein (Liu et
al., 1991) und wurde auch mit Phospho-Casein als Substrat bestatigt. Uberraschenderweise
konnte fiir [DAT-Sar]’CsA aus diesen MeRdaten eine Cyclophilin-unabhdngige CaN-
Inhibition abgeleitet werden (Abb. 4.18).
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Abb. 4.19: Inhibition von CaN durch CsA, [DAT-Sar]*CsA, [AD-Ser]®CsA und [Ac-MeBmt]*CsH im CaN-
Assay, gemessen mit pNPP als Substrat.

Zur Messung der CaN-Inhibition durch CsA (#), [DAT-Sar]°CsA (R), [AD-Ser]°’CsA (&) und [Ac-MeBmt]'CsH (¥)
wurden die Substanzen in einer Konzentration von 10 uM mit steigenden Konzentrationen an Cyp18 fur 30 min
bei 22°C vorinkubiert. Dieses Gemisch (A) oder steigende Konzentrationen der Einzelsubstanzen @) wurden
weitere 30 min bei 22°C mit CaN/Calmodulin in Assay-Puffer inkubiert. Die Messung erfolgte anschlieRend im
CaN-Test mit pNPP als Substrat. Zur Berechnung der Phosphatase-Aktivitdten wurden die Anfangsanstiege der
Dephosphorylierung nach vorheriger linearer Regression verwendet. Die gezeigten Daten entsprechen den
Mittelwerten (x SD) von drei unabhangigen Mef3reihen.
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Zur Bestétigung dieses Befundes wurden die verwendeten Cyclosporine ohne Cypl8 mit
CaN/Calmodulin in Assay-Puffer inkubiert. Fir die Messung wurde RII-Phosphopeptid als
Substrat eingesetzt (Abb. 4.18 B). Nach Auswertung der vorliegenden Daten konnte flr
[DAT-Sar]’CsA ein ICs-Wert von 1 + 0.1 pM bestimmt werden. Das CsA-Derivat
[DAT-Sar]’CsA kann CaN unabhéngig von der Bindung an Cypl8 inhibieren. Ohne
Cyp18-Zusatz hatten weder CsA noch [AD-Ser]?CsA oder [Ac-MeBmt]'CsH einen EinfluR auf
die CaN-Aktivitat.

In einem anderen CaN-Assay mit dem unphysiologischen Substrat pNPP wurde
zusatzlich untersucht, ob die Substanzen auch in diesem Test die Phosphatase-Aktivitat
beeinflussen kdnnen. Analog zu den bereits durchgefihrten Messungen mit dem
RIl-Phosphopeptid wurde die Substanz-Konzentration oder wenn diese konstant war,
alternativ die Cyp18-Konzentration variiert (Abb. 4.18 A). Fur CsA konnte die typische und in
Publikationen bereits mehrmals beschriebene Aktivierung der Phosphatase-Aktivitat durch
den CsA/Cypl18-Komplex beobachtet werden (Liu et al., 1991; Swanson et al., 1992).

Die Enzym-Aktivitdt von CaN blieb bei Messungen mit pNPP als Substrat durch
[DAT-Sar]?CsA, [AD-Ser]*CsA und [Ac-MeBmt]'CsH in Gegenwart von Cyp18 unbeeinfluft.
Auch in Mef3reihen, in denen die Substanzen ohne die Cypl18 mit CaN und pNPP inkubiert
wurden, war keine Veranderung der CaN-Aktivitat zu verzeichnen (Abb. 4.18 B).
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Abb. 4.20: Dixon-Plot der CaN-Inhibition durch [DAT-Sar]3CsA.

CaN wurde mit steigenden Konzentrationen von [DAT-Sar]’CsA inhibiert. Zur Messung wurden folgende
Substratkonzentrationen eingesetzt: 5 uM (#), 8 UM (& ), 10 uM (M), und 15 pM (¥ ) RII-Phosphopeptid (Gemisch
aus biotinyliertem und unbiotinyliertem RII-Phosphopeptid in einem molaren Verhéltnis von 1:200). Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte (+ SD) von drei unabhangigen Versuchen.
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Um den K-Wert und den Hemmtyp der CaN-Inhibition durch [DAT-Sar]?CsA zu ermitteln,
wurde die Enzym-Aktivitit mit steigenden Konzentrationen an [DAT-Sar]’CsA bei
unterschiedlichen Konzentrationen des RIl-Phosphopeptid-Substrates im Ansatz gemessen.
Die erhaltenen MeRRwerte wurden in einem Dixon-Plot aufgetragen. Fir einen kompetitiven
Inhibitor sollten die Geraden ein Strahlenbiindel mit Schnittpunkt Gber der yAchse bilden.
Der dazugehdrige y-Wert ist der negative Ki-Wert. Im Falle eines nicht-kompetitiven Inhibitors
sollte ein Strahlenbiindel entstehen, dessen Schnittpunkt jedoch auf der yAchse liegt. Bei
einem unkompetitiven Inhibitor schneiden sich die Kurven nicht, da eine Parallelenschar

entsteht. Bei einem nicht-kompetitiven Inhibitor entsteht ein Strahlenbindel. Dessen
Schnittpunkt mit der y-Achse entspricht bei [S][=¥ dem negativen K-Wert.

Wie in Abb. 4.19 zu sehen ist, liegt bei der CaN-Inhibition durch [DAT-Sar]>CsA ein
nicht-kompetitiver Hemmtyp vor. Als ungefahrer Ki-Wert dieser Enzym-Hemmung wurde
1.1 £ 0.1 uM ermittelt. Dieser Wert ist nahezu identisch mit dem aus Abb. 4.18 B bestimmten
ICso-Wert von 1 puM. Da auBerdem geklart werden mufRte, ob [DAT-Sar]’CsA auch im
Komplex mit Cyp18 CaN inhibieren kann, wurde ein Kompetitionsexperiment durchgefunhrt.
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Abb. 4.21: Kompetition des an CaN gebundenen [DAT—Sar]BCsA durch Cyp18.
Die CaN-Aktivitat wurde mit RIlI-Phosphopeptid gemessen, nachdem ein durch Vorinkubation gebildeter dimere

[DAT-Sar]’Cs A/CaN-Komplex mit steigenden Konzentrationen an Cyp18 fiir 30 min bei 30°C inkubiert wurde. Die
Daten geben die Mittelwerte (= SD) von drei unabhangigen Versuchen wieder.

Durch steigende Konzentrationen von Cypl18 im Reaktionsansatz wurde versucht, das CaN-
gebundene [DAT-Sar]’CsA zu kompetitieren und so die Phosphatase-Aktivitat des Enzyms
zu erhohen. Tatsachlich gelang es, die CaN-Aktivitat durch einen Cyp18-Zusatz um mehr als
den Faktor 3 zu steigern (Abb. 4.21).
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Neben diesem enzymkinetischen Beweis wurden noch weitere proteinchemische Methoden
eingesetzt, um diese Annahme zu erhéarten. So wurde Cypl8 als GST-Fusionsprotein
zusammen mit CaN und den Inhibitoren CsA oder [DAT-Sar]*CsA bzw. DMSO als Kontrolle
inkubiert (Abb. 4.21).

Calcineurin B &

Cyclophilin 18 - " . -

Abb. 4.22: Prazipitation eines trimeren CaN/Inhibitor/GST-Cyp18-Komplexes.

GST-Cyp18 wurde mit CaN in Anwesenheit von DMSO (Spur 1), 10 uM CsA (Spur 2) oder 10 pM [DAT-Sar]BCsA
(Spur 3) fiir 20 min bei 22°C inkubiert und anschlieend mit Glutathion-Sepharose prazipitiert. Die gebundenen
Proteine wurden eluiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt, um nach dem Blotten mit einem anti-CaN- und
anti-Cyp18-Antikérper analysiert zu werden.

Obwohl beide Cyclosporine an GST-Cypl8 binden und die PPlase-Aktivitat des
Fusionsproteins inhibieren kdnnen (Daten nicht gezeigt), war nur der CsA/GST-Cypl8-
Komplex in der Lage, CaN zu binden. Durch die Inkubation der Membran mit einem anti-

Cyp18-Ab wurde bewiesen, daf3 gleiche Proteinmengen an Cyp18 verwendet wurden.

4.2.3 Spezifitat der Calcineurin-Inhibition durch [DAT-Sar]’CsA

In  umfangreichen MefRreihen mit radioaktiv markiertem Phospho-Casein und
Phosphorylasea wurde der Fragestellung nachgegangen, wie spezifisch CaN durch
[DAT-Sar]’CsA gehemmt wird. Es konnte sein, daR ein Teil der CaN-Spezifitit des
CsA/Cyp18-Komplexes durch die Proteinkomponente vermittelt wird.

In diesen Experimenten wurden sowohl die PP1, PP2A, PP2B (CaN) als auch die
PP2C mit zwei Konzentrationen an [DAT-Sar]?*CsA oder einem &quimolaren CsA/Cypl8-
Gemisch fur 20 min bei 22°C inkubiert. Die Messung der PP1-Aktivitat erfolgte mit
Phosphorylase a, die der anderen Ser/Thr-Proteinphosphatasen mit Phospho-Casein als
Substrat.
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Phosphatase-Restaktivitat (% der Kontrolle)

Phosphatase bei 20 uM bei 100 pM bei 100 pM
[DAT-Sar]’CsA [DAT-Sar]’CsA CsA/Cyp18
PP1 104 95 97
PP2A 96 102 104
PP2B 18 5 0
PP2C 94 107 99

Abb. 4.23: Inhibition von vier Ser/Thr-Proteinphosphatase-Typen durch [DAT-Sar]’CsA und CsA/Cyp18.
Die inhibitorische Potenz von zwei verschiedenen [DAT-Sar]SCsA—Konzentrationen und eines &quimolaren
CsA/Cypl18-Gemisches gegeniiber anderen Ser/Thr-Phosphatasen wurde mit Phosphorylase a bzw. Phospho-
Casein als Substrat in drei unabhangigen Experimenten getestet. Die MeBwerte geben den Mittelwert dieser
Versuchsreihen wieder, wobei die Standardabweichung stets < 8 % war.

Das CsA-Derivat [DAT-Sar]’CsA zeigt im Vergleich mit anderen Proteinphosphatasen eine
ahnlich hohe Spezifitat fur CaN wie der CsA/Cypl8-Komplex. Somit kann davon
ausgegangen werden, dal3 dese Selektivitéat nicht durch Cypl8 vermittelt wird und die
Modifikation des CsA in Position 3 darauf keinen Einflul hat. Vermutlich bindet
[DAT-Sar]’CsA an die gleiche Stelle des CaN-Molekiils wie der CsA/Cyp18-Komplex.

4.2.4 Lokalisation der [DAT-Sar]*CsA-Bindungsstelle am Calcineurin

Lange Zeit war nur die Rontgen-Kristallstruktur des CaN/FK506/FKBP12-Komplexes bekannt
(Griffith et al., 1995). Erst im September diesen Jahres wurde die Struktur von CsA im
Komplex mit CaN und Cypl8 veroffentlicht (Huai et al., 2002). Damit ist CsA das einzige
Cyclosporin, von dem die exakte Bindungsstelle am CaN bekannt ist. Zur indirekten
[DAT-Sar]’CsA-Bindungsstelle
enzymkinetisches Experiment durchgefuhrt. Dabei wurde die Inhibition von CaN durch
[DAT-Sar]’CsA, den FK506/FKBP12-Komplex oder einem Gemisch aus beiden
Komponenten mit RIl-Phosphopeptid gemessen. Da auch FK506 ein tight binding- Inhibitor
fur FKBP12 ist, konnte durch Variation der FKBP12-Konzentration im Ansatz, die
Konzentration des FK506/FKBP12-Komplexes eingestellt werden (Aldape et al., 1992).

Lokalisation der am CaN wurde deshalb ein

Gleichzeitig wurden fur das Gemisch die theoretisch zu erwartenden Kurvenverlaufe fir
identische oder verschiedene Bindungsstellen simuliert. Fur die Simulation einer identischen
Bindungsstelle wurde die Inhibitionskurve des FK506/FKBP12-Komplexes zugrunde gelegt.
Ein additiver Term, der die inhibitorische Potenz und die Konzentration des zweiten Inhibitors
im MeRansatz ausdriickt, wird mit einbezogen, so dal3 sich die resultierende Kurve in
Richtung geringerer FK506/FKBP12-Konzentrationen verschiebt.
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Die Kurvenform bleibt jedoch gleich. Fir die Simulation einer Bindung an verschiedene
Stellen des CaN-Molekiils wurde die dazugehdrige Kurve durch ein vereinfachtes Modell von
KELETI berechnet (Keleti, 1986). Dabei wird auch wieder von der Inhibitionskurve des
FK506/FKBP12-Komplexes ausgegangen. Diese wird linearisiert und neben dem Anstieg
auch der Schnittpunkt mit der y-Achse berechnet. Entsprechend einem Term, der sich aus
dem K-Wert und der [DAT-Sar]?*CsA-Konzentration im MeRansatz zusammensetzt, wird die
Inhibitionskurve des FK506/FKBP12-Komplexes auf der y-Achse verschoben. Nach
Delinearisierung der Kurve erhalt man die simulierte Inhibitionskurve fir den Fall, daf?
[DAT-Sar]’CsA und der FK506/FKBP12-Komplex an unterschiedlichen Stellen binden. Das
CsA/Cyp18-Mel3system konnte in diesem Fall nicht angewandt werden, da die gleichzeitige
Anwesenheit von [DAT-Sar]*CsA und Cyp18 im MeRansatz zu unerwiinschten Interaktionen
fuhrt. Aus diesem Grund wurde fir die enzymkinetischen Messungen der FK506/FKBP12-
Komplex als hochaffiner CaN-Inhibitor eingesetzt.

100 -

[e2] [e]
o o
P R T W T N S N

SN
o
I

N
o
T R

Calcineurin-Aktivitat (% der Kontrolle)

20 40 60 80 100 200
[FKBP12] (nM)

Abb. 4.24: Inhibition von CaN durch [DAT-Sar]3CsA, FK506/FKBP12-Komplex oder einem Inhibitor-
Gemisch aus [DAT-Sar]3CsA und FK506/FKBP12.

CaN wurde mit 0.75 pM [DAT-Sar]3CsA (W), 1uM FK506 (#) oder einem Gemisch aus 0.75 pM [DAT-Sar]3CsA

und 1uM FK506 (Q) in Gegenwart von steigenden Konzentrationen an FKBP12 fir 20 min bei 22°C inkubiert.
Die Restaktivitdt wurde mit RIlI-Phosphopeptid gemessen und auf eine Kontrolle ohne Inhibitor berechnet. Alle
Daten geben die Mittelwerte @ SD) von drei unabhangigen Versuchen wieder. Durch Simulation einer Inhibition,
bei der beide Inhibitoren dieselbe Bindungsstelle beanspruchen, wurde die Kurve ¢ -- %) generiert. Eine
Inhibition, bei der sich die Inhibitoren an zwei unterschiedlichen Stellen anlagern, wirde einer Kurvenform (% %)
entsprechen.

Die CaN-Inhibition durch [DAT-Sar]?*CsA ist unabhéngig von der FKBP12-Konzentration
(Abb. 4.23). Die CaN-Aktivitdit wird durch den FK506/FKBP12-Komplex gehemmt
(ICso-Wert= 60 nM).
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Dieser Wert ist dem in der Literatur publizierten Wert von 50 nM &hnlich (Liu et al., 1991). Bei
der simultanen Inhibition von CaN durch [DAT-Sar]*CsA und den FK506/FKBP12-Komplex
ging die Enzym-Aktivitat stirker zuriick, als mit [DAT-Sar]?CsA alleine. Die entstandene

Kurvenform &hnelte dabei mehr der simulierten Kurve fur identische Bindungsstellen.

4.2.5 Calcineurin-Inhibition durch Cyclosporinein vivo

Auch fur die Detektion einer CaN-Inhibition durch die Cyclosporine in vivo wurde NFAT als
physiologisches Substrat herangezogen. Die Transkriptionsaktivitdét von NFAT ist gut Uber
Reportergen-Assays mel3bar und die Verdnderung der Affinitdt zu spezifischen
DNA-Bereichen bzw. die Translokation vom Zytosol in den Kern kann mit EMSA verfolgt

werden.

4.25.1 Einflu3 der Cyclosporine auf NFAT-Reportergen-Aktivitat

Zur indirekten Messung der intrazellularen CaN-Aktivitdt wurden humane T-Lymphozyten mit
einem Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert. Die Expression des Reporter-Enzyms
stand dabei unter Kontrolle von NFAT. Die Zellen wurden nach einer Ruhephase mit CsA,
[DAT-Sar]?CsA, [AD-Ser]?CsA und CsH vorinkubiert. Durch die sich anschlieRende Zugabe
von PMA/lonomycin erfolgte eine Stimulation der Zellen. Der Phorbol-Ester PMA bindet an
die Proteinkinase C (PKC) und aktiviert dieses Schliussel-Enzym zahlreicher physiologischer
Vorgénge, welches andere zellulare Proteine phosphorylieren kann (Mosior und Newton,
1995). lonomycin ist ein Calcium-lonophor, welches nach Applikation dafir sorgt, daf3 die
intrazellularen Calcium-Speicher in das Cytoplasma entleert werden (Negulescu et al.,
1994). Der Anstieg des zytosolischen Calcium-Spiegels fuhrt zu einer Aktivierung Calcium-
bindender Proteine, wie z.B. Calmodulin und CaN. Es ist hinreichend bekannt, dal3 die
T-Zell-Aktivierung unter anderem Uber eine PKC-Aktivierung und einen erhdhten Calcium-
Spiegel initiert wird. Mit Hilfe von PMA und lonomycin ist es somit mdglich, eine
physiologische Stimulation partiell nachzuahmen (June et al., 1989). Nachdem die Zellen
ausreichend Zeit hatten, die Luciferase zu exprimieren und zu akkumulieren, wurden sie
durch detergenzhaltigen Puffer und Sonikation lysiert. Die geklarten Uberstande wurden
separiert und auf Luciferase-Aktivitat hin untersucht. Dabei mil3t man die ATP-abhéngige und
unter Chemilumineszenz ablaufenden Oxidation des Substrates Luciferin durch das Enzym

Luciferase.
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Abb. 4.25: Inhibition der Luciferase-Expression in einem NFAT-Reportergen-Assay durch Cyclosporine.
Humane T-Lymphozyten wurden mit einem NFAT-Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert und
anschlieend mit steigenden Konzentrationen an CsA (A), [DAT-Sar]3CsA (B), [AD-Ser]SCsA (C) und
[Ac-MeBmt]l(:sH (D) fur 30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 40 nM PMA und 1 pM lonomycin erfolgte
die Stimulation der Zellen fiir 5 h bei 37°C. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen in einem speziellen
Aufschlu3-Puffer lysiert und die Luciferase-Aktivitat detektiert. Die dargestellten Werte geben das n-fache der
Luciferase-Aktivitdt & SD) von mehreren unabhéngigen Experimenten wieder. Da die Zellen gleichzeitig mit
einem [R-Galaktosidase-Expressionsplasmid transfiziert wurden, konnten alle MeRwerte auf gleichen
Proteingehalt normiert werden.

Die Aktivitat des NFAT-Reportergen-Konstruktes geht bei steigenden CsA-Konzentrationen
drastisch zuriick (Abb. 4.25). So konnte in dieser Melireihe fir CsA ein ICs-Wert von
2 £ 0.3 nM bestimmt werden. Das steht im Widerspruch zu den in vitro ermittelten Daten von

100 nM, stimmt aber mit Resultaten vergleichbarer in vivo-Experimente in der Literatur
Uberein (Aramburu et al., 1999b).
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Der Grund dafir ist, dall CsA die Zellmembran gut passieren kann. Im Zytosol wird es sofort
von Cyclophilinen gebunden. Diese kbénnen bis zu 0.4 % des Gesamtproteins der Zelle
ausmachen (Harding et al., 1986; Hohman und Hultsch, 1990). Dadurch wird CsA in der
Zelle aufkonzentriert. Das gleiche Prinzip sollte auch bei [DAT-Sar]?CsA méglich sein, aber
mit dem Unterschied, daR der gebildete [DAT-Sar]>*CsA/Cyp18-Komplex CaN nicht inhibieren
kann. [DAT-Sar]?’CsA inhibiert die Reportergen-Expression mit einem ICg-Wert von
60 + 4 nM. Das CsA-Derivat [AD-Ser]°CsA und das CsH-Derivat [Ac-MeBmt]'CsH zeigten

keinen Effekt auf die Aktivierung von NFAT im Reportergen-Assay.

4.2.5.2 Veranderungen im NFAT -Gelshift durch Cyclosporine

Um die Resultate des bereits durchgefiihrten NFAT-Reportergen-Assays zu Uberprifen,
wurde ein EMSA mit radioaktiv markiertem Oligonukleotid, welches ein Fragment des
distalen Bereiches des humanen IL-2-Promotors enthielt, durchgefuhrt. Dafir wurden
Kernextrakte von T-Zellen préapariert, die zuvor mit CsA, [DAT-Sar]>CsA, [AD-Ser]?CsA und
[Ac-MeBmt]'CsH behandelt wurden. Nur wenn NFAT durch CaN dephosphoryliert wird, kann
es in den Kern translozieren und dort an spezifische DNA-Sequenzen binden. Durch die
Dephosphorylierung wird auch die Affinitat des Transkriptionsfaktors zu seinen Bindemotiven
gesteigert, die mit Hilfe eines EMSA detektiert werden kénnen. Mit diesem Experiment kann
Uberpriift werden, ob nanomolare Konzentrationen von [DAT-Sar]’CsA einen EinfluR auf die
NFAT/DNA-Bindung haben. Um das Gelshift-System zu verifizieren, wurde zuerst die
Substanz CsA getestet, da bereits mehrfach bewiesen wurde, dal durch diese das
Bindevermbégen von NFAT an IL-2-Promotor-Bereiche gesenkt bzw. total aufgehoben
werden kann (Randak et al., 1990; Brabletz et al., 1991). Neben der Autoradiografie eines
NFAT-EMSA von CsA-behandelten T-Lymphozyten (Abb. 4.26 A) ist auf der rechten Seite
die densitometrische Auswertung des Gelshifts zu sehen (Abb. 4.26 B).

CsA ist in der Lage, die Affinitit des NFAT zum Oligonukleotid in einer
konzentrationsabhangigen Weise zu verringern. Im Gelshift-Experiment wurde fir CsA ein
ICso-Wert von 3 £ 0.4 nM ermittelt. Dieses Ergebnis stimmt mit den aus den Reportergen-
Assays gewonnenen ICso-Wert von 2 nM gut Uberein. Naturlich ist der Fehler bei einem
EMSA viel grofl3er, was mit einem ungunstigen Signal/Rausch-Verhéltnis begriindet werden
kann. Aufgrund dieser guten Ubereinstimmung kann man davon ausgehen, daR die
Ergebnisse aus den Reportergen-Assays auch auf die Gelshift-Experimente Ubertragbar
sind. So zeigten auch [DAT-Sar]’CsA-behandelte T-Zellen eine konzentrationsabhangige
Verminderung der NFAT/DNA-Interaktion (Abb. 4.27).
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Abb. 4.26: NFAT-Gelshift mit Kernextrakten von CsA-behandelten T-Lymphozyten.

Humane T-Zellen wurden mit CsA in folgenden Konzentrationen fiir 30 min bei 37°C inkubiert: 1 nM (Spur 3),
5nM (Spur 4), 15 nM (Spur 5), 30 nM (Spur 6) und 100 nM (Spur 7). Nach Stimulation der Zellen fir 40 min bei
37°C durch Zugabe von 40 nM PMA und 2 puM lonomycin erfolgte die Praparation der Kernextrakte. Fir das
Gelshift-Experiment wurden 4 pg Kernprotein mit 2 pmol radioaktiv markiertem Oligonukleotid (Fragment des
distalen IL-2-Promotors) fur 30 min bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 6 %igen
TBE-Gel. Durch Autoradiografie wurde die Radioaktivitat visualisiert @). Nach der Digitalisierung der Daten
erfolgte die densitometrische Auswertung (B). Kernextrakte unstimulierter (Spur 1) und stimulierter T-Zellen ohne
Inhibitor (Spur 2) wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Um die Spezifitat der NFAT/DNA-Wechselwirkung zu beweisen,
wurde unmarkiertes Oligonukleotid in 50fachem molaren UberschulR zu einer stimulierten Probe dazugegeben,
wodurch kein Gelshift auftrat (Daten nicht gezeigt). Im Diagramm sind die Mittelwerte (+x SD) von drei
unabhangigen Experimenten dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des NFAT/DNA-Komplexes im
Gel.

Nach densitometrischer Auswertung und Auftragung der Daten gegen die Inhibitor-
Konzentration konnte fiir [DAT-Sar]’CsA ein ICs,-Wert von 70 + 6 nM bestimmt werden. Die
im NFAT-Reportergen-Assay eingesetzte [DAT-Sar]*CsA-Konzentration, bei der 50 % der
Aktivitdat gehemmt wurden, betrug 60 nM. Somit konnten im NFAT-EMSA die ICs-Werte flr
CsA und [DAT-Sar]’CsA der Reportergen-Assays bestatigt werden.

Analog zu den beiden vorherigen Experimenten wurden T-Lymphozyten mit
[AD-Ser]’CsA behandelt, um zu kléaren, ob die im NFAT-Gelshift beobachteten Effekte von
CsA und [DAT-Sar]’CsA spezifisch durch CaN vermittelt wurden. [AD-Ser]?CsA sollte keinen
EinfluR auf die NFAT/DNA-Wechselwirkung haben, da weder [AD-Ser]?CsA alleine noch der
[AD-Ser]’CsA/Cyp18-Komplex an CaN binden kénnen. Es konnten keine [AD-Ser]’CsA-
abhangigen Veranderungen im NFAT-Gelshift detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.27: NFAT-Gelshift mit Kernextrakten von [DAT-Sar]3CsA-behandelten T-Lymphozyten.

Humane T-Zellen wurden mit [DAT-Sar]3CsA in folgenden Konzentrationen fur 30 min bei 37°C inkubiert: 30 nM
(Spur 3), 80 nM (Spur 4), 200 nM (Spur 5), 500 nM (Spur 6), 1 uM (Spur 7) und 2 uM (Spur 8). Nach Stimulation
der Zellen fur 40 min bei 37°C durch Zugabe von 40 nM PMA und 2 uM lonomycin erfolgte die Praparation der
Kernextrakte. Fur das Gelshift-Experiment wurden 4 pg Kernprotein mit 2 pmol radioaktiv markiertem
Oligonukleotid (Fragment des distalen IL-2-Promotors) fir 30 min bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Proben
erfolgte in einem 6 %igen TBE-Gel. Durch Autoradiografie wurde die Radioaktivitat visualisiert @). Nach der
Digitalisierung der Daten erfolgte die densitometrische Auswertung (B). Kernextrakte unstimulierter (Spur 1) und
stimulierter T-Zellen ohne Inhibitor (Spur 2) wurden als Kontrolle mitgefihrt. Um die Spezifitdt der Protein/DNA-
Wechselwirkung zu beweisen, wurde unmarkiertes Oligonukleotid in 50fachem molaren UberschuRR zu einer
stimulierten Probe hinzugegeben, wodurch kein Gelshift auftrat (Daten nicht gezeigt). Im Diagramm sind die
Mittelwerte (+ SD) von drei unabhéngigen Experimenten dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des
NFAT/DNA-Komplexes im Gel.

Auf einen NFAT-EMSA mit [Ac-MeBmt]'CsH wurde verzichtet, da durch dieses Derivat
weder CaN noch Cypl8 inhibiert werden kann und im NFAT-Reportergen-Assay kein Einflufd
nachzuweisen war. Aus den Ergebnissen la3t sich schluf3folgern, dafd nur CsA und
[DAT-Sar]’CsA konzentrationsabhangig die CaN-Aktivitat invivo und damit auch die
Dephosphorylierung von NFAT blockieren kdnnen.

4.2.5.3 Einflu® der Cyclosporine auf NFkB-Reportergen-Aktivitat

Die Transkriptionsaktivitat von NFKB wird vermutlich auch tber den Calcium/CaN-Signalweg
beeinflul3t, wobei der genaue Mechanismus noch unklar ist. Es ist beschrieben, dal3 das
Immunsuppressivum CsA die Degradation der NFkB-Inhibitoren kBa und kBb nach Zell-
Aktivierung verhindern kann. Dieser Effekt konnte in Jurkat-Zellen, aber auch in humanen

und murinen primaren T-Lymphozyten beobachtet werden (Marienfeld et al., 1997).
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Abb. 4.28: Inhibition der Luciferase-Expression in einem NF B-Reportergen-Assay durch Cyclosporine.
Humane T-Lymphozyten wurden mit einem NFkB-Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert und dann mit
steigenden Konzentrationen an CsA @A), [DAT-Sar]BCsA (B), [AD-Ser]°CsA () und [Ac-MeBmt]'CsH (@) fir
30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 40 nM PMA und 1 puM lonomycin wurden die Zellen fur 5 h bei 37°C
stimuliert. Anschlielend wurden die Zellen in einem speziellen Aufschlu3-Puffer lysiert und die Luciferase-
Aktivitat detektiert. Die dargestellten Werte geben das nfache der Luciferase-Aktivitdt ¢ SD) von mehreren
unabhangigen Experimenten wieder. Da die Zellen gleichzeitig mit einem R-Galaktosidase-Expressionsplasmid
transfiziert wurden, konnten alle MeRwerte auf einen gleichen Proteingehalt normiert werden.

Es ist aus der Literatur bekannt, dal3 CsA, im Gegensatz zum NFAT-Signalweg, die
Aktivierung des NFkB-Signalweges nicht vollstandig verhindern kann (Aramburu et al.,

1999b).
Mdoglicherweise wird diese Hemmung der NFkB-Aktivitat eigentlich durch eine

Cyclophilin-Inhibition vermittelt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein Reportergen-
Assay, bei dem die Expression von Luciferase unter Kontrolle von NFKB stand, durchgefuhrt

(Abb. 4.28).
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CsA hemmt die Aktivitdt des NFkB-Reportergen-Konstruktes in T-Lymphozyten mit einem
ICso-Wert von 4 + 0.2 nM. Ahnliche Werte wurden auch von ARAMBURU et al. in Jurkat-Zellen
gemessen (Aramburu et al., 1999b). Jedoch war das CsA-Derivat [DAT-Sar]’CsA in diesem
Test im Vergleich mit CsA ein 250fach schlechterer Inhibitor der Transkriptionsaktivitét
(ICso=1 = 0.1 uM). Die Expressionsakiivitat lie3 sich - den Erwartungen entsprechend -
durch beide Substanzen nicht komplett inhibieren. Das CsA-Derivat [AD-Ser]’CsA zeigte
trotz fehlender CaN-Inhibition eine deutliche Hemmung der Luciferase-Expression
(ICs=75% 4 nM) in diesem Assay. Dieses Ergebnis kdnnte ein Indiz fur eine Cyclophilin-
Beteiligung sein. Zur Absicherung dieser Annahme wurde in diesem Assay zusatzlich
[Ac-MeBmt]'CsH untersucht. Da diese Verbindung weder in der Lage ist CaN noch
Cyclophilin  zu inhibieren, sollte kein EinfluB auf die NFkB-Transkriptionsaktivitat
nachzuweisen sein. Jedoch vermindern steigende Konzentrationen an [Ac-MeBmt]'CsH
auch die Reportergen-Expression mit einem ICs-Wert von 100 + 8 nM. Somit kann
geschluf3folgert werden, dald die Abnahme der NFkB-Transkriptionsaktivitat in stimulierten
T-Zellen nach Inkubation mit CsA, [DAT-Sar]?CsA, [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH nicht
ausschlief3lich auf eine Beeinflussung von CaN zurtckzuflhren ist. So verhalt sich das CsH,
von welchem das [Ac-MeBmt]'CsH abgeleitet wurde, in vivo nicht indifferent (Wenzel-Seifert
etal., 1991).

4.2.5.4 Veranderungen im NFkB-Gelshift durch Cyclosporine

Kritisch betrachtet, konnten Ursachen fir die verminderte Luciferase-Aktivitat in CsA,
[DAT-Sar]’CsA-, [AD-Ser]’CsA- oder [Ac-MeBmt]'CsH-behandelten T-Zellen auch
Veranderungen in der Proteinstabilitat, Expression anderer Proteine oder die Beeinflussung
von zellularen Regelkreisen sein. Deshalb wurde versucht, mit Hilfe von Gelshift-
Experimenten in vitro die Bindung von NFkB an spezifische DNA-Sequenzen nachzuweisen
(Abb. 4.29 und 4.30). Die Stimulation der T-Lymphozyten durch PMA und lonomycin fiihrte
zu einer Aktivierung von NFKkB, die Uber eine Zunahme der Menge an retardiertem und
radioaktiv markiertem Oligonukleotid im Gel detektiert werden konnte. Ahnliche
Beobachtungen konnten fur NFkB bereits mehrfach von anderen Experimentatoren gemacht
werden. Zusatzlich wurde hier aber versucht, durch Vorinkubation der Zellen mit CsA
(Abb.4.29 A), [DAT-Sar’CsA (Abb. 4.29 C), [AD-Ser]?’CsA (Abb. 4.30 A) oder
[Ac-MeBmt]'CsH (Abb. 4.30 C) die Aktivierung von NFkB zu vermindern oder aufzuheben.
CsA konnte mit einem IC5-Wert von 15 £ 1 nM die Bindung von NFkB-Proteinen an die DNA

in einer konzentrationsabhangigen Weise hemmen (Abb. 4.29 B).



Ergebnisse 93

Fir [DAT-Sar]’CsA konnte in dieser Versuchsreihe ebenfalls ein Hemmeffekt beobachtet

werden (ICso= 23 = 2 nM).
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Abb. 4.29: NFk B-Gelshift mit Kernproteinen aus CsA- bzw. [DAT-Sar]3CsA-behandelten T-Zellen.

Humane T-Zellen wurden mit CsA (A) bzw. [DAT-Sar]BCsA (C) in folgenden Konzentrationen fur 30 min bei 37°C
inkubiert: 10 nM (Spur 3), 50 nM (Spur 4), 250 nM (Spur 5) und 2 uM (Spur 6). Nach Stimulation der Zellen fiir 40
min bei 37°C mit 40 nM PMA und 2 pM lonomycin erfolgte die Préparation der Kernextrakte. Fur das Gelshift-
Experiment wurden 4 pg Kernprotein mit 2 pmol radioaktiv markiertem Oligonukleotid (p65-Bindemotiv) fir 30 min
bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 6 %igen TBE-Gel. Durch Autoradiografie wurde
die Radioaktivitat visualisiert (A und C). Nach der Digitalisierung der Daten erfolgte die densitometrische
Auswertung (B und D). Kernextrakte unstimulierter (Spur 1) und stimulierter T-Zellen ohne Inhibitor (Spur 2)
wurden als Kontrolle mitgefihrt. Um die Spezifitdt der Protein/DNA-Wechselwirkung zu beweisen, wurde
unmarkiertes Oligonukleotid in 50fachem molaren UberschuR zu einer stimulierten Probe hinzugegeben, wodurch
kein Gelshift auftrat (Daten nicht gezeigt). Im Diagramm sind die MeRwerte & SD) von drei unabhangigen
Experimenten dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des NFkB/DNA-Komplexes im Gel.
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Abb.4.30:NFk B-Gelshift mit Kernproteinen aus [AD-Ser]SCsA- bzw. [Ac-MeBmt]1CsH-behandeIten T-Zellen.
Humane T-Zellen wurden mit [AD-Ser]?CsA (A) bzw. [Ac-MeBmt]'CsH (C) in folgenden Konzentrationen fur
30 min bei 37°C inkubiert: 10 nM (Spur 3), 50 nM (Spur 4), 250 nM (Spur 5) und 2 uM (Spur 6). Nach Stimulation
der Zellen flr 40 min bei 37°C mit 40 nM PMA und 2 pM lonomycin erfolgte die Praparation der Kernextrakte. Fur
das Gelshift-Experiment wurden 4 pg Kernprotein mit 2 pmol radioaktiv markiertem Oligonukleotid
(p65-Bindemotiv) fiir 30 min bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 6 %igen TBE-Gel.
Durch Autoradiografie wurde die Radioaktivitat visualisiert (A und C). Nach der Digitalisierung der Daten erfolgte
die densitometrische Auswertung (B und D). Kernextrakte unstimulierter (Spur 1) und stimulierter T-Zellen ohne
Inhibitor (Spur 2) wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Um die Spezifitdt der Protein/DNA-Wechselwirkung zu
beweisen, wurde unmarkiertes Oligonukleotid in 50fachem molaren UberschuR zu einer stimulierten Probe
hinzugegeben, wodurch kein Gelshift auftrat (Daten nicht gezeigt). Im Diagramm sind die Mittelwerte (+ SD) von
drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des NFkB/DNA-Komplexes
im Gel.
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Das CsA-Derivat [AD-Ser]’CsA kann die Aktivierung von NFkB mit einem ICs,-Wert von
300 + 32 nM inhibieren. Obwohl dieses Derivat im Komplex mit Cyclophilin das CaN nicht
hemmen kann, wird durch diese Substanz der NFkB-Signalweg beeinfluft.

Uberraschenderweise kann [Ac-MeBmt]'CsH im Gelshift-Experiment die Aktivierung von
NFkB ebenfalls vermindern (ICs,= 500 * 48 nM).

4.2.5.5 Einfluld der Cyclosporine auf AP-1-Reportergen-Aktivitat

Um den EinfluR der Cyclosporine auf den AP-1-Signalweg zu untersuchen, wurden
Reportergen-Assays genutzt (Abb. 4.31).
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Abb. 431: Inhibition der Luciferase-Expression in einem AP-1-Reportergen-Assay durch Cyclosporine.
Humane T-Lymphozyten wurden mit einem AP-1-Luciferase-Reporterggen-Konstrukt transfiziert und dann mit
steigenden Konzentrationen an CsA @A), [DAT-Sar]BCsA (B), [AD-Ser]°CsA () und [Ac-MeBmt]'CsH (@) fir
30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 40 nM PMA und 1 pM lonomycin wurden die Zellen fur 5 h bei 37°C
stimuliert. Anschlielend wurden die Zellen in einem speziellen Aufschluf3-Puffer lysiert und die Luciferase-
Aktivitat detektiert. Die dargestellten Mittelwerte (+ SD) geben das n-fache der Luciferase-Aktivitdt von mehreren
unabhangigen Experimenten wieder. Die Zellen wurden gleichzeitig mit einem R-Galaktosidase-
Expressionsplasmid transfiziert, um alle MeRwerte auf einen gleichen Proteingehalt normieren zu kdnnen.
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Bei diesem Assay stand die Expression des Reportergens Luciferase unter der Kontrolle von
AP-1. Mit steigenden Konzentrationen an [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH war eine
Inhibierung der AP-1-Transkriptionsaktivitdt zu verzeichnen. Dem gegeniber zeigt die
Luciferase-Expression in Abh&ngigkeit von der CsA- und [DAT-Sar]?*CsA-Konzentration
einen komplexeren Verlauf.

Geringe Konzentrationen (10 nM) dieser Substanzen sind in der Lage, die AP-1-
Transkriptionsaktivitat zu steigern (Abb. 4.31 A und B). Bei einer weiteren Erhéhung der
Konzentration & 50 nM) nimmt die Menge an exprimierter Luciferase jedoch wieder ab.
Diese Abnahme kann durch weitere Erhdhung der CsA- bzw. [DAT-Sar]’CsA-
Konzentrationen > 1 uM riickgangig gemacht werden, so dal3 es wieder zu einer Aktivierung
kommt. Bei [AD-Ser]?CsA und [Ac-MeBmt]'CsH ist keine initiale oder finale Steigerung der
Luciferase-Expression zu beobachten. Bei [Ac-MeBmt]'CsH trat ab 100 nM eine sprunghafte
Verminderung der exprimierten Luciferase-Menge ein, wobei eine weitere Erhdéhung der
[Ac-MeBmt]'CsH-Konzentration die Inhibition nicht verstarken konnte .

4.2.5.6 Veranderungen im AP-1-Gelshift durch Cyclosporine

Die im AP-1-Reportergen-Assay erhaltenen Ergebnisse wurden durch AP-1-Gelshift-
Experimente (Abb. 4.32 und 4.33) bestatigt. Im Intensitat/Konzentration-Diagramm dieses
in vitro-Bindungstests konnte sowohl fiir CsA, als auch fiir [DAT-Sar]?*CsA ein &hnlicher
Verlauf wie im AP-1-Reportergen-Assay beobachtet werden (Abb. 4.32). Nach einer initialen
Aktivierung folgt eine Inhibierung und dieser wiederum eine unterschiedlich stark
ausgepragte Aktivierung, wenn die Konzentration von CsA bzw. [DAT-Sar]’CsA im
Kulturmedium weiter erhéht wird. Steigende [AD-Ser]?!CsA-Konzentrationen hatten aber nur
einen minimalen Einflul auf die Bindungsaktivitit des AP-1-Komplexes (Abb. 4.33). Fur
[Ac-MeBmt]'CsH war ebenfalls eine potente Inhibition der AP-1/DNA-Wechselwirkung zu
detektieren (Abb. 4.33). Dabei konnten mit [Ac-MeBmt]'CsH-Konzentrationen > 50 nM
Bindungsaktivitaiten gemessen werden, die mit denen der unstimulierten Proben vergleichbar
waren (Abb. 4.33).
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Abb. 4.32: AP-1-Gelshift mit Kernproteinen aus CsA- bzw. [DAT—Sar]3CsA-behandelten T-Zellen.

Humane T-Zellen wurden mit CsA (A) bzw. [DAT-Sar]3CsA (C) in folgenden Konzentrationen fur 30 min bei 37°C
inkubiert: 10 nM (Spur 3), 50 nM (Spur 4), 250 nM (Spur 5) und 2 uM (Spur 6). Nach Stimulation der Zellen fiir 40
min bei 37°C mit 40 nM PMA und 2 pM lonomycin erfolgte die Préaparation der Kernextrakte. Fur das Gelshift-
Experiment wurden 4 ug Kernprotein mit 2 pmol radioaktiv markiertem Oligonukleotid (AP -1-SV40-Bindemotiv) flr
30 min bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 6 %igen TBE-Gel. Durch Autoradiografie
wurde die Radioaktivitat visualisiert (A und C). Nach der Digitalisierung der Daten erfolgte die densitometrische
Auswertung B und D). Kernextrakte unstimulierter (Spur 1) und stimulierter T-Zellen ohne Inhibitor (Spur 2)
wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Um die Spezifitdt der Protein/DNA-Wechselwirkung zu beweisen, wurde
unmarkiertes Oligonukleotid in 50fachem molaren UberschuR zu einer stimulierten Probe hinzugegeben, wodurch
kein Gelshift auftrat (Daten nicht gezeigt). Im Diagramm sind die Mittelwerte £ SD) von drei unabhangigen
Experimenten dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des AP-1/DNA-Komplexes im Gel.
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Abb.4.33:AP-1-Gelshift mit Kernproteinen aus [AD—Ser]scsA- bzw. [Ac-MeBmt]*-CsH-behandelten T-Zellen.
Humane T-Zellen wurden mit [AD-Ser]BCsA (A) bzw. [Ac-MeBmt]1CsH ©) in folgenden Konzentrationen flr
30 min bei 37°C inkubiert: 10 nM (Spur 3), 50 nM (Spur 4), 250 nM (Spur 5) und 2 uM (Spur 6). Nach Stimulation
der Zellen fiir 40 min bei 37°C mit 40 nM PMA und 2 uM lonomycin erfolgte die Praparation der Kernextrakte. Fir
das Gelshift-Experiment wurden 4 pug Kernprotein mit 2 pmol radioaktiv markiertem Oligonukleotid (AP-1-SV40-
Bindemotiv) fur 30 min bei 25°C inkubiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 6 %igen TBE-Gel. Durch
Autoradiografie wurde die Radioaktivitat visualisiert (A und C). Nach der Digitalisierung der Daten erfolgte die
densitometrische Auswertung 8 und D). Kernextrakte unstimulierter (Spur 1) und stimulierter TFZellen ohne
Inhibitor (Spur 2) wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Um die Spezifitdt der Protein/DNA-Wechselwirkung zu
beweisen, wurde unmarkiertes Oligonukleotid in 50fachem molaren UberschuR zu einer stimulierten Probe
hinzugegeben, wodurch kein Gelshift auftrat (Daten nicht gezeigt). Im Diagramm sind die Mittelwerte (+ SD) von
drei unabhéngigen Experimenten dargestellt. Der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des AP-1/DNA-Komplexes
im Gel.
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4.2.6 Einflul3 der Cyclosporine auf MAPK-Signhalwege

Die MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 spielen bei inflammatorischen und proliferativen
Prozessen eine grof3e Rolle. Es wurde seit langerer Zeit vermutet, dal3 CaN-Inhibitoren diese
Signalwege beeinflussen kdnnen. Einen Beweis fur diese Hypothese erbrachten bE WINDT et
al., die zeigen konnten, dal? CaN in Kardiomyozyten eng mit dem JNK- bzw. p38-Signalweg
verbunden ist (De Windt et al., 2000; Lim et d., 2001a). Um zu Uberprifen, ob diese
Ergebnisse auch auf Zellen des Immunsystems (bertragbar sind, wurden T-Zellen mit CsA,
[DAT-Sar]’CsA, [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH vorinkubiert und anschlieRend mit
PMA/lonomycin stimuliert.
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Abb. 4.34: Einflul3 von CsA und [DAT-Sar]acsA auf den Aktivierungsg;ad von ERK1/2.

Humane TFLymphozyten wurden mit CsA (A und B) bzw. [DAT-Sar]’CsA (C und D) in den angegebenen
Konzentrationen fiir 30 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit 40 nM PMA und 2 uM
lonomycin fiir 40 min bei 37°C. Die Zellen wurden durch das Kochen im Probenpuffer lysiert. Die Proben wurden
in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit einem anti-p-ERK1/2-Ab untersucht
(A und C). Die Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet (B und D). Mit einem anti-Cyp18-Ab
wurde die relative Menge des Markerproteins Cyp18 detektiert und gleiche Gesamtproteinmengen in allen Proben
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Diagramm gibt die Mittelwerte (£ SD) von drei unabh&ngigen
Versuchen wieder.
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Der Gehalt an aktivierter MAP-Kinase wurde mit Hilfe eines phosphospezifischen Antikdrpers
detektiert, der nur das 2fach phosphorylierte Thr-X-Tyr-Motiv der aktivierten MAP-Kinase
erkennt. Der Aktivierungsgrad spiegelt die Starke der Phosphorylierung wieder. Wie in
Abb. 4.34 zu sehen ist, steigt die pERK1/2-Menge in den Zellen durch PMA/lonomycin-
Stimulation deutlich an. Die Vorinkubation mit einer geringen Konzentration an CsA oder
[DAT-Sar]’CsA fiihrt zu einer zusétzlichen Aktivierung der ERK1/2 von 15-20 %. Eine weitere
Erhéhung der CsA- bzw. [DAT-Sar]’CsA-Konzentration filhrt zu einer Senkung des
p-ERK1/2-Spiegels.
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Abb. 4.35: EinfluB von [AD-Ser]®CsA und [Ac-MeBmt]*CsH auf den Aktivierungsgrad von ERK1/2.

Humane T-Lymphozyten wurden mit [AD-Ser]’CsA (A und B) bzw. [Ac-MeBmt]'CsH (C und D) in den ange-
gebenen Konzentrationen fiir 30 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit 40 nM PMA
und 2 uM lonomycin fir 40 min bei 37°C. Die Zellen wurden durch das Kochen im Probenpuffer lysiert. Die
Proben wurden in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit einem
anti-p-ERK1/2-Ab untersucht (A und C). Die Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet 8 und
D). Mit einem anti-Cypl18-Ab wurde die relative Menge des Markerproteins Cypl8 detektiert und gleiche
Gesamtproteinmengen in allen Proben nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Diagramm gibt die Mittelwerte
(+ SD) von drei unabhangigen Versuchen wieder.
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Auch die Behandlung der Zellen mit [AD-Ser]’CsA fiihrte zu einer Verminderung der
p-ERK1/2-Menge um 15-20 %. Das Derivat [Ac-MeBmt]'CsA hatte keinen EinfluR auf den
Aktivierungsgrad der MAP-Kinase ERK1/2. Analog zu dieser Versuchsreihe wurden die Zell-
Lysate auch mit einem anti-p-JNK-Ab untersucht (Abb. 4.36 und 4.37).
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Abb. 4.36: EinfluR von Cs A und [DAT-Sar]SCsA auf den Aktivierungsgrad von JNK.

Humane TFLymphozyten wurden mit CsA (A und B) bzw. [DAT-Sar]3CsA (C und D) in den angegebenen
Konzentrationen fur 30 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit 40 nM PMA und 2 pM
lonomycin fiir 40 min bei 37°C. Die Zellen wurden durch das Kochen im Probenpuffer lysiert. Die Proben wurden
in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit einem anti-p-JNK-Ab untersucht (A
und C). Die Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet 8 und D). Mit einem anti-Cyp18-Ab
wurde die relative Menge des Markerproteins Cyp18 detektiert und gleiche Gesamtproteinmengen in allen Proben
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Diagramm gibt die Mittelwerte (£ SD) von drei unabhangigen
Versuchen wieder.
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Dabei zeigte sich, daR sowohl CsA als auch [DAT-Sar]°CsA in der Lage sind, die Menge an
p-JNK in den T-Zellen in einer konzentrationsabhangigen Weise zu vermindern. Fir CsA
wurde ein ICs-Wert von 200 + 0.2 nM und fiir [DAT-Sar]*CsA ein ICs-Wert von 1 + 0.1 pM
bestimmt. Fiir die Derivate [AD-Ser]’CsA oder [Ac-MeBmt]'CsH konnte kein EinfluR auf die
Aktivierung der MAP-Kinase JNK nachgewiesen werden (Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: Einfluf? von [AD—Ser]8CsA und [Ac-MeBmt]*CsH auf den Aktivierungsgrad von JNK.

Humane T-Lymphozyten wurden mit [AD-Ser]SCsA (A und B) bzw. [Ac-MeBmt]1CsH (C und D) in den
angegebenen Konzentrationen fur 30 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit 40 nM
PMA und 2 pM lonomycin fur 40 min bei 37°C. Die Zellen wurden durch das Kochen im Probenpuffer lysiert. Die
Proben wurden in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit einem
anti-p-JNK-Ab untersucht (A und C). Die Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet (B und D).
Mit einem anti-Cyp18-Ab wurde die relative Menge des Markerproteins Cypl8 detektiert und gleiche
Gesamtproteinmengen in allen Proben nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Diagramm gibt die Mittelwerte
(x SD) von drei unabhéngigen Versuchen wieder.
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Um den Aktivierungsstatus der MAP-Kinase p38 zu bestimmen, wurde die Konzentration der
phosphorylierten Form der p38-Kinase in den Zell-Lysaten mit einem anti-p-p38-Ab
analysiert (Abb. 4.38 und 4.39).
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Abb. 4.38: Einflu von Cs A und [DAT-Sar]3CsA auf den Aktivierungsgrad von p38.

Humane TFLymphozyten wurden mit CsA (A und B) bzw. [DAT-Sar]3CsA (C und D) in den angegebenen
Konzentrationen fiir 30 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit 40 nM PMA und 2 uM
lonomycin fiir 40 min bei 37°C. Die Zellen wurden durch das Kochen im Probenpuffer lysiert. Die Proben wurden
in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit einem anti-p-p38-Ab untersucht (A
und C). Die Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet 8 und D). Mit einem anti-Cyp18-Ab
wurde die relative Menge des Markerproteins Cyp18 detektiert und gleiche Gesamtproteinmengen in allen Proben
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Diagramm gibt die Mittelwerte (£ SD) von drei unabhangigen
Versuchen wieder.
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Ahnlich zu den Versuchen, in denen die Menge an p-JNK detektiert wurde, fiihrten auch hier
die Applikation der beiden Substanzen CsA und [DAT-Sar]?*CsA in einer konzentrations-
abhangigen Weise zu einer drastischen Verminderung der p38-Aktivierung (Abb. 4.38). Fur
CsA wurde ein ICs-Wert von 200 + 18 nM und fiir [DAT-Sar]?’CsA ein ICso-Wert von
1+0.1 uM bestimmt. Im Gegensatz dazu zeigten sich [AD-Ser]?CsA und [Ac-MeBmt]'CsH

indifferent in Bezug auf den Aktivierungsgrad der MAP-Kinase p38.
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Abb. 4.39: Einflul? von [AD—Ser]8CsA und [Ac-MeBmt]1CsH auf den Aktivierungsgrad von p38.

Humane T-Lymphozyten wurden mit [AD-Ser]SCsA (A und B) bzw. [Ac-MeBmt]1CsH (C und D) in den
angegebenen Konzentrationen fur 30 min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit 40 nM
PMA und 2 pM lonomycin fir 40 min bei 37°C. Die Zellen wurden durch das Kochen im Probenpuffer lysiert. Die
Proben wurden in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose geblottet und mit einem anti-p-p38-
Ab untersucht (A und C). Die Blots wurden digitalisiert und densitometrisch ausgewertet 8 und D). Mit einem
anti-Cyp18-Ab wurde die relative Menge des Markerproteins Cyp18 detektiert und gleiche Gesamtproteinmengen
in allen Proben nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Das Diagramm gibt die Mittelwerte ¢ SD) von drei
unabhéngigen Versuchen wieder.

Es kann zusammengefal3t werden, daf3 die Menge an p-JNK und p-p38 in humanen T-Zellen
durch Inkubation mit CsA und [DAT-Sar]’CsA vermindert wird. [AD-Ser]’CsA und
[Ac-MeBmt]'CsH waren dazu nicht in der Lage. Die intrazelluldre Konzentration an p-ERK1/2
wird durch CsA, [DAT-Sar’CsA und [AD-SerPCsA  geringfiigig beeinfluRt.
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5 Diskussion

5.1 Gossypol inhibiert Calcineurin in vitro undin vivo

Auf der Suche nach niedermolekularen CaN-Inhibitoren wurde das polyphenolische Aldehyd
Inhibitor
Substanzsammlung identifiziert (Abb. 4.1). Wie Literatur-Recherchen ergaben, wurde

Gossypol als reversibler und direkt auf das CaN wirkender in einer

Gossypol bislang noch nicht im Zusammenhang mit Phosphatasen genannt. In Abb. 5.1 sind
die wichtigsten Ergebnisse der enzymkinetischen und zellbiologischen Versuche tabellarisch
zusammengefal3t.

Gossypol

IC50-Wert

Gossypolon

Apogossypol
hexaazetat

CaN-Inhibition
RII-Phosphopeptid
als Substrat 17uM oM kel
CaN-Inhibition
PNPP 14 pm 6 UM k.I.
als Substrat H H
Reversibilitat der vollstandig reversibel mit partiell Kl
CaN-Inhibition reversibel kovalentem Anteil o
nicht-kompetitiv nicht
Hemmtyp P untersucht S5
Cyp18-Inhibition ) ) :
FKBP12-Inhibition 90 % RA bei ekt nicht
hPar18-Inhibition 120 pM untersucht untersucht
o 84 % RA bei nicht nicht
Inhibition der PP1
100 uM untersucht untersucht
Inhibition der PP2A .l. nicht el
untersucht untersucht
N 85 % RA bei nicht nicht
Inhibition der PP2C
100 pM untersucht untersucht
Translokation von _— nicht
NFAT aus Zytosol Inhibition untersucht kel
NFAT-Reporter- 15 uM nicht K.
gen-Assay untersucht
NFAT-EMSA 13 pM nicht k.l.
untersucht

Abb. 5.1: Daten der enzymkinetischen und zellbiologischen Charakterisierung von Gossypol, Gossypolon

und Apogossypol hexaazetat.
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Wahrend CaN durch Gossypol mit einem ICs,-Wert von 17 = 1 uM und durch Gossypolon mit
einem ICs-Wert von 9 £1 pM im RI-Phosphopeptid-Test gehemmt wird, zeigte

Apogossypol hexaazetat nur eine geringe CaN-Inhibition mit ICso-Werten >> 100 puM
(Abb. 4.2). Ahnliche Daten wurden auch in einem Phosphatase-Assay mit dem
unphysiologischen Substrat pNPP gemessen (Abb.4.3).

CsA und FK506 inhibieren CaN auch sehr potent in einer nicht-kompetitiven Weise
mit ICso-Werten von 100 nM und 57 nM (Liu et al., 1991), bei der jedoch die vorherige
Bindung an das gegenwartige Immunophilin - als Matchmaker-Protein - essentiell fur die
Inhibition ist. Gleichzeitig wird auch die PPlase-Aktivitdt der Immunophiline gehemmt
(Fischer et al., 1989a), was eine Ursache fiir die zahlreichen biologischen Effekte der
Immunsuppressiva CsA und FK506 sein konnte. Im Gegensatz dazu werden bei Gossypol-
Konzentrationen von 120 uM nur 10 % der PPlase-Aktivitdét von hCypl8, hFKBP12 und
hParl8 inhibiert (Abb. 4.10). In der Literatur sind zahlreiche Beispiele aufgefihrt, in denen
bestimmte Folgeerscheinungen nach CsA- oder FK506-Anwendung auf eine CaN-Inhibition
zurlickgefuhrt werden. Genau genommen konnte aber auch die Inhibition der PPlasen
urséchlich sein (Ahlers et al., 1999; Bennett et al., 1996; Marumo et al., 1995).

Obwohl eine signifikante Homologie zwischen den katalytischen Untereinheiten der
Proteinphosphatasen besteht, ist die CaN-Inhibition durch die Immunsuppressivum/
Immunophilin-Komplexe sehr spezifisch, da sich diese Komplexe nur in der Néhe des
aktiven Zentrums anlagern. Die katalytische Untereinheit des CaN ist nicht direkt in den
Inhibitionsmechanismus einbezogen (Liu et al., 1992b; Griffith et al., 1995). Eine ahnlich
hohe Spezifitdt gegentiber CaN (PP2B) zeigte auch Gossypol. Die anderen untersuchten
Ser/Thr-Proteinphosphatasen PP1, PP2A und PP2C wurden selbst bei Gossypol-
Konzentrationen von 100 pM kaum gehemmt (Abb.4.9). Diese Spezifitdt ist in
Ubereinstimmung mit dem gemessenen nicht-kompetitiven Hemmtyp. CaN-Inhibitoren, die
direkt im aktiven Zentrum binden (Microcystin) oder Inhibitoren, die einen gemischten
Hemmtyp zeigen (Okadaséure), fehlt diese Spezifitat (Enz et al., 1994).

Gossypol hat selber aber auch einen Einflul auf die CaN-Bindung des CsA/Cypl8-
Komplexes, da dieser durch Kompetition vom CaN verdrangt wird (Abb. 4.8). Auf3erdem
konnte enzymkinetisch der Beweis erbracht werden, daf3 die Gossypol-Bindungsstelle mit
der des CsA/Cypl8-Komplexes identisch sein konnte (Abb. 4.7). Die Struktur des
CaN/CsA/Cypl18-Komplexes wurde erst kiirzlich veroffentlicht (Huai et al., 2002). Sie ahnelt
stark der Struktur des CaN/FK506/FKBP12-Komplexes (Griffith et al., 1995).
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Abb. 5.2: Struktur des humanen CaN mit gebundenem CsA bzw. FK506.

Die Rontgen-Kristallstrukturen des CsA/Cypl8/CaN- und des FK506/FKBP12-Komplexes wurden computer-
technisch tberlagert, wobei die katalytische Untereinheit in beiden Komplexen (grau) als Bezugspunkt diente. Zur
besseren Visualisierung wurden das Cyp18 und das FKBP12 aus der Grafik entfernt. Das CsA ist griin und das
FK506 blau dargestellt.

Beide PPlase/Inhibitor-Komplexe binden dabei nur in der Nahe des aktiven Zentrums des
Enzyms (Abb. 5.2). Somit kann nach Auswertungen der vorliegenden experimentellen Daten
davon ausgegangen werden, dafl3 auch Gossypol nicht direkt im aktiven Zentrum, sondern
nur in seiner Nahe binden kann. Es sind insgesamt 23 Aminosdure-Reste des CaN an der
Bindung des CsA/Cyp18-Komplexes beteiligt. Demzufolge miufte Gossypol mit einem Teil
dieser Aminosauren aus der katalytischen und/oder aus der regulatorischen Untereinheit
interagieren.

Erste Anzeichen fiir einen nicht-kompetitiven Hemmtyp wurden auch aus dem
nahezu deckungsgleichen Verlauf der Inhibitionskurven in Abb. 4.4 bei unterschiedlichen
pNPP-Konzentrationen erhalten. Diese Vermutung konnte durch weitere Melreihen und
einer Dixon-Auftragung bestéatigt werden (Abb. 4.5). Gleichzeitig konnte aus dieser
Auftragung ein Ki-Wert von 17 uM ermittelt werden.

Da fur die Aktivierung von CaN sowohl Calcium als auch Calmodulin erforderlich sind
(Klee et al., 1979), ware es mdglich, dal? die gemessene CaN-Inhibition durch Gossypol auf
eine Beeinflussung von Calmodulin oder der Calmodulin-Bindungsstelle des CaN
zuriickzufuihren ist. Experimente, bei denen steigende Calmodulin-Konzentrationen nicht zu
einer VergrolRerung des ICso-Wertes fuhrten, sprechen jedoch nicht fur diesen Mechanismus
(Abb. 4.6).
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Weiterhin ist die Inhibition der CaN-Aktivitat durch Gossypol im pNPP-Assay ein zusétzliches
Indiz flr das Fehlen einer Calmodulin-Beteiligung, da die Dephosphorylierung des pNPP
durch CaN Calmodulin-unabhéngig verlauft. Diese Experimente waren von besonderer
Bedeutung, da in der Literatur bereits die physikalische Interaktion von Gossypol mit
Calmodulin in vitro beschrieben ist (Jinsart et al., 1991).

CaN st eine binukledre Fe-Zn-Metallo-Phosphatase. Im aktiven Zentrum dieses
Enzyms ist vermutlich ein zweiwertiges Eisen-lon lokalisiert, was auch die hohe Sensitivitéat
gegenuber oxidativen Prozessen erklaren konnte (Wang et al, 1996). In diesem
Zusammenhang wird aber ebenso die kovalente Modifikation von Cystein-Resten diskutiert
(Bogumil et al., 2000). Diese Oxidationsprozesse kdnnen zu einer Inaktivierung des CaN
fuhren, die jedoch durch den Zusatz von Ammoniumeisen(ll)-sulfat (Wang et al., 1996),
Dithiothreitol oder der Oxidoreduktase Thioredoxin (Bogumil et al., 2000) wieder riickgangig
gemacht werden kann. Aus diesem Grund wurde die Gossypol-vermittelte CaN-Inhibition
auch in Gegenwart von Ammoniumeisen(ll)-sulfat und 5 mM DTT gemessen. Der Zusatz
dieser reduzierenden Verbindungen konnte die Hemmung der CaN-Aktivitat jedoch nicht
verhindern. Somit kann ein Redox-Mechanismus als Ursache der CaN-Inhibition durch
Gossypol weitestgehend ausgeschlossen werden. Aber auch eine kovalente Modifikation
des CaN durch Gossypol kommt vermutlich nicht in Betracht, da ein grof3er Teil der CaN-
Aktivitdt durch Dialyse wiederhergestellt werden konnte (Abb. 4.11) und dieser Anteil - im
Gegensatz zu Gossypolon - mit langeren Prainkubationszeiten nicht abnahm (Abb. 4.12).

Gossypol inhibiert CaN unabhéngig von der Art des Substrates, da neben der
Dephosphorylierung des RII-Phosphopeptids auch die des pNPP und Phospho-Caseins
vermindert wird. Dieser Umstand steht in Kontrast zu dem Verhalten der CsA/Cyp18- bzw.
FK506/FKBP12-Komplexe, die zwar die CaN-Aktivitdt hemmen, wenn das RIl-Phospho-
peptid als Substrat benutzt wird, jedoch die CaN-Aktivitat im pNPP-Test um das 2-4fache
steigern (Liu et al., 1991; Swanson et al., 1992).

Fir Gossypol wurde nicht nur invitro ein Einflul3 auf die Dephosphorylierung von pNPP,
RIl-Phosphopeptid und Phospho-Casein untersucht, sondern zusatzlich auch auf die
Dephosphorylierung eines Phosphoproteins in vivo.

Es wurde bereits mehrmals gezeigt, dal3 de IL-2-Produktion, und damit auch die
T-Zell-Proliferation, durch eine CsA/Cypl8- bzw. FK506/FKBP12-Komplex-vermittelte
Inhibition der NFAT-Dephosphorylierung beeinflul3t werden kann (Liu et al., 1992a; Shaw et
al., 1995). Deshalb wurde die CaN-abhangige Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT in
Gegenwart von Gossypol und dem strukturdhnlichen Apogossypol hexaazetat in
T-Lymphozyten beobachtet.
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NFATcl, als typisches CaN-Substrat, migriert in der SDS-PAGE mit einer molekularen
Masse von 90-115 kDa. Nach dem Transfer der aufgetrennten Proteine wurde das Zytosol
mit einem spezifischen Antikorper auf die Anwesenheit von NFATc1 untersucht. Gossypol
kann die Dephosphorylierung von NFATc1 und damit die Translokation in den Zellkern in
einer konzentrationsabhangigen Weise verhindern, wahrend Apogossypol hexaazetat dazu
nicht in der Lage ist (Abb. 4.13). Das CsA zeigte, wie bereits in der Literatur beschrieben
(Shaw et al.,, 1995), in diesem Versuch einen ahnlichen Effekt wie Gossypol. Da diese
Effekte auch auf andere Ursachen, wie z.B. Hemmung einer Proteinkinase oder Protease
zuriickzufiihren sein koénnten, wurde das Ergebnis noch durch weitere Experimente
abgesichert. Dazu bot sich ein Luciferase-gekoppelter NFAT-Reportergen-Assay an. Mit
Hilfe dieses funktionellen Assays konnte gezeigt werden, dal3 die Abnahme der NFATc1-
Menge im Zytosol mit der NFAT - Aktivitdt und demzufolge mit der NFAT-Dephosphorylierung
korreliert (Abb. 4.14).

Gleichzeitig wurde bewiesen, dall Gossypol in vivo die Bindung von NFAT an
spezifische DNA-Sequenzen und somit die Transkription von Genen verdndern kann. Die
Inhibition wurde als Abnahme der Luciferase-Expression detektiert. Zusétzlich wurde auch
ein EMSA fur NFAT durchgefihrt. Bei diesem Gelshift-Experiment wurden Kern-Extrakte von
humanen T-Zellen prapariert, die vorher mit Gossypol, Apogossypol hexaazetat oder CsA
behandelt wurden. Nur in den Féllen, in denen NFAT eine hohe Affinitdt zu spezifischen
DNA-Bindemotiven zeigt, kommt es zu einer Retardierung des radioaktiv markierten
Oligonukleotids. Die Sequenz des Oligonukleotids wurde vom distalen Teil des humanen
IL-2-Promotors abgeleitet. Unter den getesteten Substanzen waren nur Gossypol und CsA in
der Lage, einer PMA/lonomycin-vermittelten Steigerung der NFAT-Affinitat zu spezifischen
DNA-Sequenzen entgegenzuwirken (Abb. 4.15).

Das polyphenolische Aldehyd Gossypol hat in Zell-Experimenten gegenuber
peptidischen CaN-Inhibitoren (Sagoo et al., 1996; Coghlan et al., 1995) die Vorteile einer
hohen Zellpermeabilitat (Vander Jagt et al., 2000) und Resistenz gegenulber proteolytischem
Abbau.

Die Identifizierung von Gossypol als wirksamen CaN-Inhibitor wirft ein neues Licht auf bereits
bekannte Gossypol-Effekte, wie z.B. Antifertilisation oder Hemmung des proliferativen
Wachstums von Tumor-Zellen und konnte vielleicht auch die Nebenwirkungen der
kontrazeptiven Therapie erklaren (Poso et al., 1980; Coyle et al., 1994; Flack et al., 1993;
Frick et al., 1988). Fur Gossypol wurde jedoch auch die Inaktivierung intrazellularer
Dehydrogenasen (Meksongsee et al., 1970), Proteinkinasen (Qi et al., 1984), Steroid-
synthetisierender Enzyme (Lin et al.,, 1981), Cathepsin L (McDonald und Kadkhodayan,
1988) und Topoisomerase Il (Adlakha et al., 1989) beschrieben.
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AuRRerdem sind nicht-kovalente = Enzym-Gossypol-Komplexe von  Proteinkinase C
(ICs0= 31 pM) (Kimura et al., 1985), Proteinkinase A (ICso= 10 pM) (Xiao et al., 1993) und
der NADH-bindenden Doméne der LDH (ICso= 1uM) (Tso und Lee, 1982) bekannt. Aufgrund
seiner chemischen Struktur ist Gossypol au3erdem in der Lage, die Phospholipase A, nach
kovalenter Modifikation des N-Terminus durch Bildung einer Schiff'schen Base zu inhibieren
(Yu et al., 1997a). In malignen Zell-Linien wirkt Gossypol durch irreversible Arretierung der
Zellen in der S-Phase antiproliferativ (Gilbert et al., 1995). In klinischen Studien konnte diese
anti-Tumor-Aktivitat jedoch nicht in jedem Fall bestatigt werden, wie VAN POzNAK et al. fur
refraktare Brustkrebs-Metastasen beschreibt (Van Poznak et al., 2001). Fur das Gossypol-
Derivat Gossypolon wurde ebenfalls spermizidale Aktivitdt und Verdnderungen in der
Morphologie von Tumor-Zellen nachgewiesen. Da die Effekte weit geringer sind als die des
Gossypols, kann man auf einen CaN-unabhéangigen Signalweg schlie3en (Kim et al., 1984;
Gilbert etal., 1995).

Einige Untersuchungen beschaftigen sich mit der Wirkung von Gossypol auf die
Protein-Phosphorylierung. So wurde in Retinoblastoma-Zellen nach Gossypol-Behandlung
eine  Abnahme des Verhdltnisses von phosphorylierten zu unphosphorylierten
regulatorischen Proteinen des Zell-Zyklusses beobachtet. Vermutlich wird aber in diesem
Fall eine Proteinkinase durch Gossypol beeinflu3t (Ligueros et al., 1997). Interessanterweise
wird die Aktivitat der Ornithindecarboxylase und demzufolge auch die Proliferation von
Nb2-Lymphoma-Zellen der Ratte nach Prolaktin-Stimulation, sowohl durch Gossypol als
auch durch CsA gehemmt (Shidaifat et al., 1997). Das konnte auf eine Beteiligung von CaN
hindeuten.

Alle Ergebnisse zusammenfassend, kann man Gossypol als einen reversiblen Inhibitor
bezeichnen, der unter den Ser/Thr-Proteinphosphatasen spezifisch fiir CaN ist. Trotzdem
kann man mit dieser Substanz in vivo keine CaN-Effekte aufklaren, da CaN nicht das einzige
zellulare Target fur Gossypol ist. Die in zahlreichen Studien belegte Toxizitat von Gossypol
gegenlber primaren Zellen und Zell-Linien ist ein weiterer Faktor, der die klinische
Verwendung von Gossypol als Medikament ausschlieen wirde (Ye et al., 1983; Coyle et al.
1994; Blackstaffe et al. 1997).

Obwohl Gossypol auch die Aktivitat zahlreicher anderer Enzyme beeinfludt, kénnte
diese Substanz als Leitstruktur fir die Synthese neuer CaN-Inhibitoren fungieren, die sich
durch eine Hemmung der CaN-Aktivitdt im nanomolaren Bereich, geringe Zytotoxizitat und

einer Indifferenz gegeniiber anderen Gossypol-sensitiven Enzymen auszeichnen.
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5.2 [DAT-Sar]°CsA inhibiert CaN in vitro und in vivo

Die Entdeckung des zyklischen Undekapeptids CsA in den 70er Jahren des letzten
Jahrhunderts hat die Transplantationsmedizin revolutioniert. Obwohl schon alternative
Behandlungsstrategien erarbeitet und immer neue immunsuppressive Substanzen klinisch
eingesetzt werden, ist CsA neben Tacrolimus (FK506) bei der Prophylaxe und Therapie
schwerer Absto3ungsreaktionen nicht mehr wegzudenken. Der hohen Wirksamkeit stehen
jedoch  zahlreiche = Nebenwirkungen entgegen. Mdglicherweise  werden  diese
Nebenwirkungen durch die Bindung des CsA an das Matchmaker-Protein Cyclophilin
verursacht. Simultan dazu wird auch die PPlase-Aktivitdt der ubiquitar vorkommenden
Cyclophiline gehemmt (Fischer et al., 1989a). Der so gebildete CsA/Cyclophilin-Komplex
bindet und inhibiert die Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinphosphatase CaN, wodurch
verschiedene andere Signalwege beeinflul3t werden (Liu et al., 1991; Fruman et al., 1992a).
Besonders hervorzuheben ist dabei der NFAT-Signalweg, der als Bestandteil des T-Zell-
Signalnetzwerkes malRgeblich fir die Sekretion von Zytokinen und damit fir eine Zell-
Proliferation nach Antigen-Kontakt verantwortlich ist (Loh et al., 1996b; Batiuk et al., 1997).
Weder CsA noch FK506 allein konnen CaN inhibieren. Aus diesem Grund wurden in der
Vergangenheit intensive Anstrengungen unternommen, Cyclosporine zu entwickeln, die zwar

CaN inhibieren kénnen, aber die enzymatische Aktivitat der Cyclophiline nicht beeinflussen.

CsA ist ahnlich wie FK506 ein bifunktionales Molekul, da es mit einem Teil des Molekdls an
CaN und mit einem anderen Teil des Moleklls an eine PPlase der Cyclophilin-Familie
binden und diese inhibieren kann (Fruman et al., 1995; Liu et al., 1991; Schreiber et al.,
1992). Die Kristallstrukturen des FK506/FKBP12/CaN-Komplexes und die des
CsA/Cyclophilin18/CaN-Komplexes sind bekannt (Griffith et al., 1995; Huai et al., 2002).
Uberraschenderweise binden die beiden strukturell sehr unterschiedlichen Inhibitor-
Komplexe in der so genannten latch-Region des CaN, die eine Tertiarstruktur darstellt und
durch Interaktion der B-Untereinheit mit der A-Untereinheit des CaN geformt wird (Abb. 5.3).
Jedoch sind die Reste, die zur Bindung beitragen, different (Huai et al., 2002). Die gezielte
Modifikation des CsA-Molekils, speziell in den Kontaktregionen zum Cyclophilin bzw. CaN,
sollte Derivate mit neuen biochemischen Eigenschaften hervorbringen. So ist das
[AD-Ser]’CsA-Derivat in Position 8 - der CaN-Kontaktregion - verdndert (Abb. 5.3). Im
Gegensatz dazu ist das CsA-Derivat [DAT-Sar]>’CsA in Position 3 - an der Grenzflache
zwischen Cyclophilin und CaN - substituiert. Ein weiteres Cyclosporin-Derivat, das sich in

zwei Positionen vom CsA unterscheidet, ist [Ac-MeBmt]'CsH.
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Abb. 5.3: Ausschnitt aus der Rontgen-Kristallstruktur des CsA/Cyp18/CaN-Komplexes (Huai et al., 2002).
Das Bild zeigt CsA im Komplex mit CaN und Cyp18. In der VergrdRerung sind die Positionen, welche in den
getesteten Substanzen im Vergleich zu CsA verandert sind, farblich markiert. Im [DAT-Sar]3CsA ist das
(L)-Sarkosin in Position 3 (violett) durch ein (R)a-N,N-Dimethylaminoethylthio-(L)-Sarkosin substituiert. Im
[AD-Ser]SCsA ist das (D)-Alanin in Position 8 (blau) durch ein 2-Amino-3-[(5-amino-pentylcarbamoyl)-methyoxy]-
propionyl-(D)-Serin ersetzt. Das [Ac-MeBmt]'CsH besitzt ein Methyl-Valin (gelb), das in der fiir CsH typischen
(D)-Konformation vorliegt. Dadurch hat die Acetylierung des MeBmt in Position 1 (orange) einen EinfluR auf die
Cyclophilin-Bindung.

In unserer Arbeitsgruppe wurden mehrere Cyclosporin-Derivate synthetisiert, von denen im
Rahmen dieser Arbeit die oben erwéhnten Derivate [DAT-Sar]’CsA, [AD-Ser]’CsA,
[Ac-MeBmt]'CsH und zusétzlich CsA eingehender enzymkinetisch und zellbiologisch
charakterisiert wurden. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 5.4
tabellarisch zusammengefal3t. CsA ist hier das einzige untersuchte Cyclosporin, von dem
Literatur-Daten vorliegen.

In einem ersten Test wurden die vier Substanzen auf das Vorhandensein eines
inhibitorischen Potentials gegenuber Cypl8 untersucht (Abb. 4.17). Sowohl CsA als auch
[DAT-Sar]’CsA und [AD-Ser]?!CsA waren in der Lage, Cyclophilin in nanomolaren
Konzentrationen (ICsp=1.3 bis 10.2nM) zu inhibieren. Nur hohe Konzentrationen von
[Ac-MeBmt]'CsH  zeigten eine geringfiigige Hemmung der PPlase-Aktivitat
(6 % Aktivitatsverlust bei 10 pM [Ac-MeBmt]'CsH). Dieses Resultat 1aRt sich mit der
Modifizierung in Position 1 erklaren (Abb. 4.16).
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Die Position 1 ist zentral in der Kontaktregion zum Cyclophilin lokalisiert und fuhrt nach
Acetylierung sowohl bei CsA als auch CsH zu einer Verminderung der Cyp18-Bindung. Im
Gegensatz dazu kann aber durch Einfiihrung einer a-Methylgruppe in Sar® des CsH, die

Inhibition von Cyp18 erheblich gesteigert werden (personliche Mitteilung von Dr. Zhang).

ICs5-Wert

[DAT-Sar]’CsA [AD-Ser]’CsA [Ac-MeBmt]'CsH

o :
Cyp18-Inhibition 1.3nM 3.6 nM 10.2 nM e Rt (o]
10 pM
CaN-Inhibition
sé'r;gg‘;fgh‘" + Cypl8 110 nM K.l k.l k.l.
Substrat - Cypl8 k.l 1M k.l k.l.
CaN-Inhibition
pNPP als ar Cyp18 Aktivierung kl kl kl
SHEEED - Cypl8 k.l. k.l. k.l k.l.
Reversibilitat der nicht vollstandig nicht nicht
CaN-Inhibition untersucht reversibel untersucht untersucht
nicht icht-k tit nicht nicht
Hemmtyp untersucht nicht-kompetitiv untersucht untersucht
Inhibition der PP1 K.* K.l. ficht jcht
untersucht untersucht
Inhibition der PP2A k.I.* K.l. — el
untersucht untersucht
Inhibition der PP2C k.I.* K.l. el el
untersucht untersucht
NFAT-Reporter- 2 M 60 nM k.. K.
gen-Assay
NFkB-Reporter- 4nM 1M 75 nM 100 nM
gen-Assay
AP-1-Reporter- komplexer komplexer
gen-Assay Verlauf Verlauf = 20 =2 20
icht
NFAT-EMSA 3 nM 70 nM k. sl
NFKkB-EMSA 15 nM 23 nM 300 nM 500 nM
BN komplexer komplexer
AP-1-EMSA Verlauf Verlauf >20 M S0 nM
komplexer komplexer
SRz Verlauf Verlauf >l —
JNK 200 nM 1uM k.l k.l.
p38 200 nM 1uM K.l. k.l.

* als CsA/Cyp18-Komplex

Abb. 5.4: Daten der enzymkinetischen und zellbiologischen Charakterisierung von CsA, [DAT-Sar]°CsA,
[AD-Ser]®CsA und [Ac-MeBmt]'CsH.

Der Einflul3 auf die Phosphatase-Aktivitat von CaN wurde im Standard-Phosphatase-
Assay mit RIl-Phosphopeptid als Substrat bestimmt (Abb. 4.18). Dabei wurde die Enzym-
Aktivitat des CaN zum einen in Abhangigkeit von der Cyclosporin-Konzentration und zum
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anderen in Abhangigkeit von der Cyclophilin-Konzentration bei einer konstanten Cyclosporin-
Konzentration gemessen. Wahrend [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH in den MeRreihen
keine Inhibition der Phosphatase-Aktivitat zeigten, konnte fir CsA nur in Anwesenheit von
Cyclophilin eine drastische Senkung der Enzym-Aktivitdt beobachtet werden (ICs,= 110 nM),
welche auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben worden ist (Liu et al.,, 1991).
Uberraschenderweise konnte das CsA-Derivat [DAT-Sar]?’CsA die CaN-Aktivitat auch ohne
Mitwirkung von Cyp18 hemmen (ICs,= 1 uM). Dieser Umstand stellt ein neues Wirkprinzip
eines Cyclosporin-Derivates dar, da alle bisher bekannten Cyclosporine nur im Komplex mit
Cyclophilin, als Matchmaker-Protein, in einer als gain of function bezeichneten Weise CaN
inhibieren konnten. Die Inhibitionskonstante konnte durch unabhéngige Messungen mit dem
Substrat Phospho-Casein bestatigt werden.

Im Phosphatase-Test mit dem unphysiologischen Substrat pNPP konnte fur keine der
Substanzen eine Inhibition nachgewiesen werden. Dieses war auch dann nicht der Fall,
wenn Cyclophilin dem MelRansatz zugesetzt wurde. Die von Liu et al. und SWANSON et al.
bereits erwahnte Aktivierung der CaN-Aktivitit um den Faktor 3-4 durch den
CsA/Cyclophilin-Komplex konnte auch in unseren Versuchsreihen bestatigt werden
(Abb. 4.18 A) (Liu et al., 1991; Swanson et al., 1992). Eine eindeutige Erklarung fur dieses
Ph&nomen ist bislang noch nicht gefunden worden. Es ist Uberhaupt Uberraschend, daf3 CaN
als Ser/Thr-Proteinphosphatase das pNPP, welches von seiner chemischen Struktur mehr
einem Phospho-Tyrosin als einem Phospho-Serin oder -Threonin &hnelt, dephosphorylieren
kann. Einige Autoren vertreten jedoch die Auffassung, dalR CaN auch eine intrinsische
Tyr-Proteinphosphatase-Aktivitdt besitzt, die durch eine Konformationsanderung des
Proteins noch zusatzlich verstarkt wird (Pallen und Wang, 1983; Kincaid et al., 1986;
Donella-Deana et al., 1994). Das [DAT-Sar’CsA ist nur ein CaN-Inhibitor fir die
Dephosphorylierung von Phosphopeptiden und Phosphoproteinen, nicht jedoch fir die des
artifiziellen Phosphatase-Substrates pNPP. Ein Grund dafir konnte die im Vergleich zu
Peptiden und Proteinen geringere GroRe des pNPP sein, die dem Substrat den Zugang zum
aktiven Zentrum erleichtert.

Mi3t man die CaN-Aktivitat gegeniiber RIl-Phosphopeptid in Anwesenheit variabler
[DAT-Sar]’CsA-Konzentrationen und variabler Substrat-Konzentrationen ergibt der
Dixon-Plot einen K;-Wert von 1.1 uM und einen nicht-kompetitiven Hemmtyp (Abb. 4.20).

Um zu Uberpriifen, ob [DAT-Sar]’CsA/Cyp18-Komplexe auch CaN-inhibierend sind,
wurden Kompetitionsexperimente durchgefiihrt. Dabei wurde gemessen, inwieweit steigende
Mengen an Cyclophilin die Phosphatase-Aktivitat von partiell [DAT-Sar]*CsA-inhibiertem
CaN beeinflussen (Abb. 4.21).
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Das an die Phosphatase gebundene [DAT-Sar]’CsA konnte durch steigende
Konzentrationen an Cyclophilin kompetitiert und CaN somit reaktiviert werden. Das bestatigt
den Befund, dalR nur das freie [DAT—Sar]SCsA in der Lage ist, CaN zu hemmen, der
[DAT-Sar]’CsA/Cyp18-Komplex jedoch nicht. In Koprézipitationsexperimenten wurde ein
immobilisiertes GST-Cyp18-Fusionsprotein mit CsA bzw. [DAT-Sar]’CsA und CaN
prainkubiert. Nach intensivem Waschen der Matrix wurden die gebundenen Proteine
abgel6st und im Western Blot analysiert (Abb. 4.22). Nur in dem CsAchaltigen Probe war
CaN nachweisbar. Deshalb kann man davon ausgehen, dal3 sich nur mit CsA ein
Inhibitor/Cyp18/CaN-Ternarkomplex ausbilden kann.

Die Spezifitat der CaN-Inhibition muf3te in einem weiteren Versuch abgeklart werden,
da sowohl die PP1 als auch die PP2A und CaN im aktiven Zentrum ein sogenanntes
~Phosphoesterase-Motiv* mit einem binuklearen Zentrum besitzen (Cohen, 1989). Dazu
wurde ein prototypischer Vertreter jeder dieser Phosphatase-Typen und die PP2C als
weitere Ser/Thr-Proteinphosphatase mit zwei [DAT-Sar]’*CsA-Konzentrationen und einem
aquimolaren  CsA/Cypl8-Gemisch inkubiert und die Restaktivitit gegeniber
Phosphorylase a bzw. Phospho-Casein ermittelt (Abb. 4.23). Nur die PP2B (CaN) konnte
durch [DAT-Sar]’CsA und das CsA/Cyp18-Gemisch inhibiert werden. Alle anderen drei
Phosphatasen blieben unbeeinfluf3t.

Um abzuklaren, ob die [DAT-Sar]?CsA-Bindungsstelle des CaN mit der des
FK506/FKBP12-Komplexes identisch ist, wurden enzymkinetische Messungen durchgefihrt.
Die Auswertung der Daten erfolgte nach einem Modell von KELETI (Abb. 4.24) (Keleti, 1986).
Der mathematische und enzymkinetische Hintergrund ist im Kapitel Material und Methoden
naher erlautert. Der Kurvenverlauf der MelRwert-Auftragung &hnelte dem einer simulierten
Inhibitionskurve, bei der beide Inhibitoren die gleiche Bindungsstelle am CaN beanspruchen.
Obwohl die Inhibition von CaN durch [DAT-Sar]’CsA in vitro hinreichend untersucht wurde,
mufdte noch der Beweis erbracht werden, dal3 diese Phosphatase auch in vivo durch
[DAT-Sar]’CsA gehemmt wird.

Die Verwendung von humanen T-Lymphozyten als Untersuchungsobjekt fur in vivo
CaN-Experimente hat den entscheidenden Vorteil, da die gesammelten Daten die
physiologischen Zusammenhéange besser widerspiegeln kénnen als Zell-Linien. Die Reaktion
von Signalwegen artifizieller Zell-Linen, wie z.B. Jurkat-Zellen, kénnen sich zum Tell
grundlegend von denen primarer Zellen unterscheiden (Manger et al., 1986; Kreideweiss et
al., 1999).

Die phosphorylierte Form des Transkriptionsfaktors NFAT ist als typisches in vivo-
Substrat fur CaN bekannt und bereits in vielen Zell-Typen nachgewiesen worden (Jain et al.,
1993; Luo et al., 1996b).
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Er wird deshalb exemplarisch von zahlreichen Wissenschaftlern zum Nachweis einer CaN-
Aktivierung bzw. -Inhibierung verwendet (Swoap et al., 2000; Masuda et al., 1997). CaN
bindet am NFATcl an die hochkonservierten Aminosauren 118 bis 129 einer
Pro-X-lle- X-lle-Thr-Konsensussequenz (Aramburu et al, 1999b). Durch Mutationsanalysen
konnten die phosphorylierten Reste Ser'”” und Ser'®’ der Serin-reichen Doméne als
potentielle Substrate fir CaN identifiziert werden (Porter et al., 2000).

Als Methode der Wahl zur Bestimmung der NFAT-Transkriptionsaktivitat wurde ein
Reportergen-System angewandt, welches in Abhé&ngigkeit von der Aktivitdt des NFAT das
Reporter-Enzym Luciferase exprimiert. Zur Uberprifung des Systems wurde CsA untersucht,
da diese Substanz in vivo als CaN-inhibierend bekannt ist. Das zur Ausbildung eines
CaN/Inhibitor/Cyclophilin-Komplexes notwendige Cyclophilin kommt in den T-Lymphozyten
in einer Konzentration von bis zu 850 nM vor (Ryffel et al., 1991). AuRRerdem ist CsA ein
tight binding-Inhibitor, so dal3 nur die CsA-Konzentration als Limitierung anzusehen ist und
die Konzentration des Inhibitor/Cyclophilin-Komplexes mit der des intrazellularen CsA
nahezu identisch ist. Im Versuch war schon eine geringe CsA-Konzentration ausreichend,
um die Transkriptionsaktivitat des NFAT zu senken (Abb. 4.25). Es wurde ein ICso-Wert von
2 nM bestimmt. Dieser scheinbare Widerspruch zu dem in vitro ermittelten Wert von 100 nM
fur die CaN-Inhibition kann damit erklart werden, da® vermutlich schon eine geringe
Abnahme der CaN-AKktivitat zu einer drastischen Abnahme der NFAT-Transkriptionsaktivitat
und damit zu einer verminderten Luciferase-Expression fiihrt. Ahnliche Berichte wurden
bereits in der Literatur gefunden (Dolmetsch et al., 1997; Feske et al., 2001). Aber auch
ARAMBURU et al. fanden in ihren in vivo-Experimenten fur CsA einen ICs-Wert im unteren
nanomolaren Bereich (Aramburu et al., 1999b). Dieses Ergebnis wurde in diesem Artikel
jedoch nicht diskutiert.

Das CsA ist ein relativ hydrophobes Molekil und kann deshalb die Zellmembran gut
durchdringen und sich aufgrund des relativ hohen Cyclophilin-Gehaltes in der Zelle
anreichern (Harding et al., 1986; Hohman und Hultsch, 1990). Neben dem passiven
Transport durch Diffusion kdnnten auch spezielle Transportsysteme diese CsA-Akkumulation
vermitteln. Von ALLAIN et al. wurde das Cyp 21 als ein Transportprotein identifiziert, welches
fur die Inkorporation von CsA in T-Lymphozyten verantwortlich ist (Allain et al., 1996). Der
gleiche Anreicherungseffekt sollte auch bei [DAT-Sar]>*CsA zum Tragen kommen, jedoch mit
dem Unterschied, daR der gebildete [DAT-Sar]’CsA/Cyclophilin-Komplex das CaN nicht
inhibieren kann. Fur [DAT-Sar]3CsA wurde in vivo ein ICso-Wert von 60 nM bestimmt, der - im
Vergleich zum CsA - um den Faktor 30 schlechter ist. Dies stellt eine Diskrepanz zu den
in vitro-Daten dar, weil CaN in diesen Versuchen durch [DAT-Sar]?*CsA nur 10fach schlechter
als CsA inhibiert wurde.
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Zu den pharmakokinetischen Eigenschaften, wie z.B. Aufnahme und Verteilung von
[DAT-Sar]’CsA in der Zelle, liegen keine Daten vor. In Anlehnung an CsA sollte
entsprechend den eingesetzten Konzentrationen und dem Massenwirkungsgesetz nach
Anreicherung in der Zelle aber nur ein geringer Teil des [DAT-Sar]’CsA an das zytosolische
Cypl18 gebunden sein. Mdglicherweise hat [DAT-Sar]?’CsA neben den Cyclophilinen noch
andere Bindungspartner, welche die intrazellulare Konzentration an [DAT-Sar]?CsA
beeinflussen kdnnen. In eukaryontischen Zellen sind z.B. mehrere CsA-bindende Proteine
beschrieben, die mit dem Cyclophilin 18 um eine Bindung konkurrieren (Ziegler et al., 1990;
Demeule et al., 1998; Ziegler und Frimmer, 1986). Eine alternative Erklarung fur dieses
Phanomen koénnte sein, dall sowohl der ICs,-Wert der in vitro CaN-Inhibition als auch der
Cypl18-Inhibition mit rekombinanten Proteinen gemessen wurde. Unter Umstanden ist
[DAT-Sar]?*CsA im Komplex mit authentischem Cyp18 oder anderen zellulédren Cyclophilinen
doch in der Lage, an authentisches CaN zu binden. Vielleicht werden durch das
[DAT-Sar]’CsA auch andere Signalwege effektuiert, die dem Ca*/CaN-Signalweg
Ubergeordnet sind oder es werden Kinasen, welche NFAT im Kern rephosphorylieren, direkt
oder indirekt gehemmt und somit das dynamische Gleichgewicht gestort. Die beiden
Substanzen [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH hatten keinen EinfluR auf die NFAT-
kontrollierte Expression der Luciferase.

Zur Verifizierung der Reportergen-Ergebnisse wurde ein NFAT-Gelshift-Experiment
durchgefiihrt. Als Probenmaterial wurde Kernextrakt von CsA- und [DAT-Sar]’CsA-
behandelten T-Zellen verwendet. In diesem Test wird zum einen die Translokation des durch
Dephosphorylierung aktivierten NFAT und zum anderen die durch Dephosphorylierung
erhohte Affinitdt des Transkriptionsfaktors zur einer DNA-Sequenz aus dem distalen Bereich
des humanen IL-2-Promotors erfal3t. Es wurde bereits in zahlreichen Verdffentlichungen
beschrieben, dafl3 die Applikation von CaN-Inhibitoren das Bindevermégen von NFAT an
diese Sequenzen vermindern kann (Randak et al., 1990; Brabletz et al., 1991).

Im NFAT-Gelshift-Experiment wurde fiur CsA ein ICs-Wert von 3 nM ermittelt
(Abb. 4.26). In der Literatur ist ein NFAT-Gelshift beschrieben, in dem CsA in Jurkat-Zellen
zu einer Inhibition der NFAT/DNA-Interaktion mit einem ICso-Wert von 7 nM fluhrt (Batiuk et
al., 1997). Fur [DAT-Sar]’CsA konnte ebenfalls eine konzentrationsabhangige Abnahme der
NFAT/DNA-Interaktion (ICso-Wert= 70 nM) beobachtet werden. Die in den Gelshift-
Versuchen bestimmten Werte korrelieren gut mit den Daten aus den NFAT-Reportergen-
Assays. Weder fiir [AD-Ser]®CsA noch fiir [Ac-MeBmt]'CsH konnte ein EinfluR beobachtet
werden, so dal’ die Abnahme der NFAT/DNA-Interaktion vermutlich auf eine CaN-Inhibition

zurtckzufiuhren ist.
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Da die Aktivierung von NFAT in T-Zellen als ein Schlusselereignis der IL-2-Produktion
anzusehen ist, kdnnen sowohl CsA als auch [DAT-Sar]’CsA die Proliferation und Expression
von [L-2 in stimulierten T-Lymhozyten unterbinden (personliche Mitteilung von

Dr. R. BaumgraR).

CaN ist auch in den NFkB-Signalweg involviert. Wie ARAMBURU et al. zeigen konnten, fuhrt
die Inkubation von Jurkat-Zellen mit CsA im Reportergen-Assay zu einer Verminderung der
Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NFkB (Aramburu et al., 1999b).

Im NFkB-Reportergen-Assay wurde Uberpriift, ob auch [DAT-Sar]’CsA diesen Effekt

verursachen kann (Abb. 4.28). Als Kontrollen dienten [AD-Ser]®CsA und [Ac-MeBmt]'CsH, da
beide die CaN-Aktivitat und letztere Substanz auch die Cypl8-Aktivitat nicht vermindern.

Durch steigende CsA-Konzentrationen konnte die NFkB-Transkriptionsaktivitdt gesenkt

werden (ICso= 4 nM), ohne aber zu einer vollstandigen Inhibition zu flhren. In den
Experimenten von ARAMBURU et al. konnte durch CsA auch keine vollstdndige Inhibition
(ICso= 3 nM) der NFkB-Transkriptionsaktivitat erzielt werden (Aramburu et al., 1999b). Fir
[DAT-Sar]’CsA wurde im Vergleich mit CsA eine 250fach schlechtere Hemmung
(ICso= 1 uM) gemessen. Aber auch [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH waren in der Lage,
die Reportergen-Expression mit ICso-Werten von 75 nM bzw. 100 nM zu vermindern. Das
Verhalten dieser beiden Substanzen im Reportergen-Assay schliel3t einen distinkten CaN-
Einflu? auf den NFkB-Signalweg aus. Vielmehr wirken noch andere unbekannte CaN- und
Cyclophilin-unabhéngige Faktoren mit. Die grof3e Diskrepanz zwischen dem ICs-Wert von
[DAT-Sar]?*CsA und dem von CsA, [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH konnte damit erklart
werden, daR [DAT-Sar]’CsA als einzige der untersuchten Substanzen in Position 3
modifiziert ist. Dadurch koénnte [DAT-Sar’CsA bevorzugt mit einem putativen
Bindungspartner interagieren, welcher dann einen Einflu auf die Regulation des NFkB-
Signalweges ausubt.

Analog zu den NFAT-Versuchen wurden die Resultate des NFkB-Reportergen-
Assays auch im p65-Gelshift-Experiment verifiziert. Dabei zeigte sich, dall CsA die
p65/DNA-Interaktion mit einem ICs-Wert von 15 nM hemmen konnte, das CsA-Derivat
[DAT-Sar]’CsA aber mit einem ICs-Wert 23 nM (Abb. 4.29). De Abweichungen von den
Resultaten des NFkB-Reportergen-Assays konnten zur Ursache haben, daf3 ein
Oligonukleotid benutzt wurde, welches nur p65-Homodimere bzw. -Heterodimere binden
kann. Somit werden Verédnderungen der Transkriptionsaktivitdt anderer NFkB-Proteine nicht

mitdetektiert. Des Weiteren werden in diesem Versuch auch Wechselwirkungen zwischen
DNA und transkriptionell inaktiven NFkB-Komplexen erfal3t.
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[AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH zeigten beide auch eine konzentrationsabhangige
Verminderung der DNA-Bindung (Abb. 4.30). Obwohl [Ac-MeBmt]'CsH weder CaN noch
Cypl8 inhibieren kann, wurde eine Beeinflussung des NFkB-Signalweges gemessen.
[Ac-MeBmt]'CsH wurde durch chemische Modifizierung des CsH erhalten.

Wie WENZEL-SEIFERT et al. im Jahre 1991 feststellten, ist CsH ein potenter Inhibitor
(ICso= 40 nM) der durch FMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin) stimulierten
Superoxid-Bildung in neutrophilen Granulozyten (Wenzel-Seifert et al., 1991). Der
Inhibitionsmechanismus des CsH ist vermutlich eine Stabilisierung der inaktiven Form des
Formyl-Peptid-Rezeptors (Wenzel-Seifert et al., 1998). Diese Wirkung ist spezifisch fur CsH,
da die Inhibition nach Applikation anderer Cyclosporine, wie z.B. CsA, CsB, CsC oder CsD
nicht beobachtet werden konnte (Wenzel-Seifert und Seifert, 1993). Ein weiterer biologischer
Effekt ist die Verminderung des Keratinozyten-Wachstums nach Applikation von CsH bei
hyperproliferativen Erkrankungen der Epidermis (Amsellem et al., 1992). Auf3erdem kann
CsH die Phorbol-Ester-induzierten biologischen Effekte in der Haut von Mausen und die
Ca’*/Calmodulin-abhéngige Dephosphorylierung des Elongationsfaktors 2 verhindern
(Gschwendt et al., 1988). Das Methyl-Valin in der D-Konfiguration scheint fir diese hohe
Spezifitat verantwortlich zu sein, da es einzigartig fir CsH ist.

Da die AP-1-vermittelte Transkription einen wichtigen Schritt fir die Proliferation und
Differenzierung in T-Zellen darstellt, wurde sie in die Untersuchungen einbezogen (Wisdom,
1999; Macian et al., 2001). Wahrend sowohl [AD-Ser]?CsA als auch [Ac-MeBmt]'CsH in der
Lage waren, die AP-1-Transkriptionsaktivitat im Reportergen-Assay konzentrationsabhangig
zu inhibieren, zeigten CsA- und [DAT-Sar]’CsA-Konzentrationen von 10 nM eine Aktivierung
der Transkriptionsaktivitat (Abb. 4. 31). Bei einer weiteren Erhéhung der Konzentration ist
eine geringe Inhibition zu beobachten. Konzentrationen > 500 nM konnten die Inhibition
aufheben und flihrten wieder zu einer Aktivierung der AP-1-Transkriptionsaktivitat. Der
Verlauf der Luciferase-Expression in Abhangigkeit von der CsA- bzw. [DAT-Sar]’CsA-
Konzentration ist sehr komplex und konnte auf die Uberlagerung mehrerer gegenlaufiger
Effekte zurlckzufuhren sein.

Die Stimulation der AP-1-Transkriptionsaktivitat durch CsA wurde von Su et al.
erstmals beschrieben und steht im Zusammenhang mit einer Steigerung der c-fos-
Expression (Su et al., 1996). Eine ahnliche Beobachtung konnten auch NAVARRO-ANTOLIN et
al. machen, als sie den Einflul3 von CsA auf die AP-1-abhangige Induktion der endothelialen
NOS untersuchten (Navarro-Antolin et al., 2000). Diese Effekte sind aber erst ab
CsA-Konzentrationen > 1 uM untersucht und beschrieben worden.
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Die Aktivierung durch geringe CsA-Konzentrationen wurde bislang noch nicht in der Literatur
erwahnt. Ursache fir die Aktivierung konnten Verdnderungen in der Zusammensetzung des
AP-1-Komplexes oder eine Modifikation der c-fos- bzw. c-jun-Proteine sein (Pyrzynska et al.,
2000). Mit einer hohen Wahrscheinlichkeit kann man davon ausgehen, daf3 CaN an diesem
Aktivierungseffekt beteiligt ist, da er nur bei der in vivo CaN-inhibierenden Substanz CsA und
[DAT-Sar]?CsA auftrat. Das [AD-Ser]’CsA zeigte ebenfalls eine konzentrationsabhangige
Inhibition der AP-1-Reportergen-Expression (ICs,-Wert >> 20 uM) (Abb. 4.31 C). Bei den
[Ac-MeBmt]'CsH-behandelten T-Zellen war ab 100 nM eine sprunghafte Verminderung der
exprimierten Luciferase-Menge um 37 % zu beobachten (ICs,-Wert >> 20 uM).

Mit Hilfe von AP-1-Gelshift-Assays wurden die Ergebnisse der AP-1-Reportergen-
Experimente bestatigt. Bei zunehmenden CsA- und [DAT-Sar]?*CsA-Konzentrationen ist eine
initiale Erhdhung der DNA-Bindung zu verzeichnen, der sich eine Verringerung mit einem
nachfolgenden Anstieg der AP-1-gebundenen DNA-Menge anschlo3 (Abb. 4.32).
[AD-Ser]’CsA verhielt sich in diesem Untersuchungssystem vollkommen indifferent. Das
CsH-Derivat [Ac-MeBmt]'CsH zeigte jedoch auch im invitro-Bindungstest einen
sprunghaften Rickgang der Luciferase-Expression (Abb. 4.33). Ahnlich wie bei der
Inhibierung der NFkB-Aktivierung kdnnten auch bei der Inhibition der AP-1-Aktivierung CaN-
und Cyclophilin-unabhéngige Cyclosporin-Effekte eine Rolle spielen.

Der AP-1-Signalweg ist maf3geblich an der Proliferation von Zellen und damit auch
am Wachstum von entarteten Zellen beteiligt (Lu et al., 2002; Kyo et al., 1997).
Maoglicherweise konnte die Stimulation der AP-1-Transkriptionsaktivitdét durch hohe CsA-
Konzentrationen eine Ursache fur das Auftreten von beningen und malignen Tumoren im

Laufe einer immunsuppressiven Therapie sein.

Die Vertreter der drei Haupt-MAPK-Module ERK1/2, JNK und p38 spielen nicht nur in Zellen
des Immunsystems eine grof3e Rolle, sondern auch in anderen Zellen, da sie maf3geblich an
inflammatorischen und proliferativen Prozessen beteiligt sind (Ip und Davis, 1998; Crawley et
al., 1997; Jones et al., 2001). Da die MAP-Kinasen durch Phosphorylierung eines Thr-X-Tyr-
Motives aktiviert werden, kénnte CaN als Proteinphosphatase direkt oder indirekt einen
Einflud auf den Aktivierungsgrad austiben. Es existieren zahlreiche Studien, die eine
Verbindung zwischen den MAP-Kinase-Signalwegen und dem Ca*/CaN-Signalweg
herstellen (De Windt et al., 2000; Lim et al., 2001a).

Die Menge an aktivierter MAP-Kinase in humanen T-Lymphozyten wurde mit Hilfe
eines phosphospezifischen Antikdrpers detektiert, welcher nur die aktivierte MAP-Kinase

erkennt.
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Wiahrend in [AD-Ser]®!CsA-behandelten Zellen eine geringe Abnahme der p-ERK1/2-
Konzentration von 20 % zu detektieren war, zeigte die [Ac-MeBmt]'CsH-Applikation keine
Auswirkungen auf die Aktivitdt des ERK1/2-Signalweges (Abb. 4.35). Die Abnahme des
p-ERK1/2-Gehaltes in den Zellen durch [AD-Ser]?CsA kénnte ein Cyclophilin-spezifischer
Effekt sein, da er bei [Ac-MeBmt]'CsH nicht auftrat. Im Gegensatz dazu zeigten geringe
Konzentrationen an CsA bzw. [DAT-Sar]’CsA eine anfanglichen Zunahme der pERK1/2-
Menge mit nachfolgender partieller Inhibierung (Abb. 4.34). Die ERK1/2-Aktivierung kénnte
ein CaN-vermitteltes Ereignis sein, da sie nur bei den in vivo CaN-inhibierenden Substanzen
CsA und [DAT-Sar’CsA gemessen wurde. Da der ERK1/2-Signalweg (iber die
Phosphorylierung von c-fos mit dem AP-1-Signalweg verknupft ist, kdnnte die initiale
Aktivierung von AP-1 auf eine ERK1/2-Aktivierung zurickgefiihrt werden (Kristof et al., 2001,
Seternes et al., 1998; Hipskind et al., 1994). WeiterflUhrende Studien muissen klaren, ob
Inhibitoren des ERK1/2-Signalweges in der Lage sind, die beobachtete AP-1-Aktivierung zu
verhindern.

Die Lysate von Cyclosporin-behandelten T-Zellen wurden zusétzlich mit einem
anti-p-JNK-Ab untersucht. Wahrend CsA und [DAT-Sar]’CsA in humanen T-Zellen zu einer
Abnahme der p-JNK-Menge filhrten (Abb. 4.36), konnte fir [AD-Ser]?’CsA und
[Ac-MeBmt]'CsH kein EinfluR nachgewiesen werden (Abb. 4.37). Fiir CsA ist in der Literatur
bereits eine Blockade der JNK-Aktivierung in humanen Fibroblasten beschrieben (Sugano et
al., 1998). Diese Wirkung von CsA und [DAT-Sar]?*CsA auf den JNK-Signalweg kénnte CaN-
spezifisch sein, da sie bei [AD-Ser]?CsA und [Ac-MeBmt]'CsH nicht auftrat. Ein &hnliches
Ergebnis wurde erhalten, als die Zell-Lysate mit einem anti-p-p38-Ab untersucht wurden.
Durch steigende Konzentrationen an CsA bzw. [DAT-Sar]?’CsA nahm die Menge an p-p38
stetig ab (Abb. 4.38), wihrend die Inkubation mit [AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH zu
keinen Veranderungen flhrte (Abb. 4.39).

In der Literatur ist eine CsArinduzierte Inhibition des JNK- und p38-Signalweges in
T-Lymphozyten von MATSUDA und KOYASU bereits erwdhnt worden, die sich auch mit
unseren Beobachtungen deckt (Matsuda und Koyasu, 2000). Ebenso konnten KREIDEWEISS
et al. in humanen PBMC eine Inhibierung des p38-Signalweges durch CsA nachweisen
(Kreideweiss et al., 1999). Dabei wurde die MKK6 als Vermittler dieses inhibitorischen
Effektes identifiziert. Da die MKK6 in den JNK- und in den p38-Signalweg involviert ist,
koénnte damit auch die simultane Inhibition des JNK-Signalweges durch CsA erklart werden.
Es ist aber auch mdglich, da? die Hemmung der JNK-Aktivitat Gber andere Glieder der
Signalkette erfolgt, da MATSUDA et al. die MKK7 oder andere signalaufwarts liegende
Elemente als putative Mediatoren der CsA-vermittelten Inhibition vorschlagt (Matsuda et al.,
1998).
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Vermutlich ist die hohe Effizenz der immunsuppressiven Therapie mit CsA nicht nur auf eine
Inhibition des NFAT- bzw. NFkB-Signalweges, sondern auch auf eine Hemmung der

kostimulatorischen JNK- und p38-Signalwege zuriickzufuhren. Demzufolge kénnte der
kombinierte Wirkmechanismus von CaN-inhibierenden Substanzen vorteilhafter gegenuber
direkten NFAT-Inhibitoren sein (Aramburu et al., 1999a; Liu et al., 2001; Trevillyan et al.,
2001). Seit April diesen Jahres ist der CaN-Inhibitor FK506 in Deutschland als Protopic® zur
lokalen Behandlung von atopischen Erkrankungen, wie z.B. Neurodermitis zugelassen. Die
Wirksamkeit dieses Medikamentes konnte unter anderem auch auf die partielle Inhibition der
proinflammatorischen JNK- und p38-Signalwege zurtickzufihren sein, obwohl ein Einflufd
von FK506 auf die MAPK-Signalwege bislang noch nicht detailliert untersucht wurde. Aber
auch das Auftreten von Nebenwirkungen wahrend der immunsuppressiven Therapie kann im
Zusammenhang mit einer Hemmung der JNK- oder p38-Aktivitat stehen. Ein Indiz dafir
konnte unter anderem sein, dald durch die Verminderung der oral applizierten CsA-Menge
die CsA-Konzentration im Blut auf 100 nM gesenkt und so eine Reduzierung der

Nebenwirkungen erzielt werden konnte (Altaca et al., 2002).

Das [DAT-Sar]’CsA stellt ein neues CsA-Derivat dar, welches ohne die Mitwirkung eines
Matchmaker-Proteins die Phosphatase-Aktivitdt von CaN inhibieren kann. Leider wird durch
diese Substanz auch die PPlase-Aktivitdt von Cyclophilin gehemmt, so daf3 in vivo noch
immer keine klare Abgrenzung von CaN- und Cyclophilin-Effekten mdglich ist. Zukinftige
Arbeiten miissen klaren, ob durch Modifizierung der [DAT-Sar]’*CsA-Struktur neue Derivate
geschaffen werden konnen, die gezielt nur die Proteinphosphatase CaN inhibieren kdnnen.
Neben der grof3en klinischen Relevanz einer solchen Substanz existiert auch auf der Seite
der Grundlagenforschung ein groRes Interesse. Mit dieser Substanz ware es mdoglich, die
Involvierung von CaN in das komplizierte Signal-Netzwerk der Zelle schrittweise aufzuklaren.
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6 Zusammenfassung

Das polyphenolische Aldehyd Gossypol wurde in einem Phosphatase-Assay als
reversibler und nicht-kompetitiver CaN- Inhibitor identifiziert.

Mit RIl-Phosphopeptid als Substrat wurde fir die CaN-Inhibition durch Gossypol ein
ICso-Wert von 17 uM ermittelt. Das Gossypol-Derivat Gossypolon inhibiert die CaN-
Aktivitdt mit einem ICso-Wert von 9 uM, wéhrend das strukturédhnliche Apogossypol
hexaazetat keinen Einflul3 auf die Phosphatase-Aktivitat zeigte.

Mit pNPP als Substrat wurde fur die CaN-Inhibition durch Gossypol ein ICs,-Wert von
14 uM ermittelt. Das Gossypol-Derivat Gossypolon inhibiert die CaN-Aktivitat mit
einem IC5-Wert von 6 puM, wahrend das strukturédhnliche Apogossypol hexaazetat
auch in diesem Phosphatase-Assay keinen Einflul3 auf die Phosphatase-Aktivitat
zeigte.

Zusatze von Calmodulin, DTT oder Ammoniumeisen(ll)-sulfat konnten die Inhibition
des CaN durch Gossypol nicht beeinflussen, was einen Inhibitionsmechanismus Uber
Calmodulin oder redoxsensitive Elemente ausschliel3t.

Gossypol bindet am CaN vermutlich an oder in der Nahe der Bindungsstelle fiir den
CsA/Cyclophilin-Komplex, wie sowohl enzymkinetische Messungen als auch
Kompetitionsexperimente belegen.

Gossypol inhibiert spezifisch CaN, wahrend die Phosphatasen PP1, PP2A bzw.
PP2C und die PPlasen hCypl8, hFKBP12 bzw. hParv18 nur geringfligig beeinflufdt
werden.

Gossypol ist in der Lage, in aktivierten T-Zellen die Translokation von NFAT in den
Zellkern in einer konzentrationsabhéngigen Weise zu verhindern.

Gossypol konnte in einer konzentrationsabhéngigen Weise die NFAT-vermittelte
Expression des Reportergens Luciferase und die Affinitdt des NFAT zu einem
Fragment des IL-2-Promotors vermindern.

**

CsA, [DAT-Sar]’CsA und [AD-Ser]’CsA hemmen die PPlase-Aktivitit von Cyp18,
wahrend [Ac-MeBmt]'CsH inaktiv ist.

Im Phosphatase-Assay mit RIl-Phosphopeptid als Substrat kénnen [AD-Ser]?CsA und
[Ac-MeBmt]'CsH die CaN-Aktivitat weder allein noch in Anwesenheit von Cyclophilin
inhibieren. Im Gegensatz dazu kann CsA nur im Komplex mit Cypl8 und
[DAT-Sar]’CsA nur unkomplexiert die CaN-Aktivitat mit ICso-Werten von 100 nM bzw.
1 uMhemmen.

Im Phosphatase-Assay mit pNPP als Substrat kénnen CsA, [DAT-Sar]’CsA,
[AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH die CaN-Aktivitit weder allein noch in
Anwesenheit von Cyp18 inhibieren.
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[DAT-Sar]?CsA kann als einziges bisher bekanntes Cyclosporin die CaN-Aktivitat
ohne Cyclophilin-Zusatz hemmen, wenn Phosphopeptide und Phosphoproteine als
Substrate verwendet werden. [DAT-Sar]?CsA ist ein reversibler nicht-kompetitiver
CaN-Inhibitor, fur den ein Ki-Wert von 1.1 uM bestimmt wurde.

[DAT-Sar]’CsA inhibiert spezifisch CaN, ohne die Phosphatasen PP1, PP2A und
PP2C zu beeinflussen. [DAT-Sar]’CsA bindet am CaN wahrscheinlich an oder in der
Nahe der Bindungsstelle des FK506/FKBP12-Komplexes.

In einem NFAT-Reportergen-Assay konnten nur CsA und [DAT-Sar]’CsA die
Expression der Luciferase in stimulierten T-Lymphozyten vermindern. Die Bindung
von NFAT an ein Fragment des humanen IL-2-Promotors wurde auch nur von CsA
und [DAT-Sar]*CsA in einer konzentrationsabhéngigen Weise beeinfluR3t.

In einem NFkB-Reportergen-Assay konnte fur CsA eine starkere Inhibition der
Transkriptionsaktivitdt nachgewiesen werden als fir [DAT-Sar]’CsA. [AD-Ser]’!CsA
und [Ac-MeBmt]'CsH zeigten aber auch eine Senkung der NFkB-
Transkriptionsaktivitat, was auf einen unspezifischen Cyclosporin-Effekt hindeuten
konnte.

In einem AP-1-Reportergen-Assay zeigten CsA und [DAT-Sar]’CsA bei einer
Konzentration von 10 nM eine zusatzliche Aktivierung der AP-1-vermittelten
Transkription, die auf eine Aktivierung der ERK1/2 zurlickgefuhrt werden konnte.

CsA und [DAT-Sar]’CsA fiihren bei einer Konzentration von 10 nM zu einer
zusatzlichen Aktivierung des ERK1/2-Signalweges in stimulierten T-Lymphozyten.

CsA und [DAT-Sar]>CsA inhibieren sowohl die Aktivierung der MAP-Kinase JNK als

auch die der MAP-Kinase p38 in einer konzentrationsabhangigen Weise, wahrend
[AD-Ser]’CsA und [Ac-MeBmt]'CsH keinen EinfluR zeigten.

kkkkkkkkkkkkk
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